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1 EINLEITUNG

In der heutigen Medizin nimmt die Onkologie einen grof3en Anteil im klinischen sowie for-
schenden Alltag ein. Krebserkrankungen gehdren in Deutschland zu den flinf h&ufigsten
Grinden fiir eine stationdre Krankenhausbehandlung und belegen den zweiten Platz in der
Statistik der Todesursachen [1]. Dabei sind die diagnostischen und therapeutischen Mdg-
lichkeiten in Abhdngigkeit von der Entitat, dem Tumorstadium und auch dem Zustand der
Patienten oft sehr unterschiedlich. Tumoren, die nur auf ihren Ursprungsort begrenzt sind,
lassen sich tendenziell mit einer groReren Chance auf Heilung behandeln als solche, die be-
reits Absiedlungen, sog. Metastasen, in angrenzenden Lymphknoten oder anderen Organen
gebildet haben. Die Entstehung, Progredienz und Therapierbarkeit von Metastasen konnte
bis heute noch nicht vollumfanglich entschlisselt werden und ist Gegenstand intensiver For-
schungsstudien. Hierbei sind insbesondere Zirkulierende Tumorzellen (engl.: Circulating
Tumor Cells, CTCs) in den Fokus geriickt. Diese Zellen besitzen die Féahigkeit, sich vom
Primartumor abzultsen und Absiedlungen an anderen Lokalisationen zu bilden. Nicht nur
die Isolierung und Detektion, sondern insbesondere die Kultivierung von CTCs zur weiteren
Charakterisierung und insbesondere individualisierten Therapietestung scheinen von grof3ter
Klinischer Bedeutung. Durch Anwendung eines Spiking-Modells sowie der Verwendung kli-
nischer Proben von Tumorpatienten sollte daher in dieser Arbeit geprift werden, wie sich
perspektivisch die Isolierung dieser Zellen aus dem Blut von Patienten und nachfolgend de-
ren Kultivierung optimieren lasst, um eine ausreichend hohe Zellzahl fur weiterfihrende
Untersuchungen zu erhalten. Flr die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden dabei
einerseits kommerzielle Zelllinien eines Lungen- bzw. Kolorektalen Karzinoms (haufigste
Tumorentitaten in Deutschland) verwendet, um frei zirkulierende maligne Zellen in Spen-
derblutproben nachzubilden, andererseits wurden Blutproben von Patienten mit Lungenkar-
zinomen genutzt, die mutmallich Zirkulierende Tumorzellen enthielten.

Im Folgenden werden zunéchst der aktuelle wissenschaftliche Stand zu Zirkulierenden Tu-
morzellen sowie allgemeine Informationen zu den beiden betrachteten Tumorentitaten er-

lautert.



1.1  ZIRKULIERENDE TUMORZELLEN (CTC)

1.1.1 Bedeutung in der Medizin

Die Kenntnis Uber Zirkulierende Tumorzellen (engl.: Circulating Tumor Cells, CTCs)
erlangt zunehmend klinische Bedeutung. Zirkulierende Tumorzellen wurden bereits 1869
von dem australischen Pathologen T. Ashworth beschrieben, der diese Zellen im Blut eines
Patienten mit einem metastasierenden Tumor entdeckte [2]. Diese Zellen werden aufgrund
ahnlicher Morphologie und Eigenschaften als Abkémmlinge von Primértumoren verstan-
den, die das Potential besitzen, frei im Blut zu zirkulieren, dabei wiederholt ihre
Eigenschaften zu verdndern, und so im Wesentlichen fiir die Bildung von Fernmetastasen
im Rahmen der h&matogenen Metastasierung verantwortlich zu sein [3].
Ihre Anzahl im Patientenblut korreliert mit dem Ausmal? einer Tumorerkrankung; insbeson-
dere bei Brust-, Prostata-, Kopf/Hals-, Lungen- sowie Kolorektalen Karzinomen [4, 5]. Aus
diesem Grund haben mittlerweile Analysemethoden Einzug in die heutige medizinische Di-
agnostik gefunden, die eine Detektion von CTCs in Blutproben und deren Quantifizierung
erlauben [6-8]. Dies soll einerseits der Patientenuberwachung und der Therapieverlaufskon-
trolle bei metastasiertem Tumorleiden dienen und andererseits eine Abschétzung der Prog-
nose und des Uberlebens des Patienten ermdglichen [9-14]. Die Anzahl an CTCs je 7,5 ml
Blut korreliert mit der Prognose, wobei je nach Studiendesign ein unterschiedlicher Grenz-
wert (von 1 bis 5 CTCs) gewéhlt wurde. Eine Anzahl unter dem Grenzwert ist dabei mit
einem besseren Gesamtiiberleben und einer langeren progressionsfreien Uberlebenszeit as-
soziiert [15]. Auch Patienten mit einer initial hohen Anzahl Gber dem Grenzwert, die ein
Ansprechen auf die Therapie zeigten und in anschlieBenden Verlaufskontrollen nur noch
wenige CTCs (unterhalb des Grenzwertes) im Blut aufwiesen, berlebten signifikant langer
als Patienten, deren Anzahl an CTCs konstant hoch blieb oder sich weiter erhthte [9]. Wei-
tere Bedeutung erlangen die CTCs im Zusammenhang mit der zunehmenden Etablierung der
individualisierten Medizin. Die individualisierte Medizin verfolgt das Ziel, jedem Patienten
als einzigartiges Individuum unter Beruicksichtigung seines Krankheitsverlaufs, seines Le-
bensstils, biologischer und weiterer individueller Faktoren maligeschneiderte effiziente The-
rapien anbieten zu kdnnen [16]. Dazu ist die Entwicklung von Methoden nétig, die es er-
maoglichen, Eigenschaften einer Erkrankung individuell bestimmen zu kénnen. Am Beispiel
der CTCs lieRen sich somit unter anderem Oberflachenmarker detektieren [17] oder Genex-
pressionsprofile analysieren [18], um beispielsweise spezifische Antikérper im Rahmen der

Therapie einsetzen zu kénnen.



1.1.2 Eigenschaften von CTCs, Fahigkeit zur Epithelial-Mesenchymalen Transition
(EMT) und Tumorstammzellen

Zirkulierende Tumorzellen scheinen im Prozess der hdmatogenen Metastasierung eine
entscheidende Rolle zu spielen [3]. Im Detail ist ihre Bedeutung aber bis heute noch nicht
verstanden, denn die CTCs lassen sich in verschiedene Subtypen klassifizieren, die
wiederum unterschiedliche Eigenschaften besitzen [19].

Zirkulierende Tumorzellen vom epithelialen Charakter fanden in der bisherigen Forschung
zu diesem Zelltyp am meisten Beachtung. Fir ihre Detektion im Blut von Patienten mit
Brust-, Prostata- oder Kolorektalem Karzinom wurde das CellSearch®-System entwickelt,
das als einziges von der Food and Drug Administration (FDA) anerkanntes System Einzug
in die klinische Diagnostik gefunden hat [11]. Epitheliale CTCs exprimieren auf ihrer
Oberflache das Epithelial Cell Adhesion Molecule, kurz EpCAM, welches als Zielstruktur
in vielen Isolationsmethoden verwendet wird [20]. Dieses wird von Zellen der meisten,
jedoch nicht von allen Karzinomen exprimiert [21]. Uber weitere Adhéasionsmolekiile wie
Cadherine und Integrine wird der Zell-Zell-Kontakt aufrechterhalten und die CTCs behalten
ihren epithelialen Charakter [22, 23].

Verlieren die Zellen ihre epithelialen Eigenschaften, kdnnen sie sich vom Primartumor
ablésen und frei im Blut zirkulieren. Dieser Mechanismus, der nach heutigem Stand der
Forschung als ein Hauptgrund fir die Metastasierung von Karzinomen gesehen wird, basiert
auf der sogenannten Epithelial-Mesenchymalen Transition von Tumorzellen, kurz EMT
(Abbildung 1).
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Abbildung 1 — Epithelial-Mesenchymale Transition im Uberblick. Zur Darstellung
kommt hier der Prozess der Metastasierung von Zellen des Primartumors. EMT = Epithelial-
Mesenchymale Transition; MET = Mesenchymal-Epitheliale Transition (angelehnt an
Joosse et al. [24]).



Allgemein wird unter dem Begriff der EMT ein Prozess verstanden, der es polarisierten
epithelialen Zellen ermdglicht, Uber diverse biochemische Verdnderungen einen mesen-
chymalen Phénotyp anzunehmen. Dadurch erlangen sie die Fahigkeit zur Migration, Inva-
sion, Resistenz gegeniiber Apoptose sowie Produktion von Komponenten der extrazelluldren
Matrix. Zur erneuten Ausbildung eines epithelialen Charakters kdnnen Zellen den reversen
Prozess der EMT, die Mesenchymal-Epitheliale Transition (MET) durchlaufen [25].

Um den Prozess der EMT je nach zugrundeliegender Ursache klassifizieren zu kénnen, wur-
den drei Subtypen beschrieben [25, 26]. Der Typ 1 der EMT nimmt eine wichtige Rolle in
der Embryonalentwicklung ein. Er tritt nur transient auf und vermittelt die Implantation des
Embryos, die Embryogenese und die Organentwicklung. Zellen der Keimblatter unterziehen
sich diesem Prozess, um mesenchymale Eigenschaften zu erlangen und (ber den reversen
Prozess der EMT, die MET, im Folgenden sekundare Epithelien ausbilden zu kénnen [25].
Der Typ 2 der EMT ist mit Wundheilung, Geweberegeneration und Organfibrose assoziiert.
Hierbei werden (Myo-) Fibroblasten infolge von Trauma oder Inflammation generiert, die
durch Produktion von kollagenreicher extrazellularer Matrix den Wiederaufbau von Gewebe
vermitteln. Dieser Prozess kommt zum Erliegen, sobald das Trauma behoben bzw. die In-
flammation nicht mehr vorhanden ist. Bei einer persistierenden Inflammation kann die EMT
jedoch weiterhin ablaufen, sodass es zur Organfibrose kommen kann [25]. Der Typ 3 der
EMT stellt bei Betrachtung von CTCs den entscheidenden Subtyp dar. Der genaue Prozess,
wie die EMT induziert wird, konnte bislang noch nicht ausreichend aufgeklart werden. Es
wurden aber zahlreiche Faktoren identifiziert, die dabei eine wichtige Rolle zu spielen schei-
nen. So kann das sogenannte Microenvironment, das heif3t die unmittelbare Umgebung der
CTCs, mit seinen geldsten Molekilen (u. a. Chemokine, Entziindungsmediatoren) Signale
vermitteln, die unter anderem einen Calcium-abhéngigen Signalweg in den Zellen aktivieren
[27]. Weiterhin zeigten mehrere Arbeitsgruppen, dass hypoxische Bedingungen die EMT
triggern und modulieren sowie das Uberleben von CTCs fordern kénnen [28, 29]. Den Er-
klarungsansatzen gemein ist, dass die Tumorzellen verschiedenen sowohl morphologischen
als auch funktionellen Veranderungen unterlegen sind, die die EMT charakterisieren. Uber
diverse intrazelluléare Signalwege [30], wie zum Beispiel die Aktivierung des NFxB-Signal-
weges, werden Genexpression und somit fir die Detektion wichtige Marker beeinflusst
(Tabelle 1).

Die Tumorzellen erlangen durch die EMT die Fahigkeit, Zell-Zell-Kontakte aufzuldsen,
indem sie beispielsweise E-Cadherin vermindert exprimieren, was dazu fihrt, dass sie sich

als Einzelzellen vom Priméartumor I6sen kénnen. Weiterhin soll die Herunterregulation von
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EpCAM die Dissoziation von Zellen vom Primarius ermdglichen und die Herunterregulation
von zytoplasmatischem Cytokeratin die Zellplastizitat und Migration erleichtern [31]. Durch
Annahme der Form von Fibroblasten-ahnlichen, mesenchymalen Zellen, die u. a. durch Vi-
mentin vermittelt wird, erhohen die Zellen ihre Mobilitat [19], konnen in das
GeféaRsystem migrieren (Intravasation) und tiber den Blutstrom in entferntere Gewebe trans-
portiert werden, um dort Mikrometastasen zu bilden. Dieses Streuen von Tumorzellen, das
einen Kernpunkt der ,,seed and soil“-Theorie darstellt, wonach bestimmte Tumorzellklone
in bestimmte Organe bzw. Gewebe metastasieren [22], kann bereits sehr friih wahrend der
Erkrankung erfolgen, aber noch nicht zu einer Kklinisch diagnostizierbaren Metastase
fuhren, wenn die Zellen in einen Ruhe-Zustand (Dormancy) verfallen [32].

Um eine Metastase ausbilden zu kénnen, missen die Tumorzellen den reversen Prozess der
EMT, die MET, durchlaufen, wobei sie durch vermehrte Expression von u. a. Zelladhési-
onsproteinen wie E-Cadherin und Cytokeratin wieder einen epithelialen Charakter
annehmen und Zellverbande bilden kénnen.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass bei dem Prozess der Metastasierung auch Krebs-
Stammzellen (Cancer Stem Cells, CSCs), eine kleine Subpopulation der Tumorzellen, die
vermutlich von somatischen Stammzellen oder von differenzierten Vorlauferzellen abstam-
men [19], eine bedeutende Rolle spielen. Diese Stammzellen besitzen die F&higkeit zur
Initilerung von Tumoren, Selbst-Erneuerung und Differenzierung in verschiedene Krebszel-
len, wodurch Proliferation, Invasion, Metastasierung und die Entstehung von Rezidiven
vermittelt werden [33]. Mani et al. [34] zeigten, dass sich Tumorzellen mithilfe der EMT in
(auch mesenchymale) CSCs umwandeln kdnnen und belegten dies mit dem Nachweis der
Stammzellmarker CD44/CD24 auf Zellen, die die EMT durchlaufen haben,
sowie von EMT-Markern wie Vimentin und N-Cadherin in Zellen, die bereits Stammzell-
marker exprimierten.

Somit scheint die EMT im Prozess der Proliferation, Metastasierung und Rezidivierung von

Tumoren eine besonders bedeutsame Rolle zu spielen.

1.1.3 Detektion und Isolierung von CTCs

Fur die Detektion und Isolierung von Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) wurden in den
letzten Jahren diverse Methoden etabliert, die auf einer Analyse der vielfaltigen Eigenschaf-
ten von CTCs basieren. Ein Hauptproblem fir anschlieRende Analysen der CTCs liegt nach
wie vor in der geringen Anzahl an CTCs, die aus dem Blut von Patienten isoliert werden

kann. Man geht davon aus, dass pro einer Million Leukozyten nur eine oder weniger CTCs



auftreten [20] und in einer 7,5 mL Blutprobe die Anzahl zwischen 1 und tiber 400 schwanken
kann [35, 36]. Dartber hinaus sind diese wenigen Zellen weder in der Morphologie noch in
der Expression von Markern identisch, da CTCs die bereits erwahnte Fahigkeit besitzen, sich
in unterschiedliche Subtypen zu transformieren und dabei ihre Eigenschaften zu verandern.
Zur umfassenden Betrachtung von CTCs sind somit Detektionsmethoden erforderlich, die
auf verschiedene Zielstrukturen in Abhangigkeit vom jeweiligen Subtyp ausgerichtet sind.
Fur die Quantifizierung von Zellen mit epithelialem Charakter ist CellSearch® (Veridex
LLC, Raritan, NJ, USA) das bisher einzige von der US-amerikanischen Food and Drug
Administration (FDA) zugelassene System im Rahmen der CTC-Diagnostik.
Sein Einsatz als Diagnostikum ist derzeit jedoch nur fur die Verwendung bei Patienten mit
Brust-, Prostata- oder Kolorektalem Karzinom zugelassen und erlaubt dabei eine Aussage
uber die Prognose und die Effektivitat der Behandlung. Bei Patienten mit Lungenkarzinom
wurden bereits zahlreiche Studien durchgefiihrt, die auch hier einen Einsatz des Systems fur
sinnvoll erachten [11]. Das halb-automatische CellSearch®-System kann CTCs aus einer
7,5 mL-Vollblutprobe mittels dreier Antikorper gegen Epithelial Cell Adhesion Molecule
(EpCAM), Cytokeratin (CK) sowie CD45 isolieren. Dabei werden die Antikdrper-markier-
ten Zellen mittels Immunfluoreszenz gefarbt und ber ein starkes magnetisches Feld sepa-
riert, sodass man Zellen erhélt, die EpCAM-positiv, CK-positiv, DAPI (4°,6-diamidino-2-
phenylindole)-positiv sowie CD45-negativ (Negativselektion der Leukozyten) sind und
somit als epitheliale Tumorzellen identifiziert werden kdnnen. Allerdings erlaubt dieses
System keine Detektion von CTCs mit Fibroblasten-ahnlichem Charakter bzw. CTCs, die
die EMT durchlaufen oder Stammzell-Eigenschaften aufweisen [11].

Ein ahnliches Prinzip verfolgt das weitreichend etablierte Magnetic Activated Cell Sorting
(MACS, Miltenyi Biotec). Hierbei wird die Vollblutprobe tber eine Dichtegradientenzen-
trifugation und gegebenenfalls eine Separation der Einzelzellen mittels eines CellStrainers
vorbehandelt und die sich dann in Suspension befindlichen Zellen werden mit Microbeads
inkubiert. Mithilfe von gebundenen Antikérpern binden die Microbeads an die zu isolieren-
den Zellen. Daraufhin wird das Gemisch durch eine Sdule in einem starken Magnetfeld
geleitet, wodurch die markierten Zellen in der Sdule zuriickgehalten werden. Nach dem Spu-
len der Sdaule und dem Entfernen des Magnetfeldes kann mittels erneutem Spiilen die
gewilinschte Zellpopulation gewonnen werden [37]. Fir die Detektion von CTCs werden
vornehmlich CD326- (EpCAM)-Beads verwendet, die allerdings nur eine Positivselektion
von epithelialen CTCs ermdglicht. Um auch CTCs mit nicht-epithelialem Charakter isolie-

ren zu konnen, deren Bedeutung in den letzten Jahren starken Zuwachs bekommen hat,
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bedient man sich daher zunehmend der Negativselektion / Depletion von nicht erwiinschten
Zellen beispielsweise ber CD45, welches als Oberflachenantigen auf weien Blutzellen
exprimiert wird.

Dem Prinzip der Depletion folgen auch weitere Methoden wie RosetteSep™ (STEMCELL
Technologies). Hier wird das zu untersuchende Vollblut mit einem Cocktail verschiedener
Anti-CD-Antikorper inkubiert, wodurch unerwunschte Zellen uber einen Antikdrper-Kom-
plex an rote Blutzellen gebunden werden und sogenannte Immunrosetten bilden [38].

Nach einer folgenden Dichtegradientenzentrifugation kénnen die zu isolierenden Zellen aus
dem Rohrchen abpipettiert werden oder mittels eines SepMate™-Rohrchens (STEMCELL
Technologies) in ein gewunschtes Behéltnis uberfihrt werden. Im Vergleich zum MACS-
System erfahren die CTCs hierbei einen geringeren mechanischen Stress, da sie nicht dem
Einfluss von starken magnetischen Feldern ausgesetzt sind. Darlber hinaus scheint diese
Methode hinsichtlich der Anzahl der detektierten CTCs pro Blutprobe und insbesondere des
Nachweises von CTC-Clustern bei einigen Tumorentitaten sogar dem CellSearch®-System
uberlegen zu sein [39].

Weiterhin werden in der CTC-Forschung auch gréRenbasierte Isolationsmethoden wie zum
Beispiel ScreenCell und ISET eingesetzt [40, 41]. Diese Verfahren bedienen sich eines
Filters mit einer definierten PorengroRe, der die grofleren CTCs zuriickhalten und die
vergleichsweise kleineren Blutzellen passieren lassen soll. Der Vorteil liegt darin, dass sie
ohne Zentrifugation sowie ohne starke Magnete auskommen, was den mechanischen Zell-
stress deutlich reduzieren soll. Allerdings kdnnen von der Grolie abweichende Zellen, die
zum Beispiel gerade einen mesenchymalen Phéanotyp aufweisen, ebenfalls den Filter
passieren und so zu einer geringeren CTC-Ausbeute fuhren.

Des Weiteren finden sich diverse andere Methoden auf dem Markt, die eine Isolation von
CTCs erlauben sollen. Dazu zahlen der mit magnetischen Beads arbeitende AdnaTest
(AdnaGen), die Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) und
Oncoquick (Greiner Bio-One) sowie der hochspezifische CTC-Chip [7, 40].

In Anlehnung an die Ubersichtsarbeit von Banko et al. [186] sowie Rushton et al. [187] zeigt
die Abbildung 2 zusammenfassend eine Ubersicht bereits etablierter Isolierungsprinzipien

fur Tumorzellen bzw. CTCs.
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Kombinierte Verfahren,
z.B. Immunkomplexbildung und Dichtezentrifugation
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Abbildung 2 — Ubersicht bereits etablierter Isolierungsprinzipien (angelehnt an Bankd
et al. [186] sowie Rushton et al. [187]). Positiv bedeutet eine Selektion der erwiinschten
Zellen, negativ bedeutet eine Selektion der unerwiinschten Zellen. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Methoden sind in turkis hinterlegt.

In letzter Zeit kamen auch neue Verfahren auf den Markt, die eine vollautomatische Isolie-
rung von CTCs ermdglichen sollen wie zum Beispiel die LiquidBiopsy Platform von Thermo
Fisher (Produktinformation der Firma Thermo Fisher, Artikelnr. A28188). Unter Liquid Bi-
opsy versteht man eine Flissigbiopsie, also eine Blutprobe eines erkrankten Patienten, die
auf Tumorzellen bzw. Tumorzell-DNA untersucht wird, wodurch unter anderem Aussagen
zum Mutationsstatus und Primértumor getroffen werden kdnnen, teilweise sogar auch, wenn
kein Primartumor nachgewiesen oder per Gewebebiopsie charakterisiert werden konnte [42,
43]. Dies kann gerade bei den NSCLC (engl.: non-small-cell lung carcinoma) von Bedeu-
tung sein, da diese einer chirurgischen Biopsieentnahme oft nicht zugéanglich sind [44]. Al-
lerdings weisen Liquid Biopsies im Regelfall noch keine ausreichend hohe Sensitivitét hin-
sichtlich pathologischer Fragestellungen auf und haben daher bisher noch keinen Stellenwert
als alleiniges diagnostisches Tool erlangt. Sie stellen aber eine vielversprechende Ergédnzung
zu den aktuell verfligbaren diagnostischen Methoden dar [45-47].

Den beschriebenen Verfahren gemein ist, dass nach der Isolation der gewiinschten Zellen
eine Charakterisierung durch beispielsweise Immunfluoreszenz- oder Immunhistochemie-
Farbung oder mittels weiterer Downstream-Methoden wie PCR oder NGS anzuschlieRRen

ist, um die jeweiligen Subtypen von CTCs analysieren zu kénnen.



1.1.4 Charakterisierung von CTCs

Da sich wie bereits beschrieben die Eigenschaften von Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs)
sowohl zwischen unterschiedlichen Tumorentitdten als auch innerhalb einer Entitat, sogar
innerhalb eines Individuums, deutlich unterscheiden kdnnen, gilt es, die Charakterisierung
von CTCs weiter zu optimieren, um somit ein besseres Verstdndnis hinsichtlich der
Metastasierungsprozesse erreichen zu kénnen.

Mikroskopisch konnten die Zellen tber ihre GréRe und Morphologie beurteilt werden.
So sind CTCs je nach Entitat mit 8 bis durchschnittlich um ca. 30 um in der Regel groRer
als Leukozyten und haben eine groRere Kern-Plasma-Relation [48, 49, 186, 188]. Weiterhin
ist beschrieben, dass Tumorzellen Cluster bzw. Emboli ausbilden [50] und dadurch den Pro-
zess der Bildung von Metastasen fordern kénnen. So beschrieben mehrere Arbeitsgruppen,
dass das Vorliegen von Clustern mit einem 23- bis 50-fach htheren metastatischen Potential,
einer groReren Resistenz im Vergleich zu einzelnen CTCs und somit insgesamt mit einem
verringerten Gesamtuberleben einhergehen kann [51-54]. Ohne eine weitergehende Analyse
ist jedoch keine Differenzierung zu anderen im Blutstrom vorkommenden Zellen méglich
und auch die Morphologie allein ist kein zuverlassiger Parameter, zumal EMT-Zellen einen
Fibroblasten-ahnlichen Phénotyp annehmen kdnnen [26].

Héufig werden die isolierten Tumorzellen daher mittels Immunfluoreszenz oder Immunzy-
tochemie Uber typische Marker fur die jeweiligen Phanotypen analysiert. Zwar sind noch
keine hochspezifischen universellen Marker fir die einzelnen Entitdten im Rahmen der
Diagnostik verfiighar, doch mithilfe von Kombinationen verschiedener Markerproteine
kdnnen oft Ruckschlisse auf die Art des vorliegenden Karzinoms geschlossen werden.
Meist werden dabei primar die epithelialen Eigenschaften berlicksichtigt. So kommen beim
Lungenkarzinom zum Beispiel CK7 und CK19 zum Einsatz [55-58], beim Kolorektalen
Karzinom sind es beispielsweise CK20 und CEA (Carcinoembryonic Antigen) [59-61].
Bei der Auswahl der verwendeten Antikorper fir die Farbungen im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher darauf geachtet, dass moglichst viele der spezifischen Cytokeratine abgedeckt
sind (vgl. Kapitel 8.3.3.5).

Durch Betrachtung der epithelialen Eigenschaften werden jedoch oft solche Zellen Uberse-
hen, die die EMT durchlaufen haben und / oder einen Stammzell-dhnlichen Charakter auf-
weisen. Um auch diese nicht unbertcksichtigt zu lassen, bedient man sich zunehmend wei-
terer Marker (Tabelle 1), die im Zusammenspiel eine relativ spezifische Aussage ermogli-
chen. Im Rahmen der heutigen Methoden ist weiterhin auch eine Analyse mittels beispiels-
weise PCR und NGS mdglich.



Um die Bedeutung der CTCs noch besser verstehen zu kdnnen, ist die fortlaufende Identifi-
zierung von neuen Markern sowie Gen- und Proteinexpressionsprofilen nétig, um neue The-

rapieansatze gegen spezifische Zielstrukturen entwickeln zu kdnnen.

Tabelle 1 — Auswahl an Markern zur Charakterisierung von Lungenkarzinomen und
assoziierten CTCs, 1 bedeutet hochreguliert, | bedeutet herunterreguliert, aus [17, 19, 26,
62-70]

klinisch epithelial EMT Stammzellen
NSCLC: EpCAM/ Vimentin1 | ZO-1 | CD44 1/CD24 |
TPS CD326+ N-Cadherin 7 | GLUT31 ALDH-1
CYFRA 21-1 | panCytokeratin | E-Cadherin | | SNAIL (CD 133)
CEA CK7+/CK20- | Fibronectin 1 | SLUG
CD45- Cytokeratin | | Twist
E-Cadherin EpCAM | Zebl

1.1.5 Kultivierung von CTCs

Aufgrund der geringen Anzahl an Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs), die aus dem Blut der
Patienten isoliert werden koénnen, sind nur begrenzte Analysen der Zellen mdoglich. Die in
vitro Expansion wirde umfassende Untersuchungen zur Charakterisierung der CTCs und
die Entwicklung neuer Therapieansdtze ermdglichen. Bisher wurden in der Forschung
verschiedene Ansatze fur die Kultivierung getestet [71], jedoch konnten bis auf einige
Ausnahmen (Tabelle 2) oft keine (iber lange Zeitrdume proliferierenden Zelllinien etabliert
werden. Cayrefourcq et al. [72] gelang es, eine CTC-Zelllinie von einem Patienten mit einem
Kolonkarzinom, der eine (ber CellSearch® ermittelte CTC-Zahl von tber 300 in
7,5 mL Blut aufwies, zu etablieren. Einen weiteren Erfolg bei der Kultivierung von CTCs
eines Kolorektalen Karzinoms verzeichneten Eliasova et al. [73]. Maheswaran et al. [74]
bzw. Yu et al. [75] beschrieben die erfolgreiche Kultivierung von CTCs von Brustkrebspa-
tientinnen fur Gber ein Jahr. Zhang et al. [76] konnten CTCs von Lungenkrebspatienten im
Fruhstadium erfolgreich Uber 14 Tage kultivieren und Hamilton et al. gelang die
Kultivierung von drei CTC-Zelllinien von 3 aus 30 Proben von Patienten mit einem SCLC
flir Uber vier Monate [77]. Wang et al. konnten dartiber hinaus CTCs aus dem Blut eines an
einem Adenokarzinom der Lunge erkrankten Patienten isolieren und fiir Uber sechs Monate
kultivieren [78].
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Den erfolgreichen Versuchen gemein ist, dass initial meist Proben von zahlreichen Patienten
gesammelt worden waren, wobei nur ein Bruchteil davon in Kultur genommen werden
konnte und hiervon wiederum nur ein kleiner Teil an Zellen erfolgreich proliferierte.
Auffallig dabei ist, dass in den Fallen, in denen Zelllinien etabliert werden konnten, initial
meist eine hohe Zahl an CTCs im Blut der Patienten vorhanden war, die somit moglicher-
weise einen Vorteil fur die Kultivierung der Zellen bedeutet. Weiterhin dauerte die Expan-
sion von Zellen bis zum Erreichen einer hohen Zellzahl meist Wochen bis Monate. Auch die
Kulturbedingungen konnten bisher noch nicht optimal definiert werden, um eine, wie sie fiir
diagnostische Zwecke notwendig ware, schnelle Expansion der Zellen innerhalb von
wenigen Tagen erreichen zu konnen. Die hier genannten Arbeitsgruppen verwendeten
unterschiedliche Isolierungsmethoden und Kulturbedingungen (Tabelle 2), doch bisher
konnte kein Verfahren etabliert werden, das zuverlassig und universell fir alle CTCs eine
Kultivierung ermdglicht. Vermutlich sind unterschiedliche Kulturbedingungen fiir CTCs
von verschiedenen Tumorentitdten notwendig. Fur eine routinemé&fige in vitro Kultivierung
von CTCs sind daher die Optimierung der Isolierung und die Etablierung geeigneter

Kulturbedingungen weiterhin von grofRem Interesse.
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Tabelle 2 — Ubersicht zu den fur die erfolgreiche Etablierung von CTC-Zelllinien
verwendeten Kultivierungsmethoden verschiedener Arbeitsgruppen in Abhangigkeit
von der Tumor-Entitat

Arbeitsgruppe | Entitat | Material/Methode
Cayrefourcq Kolon |- initial: Stammzell-Medium (DMEM/F12, Insulin, 1% N2,
etal. [72] EGF, L-Glutamin, FGF2, 2% FBS) unter hypoxischen Bedin-
gungen (37°C, 2% O>) in nicht-adharenten 24-Well-Platten
- nach einigen Wochen Wechsel zu: RPMI1640, EGF, FGF2,
Insulin-Transferrin-Selen-Supplement,
L-Glutamin unter normoxischen Bedingungen (5% COy)
Eliasova et al. Kolon RPMI1640, 10% FBS, Amphotericin B, Penicillin/Streptomycin
[73] (37°C, 5% CO,) unter Standardbedingungen in Kulturplatten
Grillet et al. Kolon | M12-Medium (DMEM/F12, L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin,
[79] N2, EGF, FGF) in Ultralow attachment 24-well plates
Wang et al. Lunge |- initial: RPMI1640, EGF, FGF2, B27-Supplement unter hypo-
[78] xischen Bedingungen (3% Oz, 5% COy) in nicht-adhérenten
96-Well-Platten
- nach Beginn der Proliferation Wechsel zu normoxischen
Bedingungen
Zhang, Z.etal. | Lunge | 3D-Co-Kultur mit Mix aus Kollagen, Matrigel, Krebs-assoziierten
[76] Fibroblasten eines priméren Pankreastumors in RPMI1640,
10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 7,5% CO-
auf einem neu etablierten CTC-Chip
Hamiltonetal. | Lunge | Serum-freies RPMI1640, Insulin, IGF-1, Transferrin, Selenit unter
[77] (SCLC) | Standardbedingungen in 12-Well-Platten
Yuetal. Brust - Tumor sphere medium (RPMI11640, EGF, FGF, B27-Supple-
[75] ment, Antibiotikum-Antimykotikum) bei 37°C, 4% O,
5% CO; in Ultralow attachment plates
- erfolglose Versuche mit Konditioniertem Medium + ROCK-
Inhibitor Y27632 nach Liu et al. [80]
Zhang, L.etal. | Brust - erste 7 Tage: Stammzell-Medium (DMEM/F12, Insulin,
[81] Hydrocortison, 2% B27, EGF, FGF2)
- Tag 8 bis 21: EpiCult-C-Medium, 10% FBS,
1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5% CO>
- abTag 22: DMEM/F12, 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin
in 24- oder 6-Well-Platten
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1.2 LUNGENKARZINOM UND KOLOREKTALES KARZINOM

Bei der Auswahl der in dieser Arbeit betrachteten Tumorentitaten war einerseits zu bertick-
sichtigen, dass es sich um héufig in der Bevolkerung vorkommende Krebsarten handelt, so-
dass a) moglichst viele Patienten von neuen Erkenntnissen zu CTCs profitieren konnten und
b) prinzipiell die Mdglichkeit zur Erlangung von entsprechenden klinischen Proben ver-
gleichsweise gut sein sollte, auch wenn dabei mehrere (teilweise nicht unmittelbar beein-
flussbare) Faktoren eine Rolle spielten. Andererseits wurden mit dem Lungenkarzinom und
Kolorektalen Karzinom zwei Entitaten gewahlt, bei denen die Therapieregime unterschied-
liche Ebenen erreicht haben: eine wesentlich stratifizierte Therapie von molekularen Subty-
pen beim Lungenkarzinom (sieche nNGM-Netzwerk [82]) gegenuber relativ wenigen Thera-
pie-relevanten Subtypen beim Kolorektalen Karzinom. Wichtig wére dabei zu charakterisie-
ren, inwieweit CTCs die bisherigen bekannten Subtypen Uber die verschiedenen Entitaten
hinweg erfassen oder abgrenzen kdnnten.

Das Lungenkarzinom (synonym Bronchialkarzinom) belegt tiber alle Entitaten weltweit mit
1,6 Millionen Todesfallen pro Jahr und geschatzten 1,8 Millionen jahrlichen Neuerkrankun-
gen [83] den ersten Platz in der Statistik der Krebstodesursachen [84]. Es ist die haufigste
durch Krebserkrankungen verursachte Todesursache bei Mannern sowie die zweithdufigste
bei Frauen nach dem Mammakarzinom [1]. Diese Entitat wurde auch gewahlt, da mit ihr
bereits in vielen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen gearbeitet, FDA-gepriifte Detekti-
onsverfahren etabliert und erfolgreiche Kultivierungsversuche unternommen wurden (siehe
Kapitel 1.1.3 und 1.1.5). Zudem erschien ein besseres Verstandnis hinsichtlich Zirkulieren-
der Tumorzellen insbesondere bei den Entitaten wichtig, die eine vergleichsweise schlechte
Prognose haben. So liegt das relative 5-Jahres-Uberleben bei 15 % fiir Méanner und 21 % fiir
Frauen [85] (bzw. durchschnittliches altersstandardisiertes 5-Jahres-Uberleben von 13 % in
Europa [83]), was auf eine vergleichsweise spate Detektion der Tumore zuriickzufiihren ist.
Diese begriindet sich unter anderem dadurch, dass der Tumor haufig erst in einem fortge-
schrittenen Stadium Symptome wie chronischen Husten, Brustschmerzen, Dyspnoe, Heiser-
keit, Hdmoptysen und Gewichtsabnahme verursacht [86—-88]. Bei einer friihen Diagnose im
Stadium la gemaR UICC (Union internationale contre le cancer) liegt das 5-Jahres-Uberle-
ben geschlechtsunabhangig zwischen 60 und 80 % [89]. Allerdings werden nur 15 % der
Tumoren bei Diagnose als localized disease klassifiziert und nur ca. 20 % der Patienten sind
operabel [90]. Durch eine friihere Detektion kdnnte eine Erkrankung vermutlich in einem
prognostisch deutlich besseren Stadium identifiziert werden, in dem nicht schon eine Meta-
stasierung in regiondre Lymphknoten und ferne Organe, v. a. Leber, Gehirn, Nebennieren
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und Skelettsystem, stattgefunden hat [91]. Als haupturséchlich fiir die Bildung dieser Meta-
stasen werden nach heutigem Stand der Forschung Zellen angesehen, die sich vom Primarius
I6sen kdnnen und dann als Zirkulierende Tumorzellen Uber das Gefallsystem unter Veran-
derung ihrer Eigenschaften in andere Organe gelangen. Anhand der Anzahl der CTCs im
Patientenblut konnen auch gewisse Ruckschliisse auf den Status der malignen Erkrankung
gezogen werden [92, 93]. Die histopathologische Klassifikation der Lungenkarzinome er-
folgt nach der im Jahr 2015 aktualisierten WHO-Einteilung. Die haufigsten sind epitheliale
Tumore, zu denen die hier betrachteten Plattenepithel- und Adenokarzinome zahlen [94]
(gemaR friherer WHO-KIassifikation wurden sie unter dem Oberbegriff NSCLC (Non-
small-cell lung carcinoma) zusammengefasst). Die Beurteilung von Tumoren anhand von
Biopsien richtet sich dabei nach der UICC-KIassifikation (UICC = Union Internationale
Contre le Cancer) und dem TNM-System (TNM = Tumor, Node, Metastasis) [90].

Die Entstehung eines Tumors gliedert sich in mehrere Stufen. Die Malignitét geht von or-
ganspezifischen Stammzellen der zentralen und peripheren Atemwege aus. Das
Plattenepithelkarzinom entwickelt sich Uber eine plattenepitheliale Metaplasie und
Plattenepitheldysplasie bis zum Carcinoma in situ [90]. Es weist im Vergleich zu anderen
Entitaten eine hohe Rate an chromosomalen Verénderungen auf, die sich vermutlich durch
Effekte der inhalativen Noxen erklaren lassen. Dazu zahlen unter anderem Mutationen im
TP53-Gen und die Amplifikation des Gens FGFR1. Das in der Haufigkeit zunehmende und
v. a. bei Nicht-Rauchern vorkommende Adenokarzinom entwickelt sich ebenfalls aus Vor-
stufen wie der atypischen adenomattsen Hyperplasie oder der bronchioléren Zylinderzell-
dysplasie, woraus In-situ-Karzinome hervorgehen [90]. In Tumoren von Nicht-Rauchern
werden vorwiegend EGFR-Mutationen und ALK1-Translokationen beobachtet, bei Rau-
chern hingegen Mutationen des KRAS-Onkogens sowie des IGF-Gens [88, 90]. Zu einigen
dieser zahlreichen molekularen Subtypen erfolgen bereits klinische Studien zur Prifung von
Therapieregimen mittels entsprechenden Inhibitoren z. B. gegen MET, KRAS, ROS1, RET
oder NTRK [95]. Gemein ist den Subtypen, dass in den Tumoren fast ausnahmslos Aneup-
loidien beobachtet werden und Verénderungen auf dem Chromosom 3p sowie Defekte in
Tumorsuppressorgenen eine wichtige Rolle spielen [90]. Zudem scheinen Dysfunktionen in
Zell-Zell-Adhé&sions-Molekulen fir die Krankheitsprogression von Bedeutung zu sein [96].
In der pathologischen Diagnostik von Lungenkrebs macht man sich die Beurteilung dieser
Mutationen flr die Zuordnung zu einer der oben genannten Subtypen zunutze. Weiterhin

kommt die PAS-Farbung dafiir zum Einsatz und es werden Marker wie beispielsweise Zyto-
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keratine, TTF1, Surfactant, Napsin und Pneumozytenmarker immunhistochemisch unter-
sucht [97]. Da 20 % der Lungentumoren Metastasen von Tumoren anderer Organe darstel-
len, finden noch weitere Marker-Panels Anwendung. Im Blut kénnen weiterhin die Tumor-
marker CYFRA21-1 [69], TPS und CEA (sowie die assoziierten CEACAMSs [98, 99]) be-
stimmt werden [64, 100], die jedoch bisher in der Diagnostik und Nachsorge keine wesent-
liche Bedeutung besitzen [94]. Das Repertoire der klinischen Diagnostik fiir das Staging
umfasst unter anderem bildgebende Verfahren, die Bronchoskopie mit Lavage und Biopsie,
die Mediastinoskopie sowie Blut- und Lungenfunktionstests [88, 101, 102]. Als therapeuti-
sche Optionen stehen die primare chirurgische Resektion bei Operabilitat, die neoadjuvante
sowie adjuvante Radiotherapie, die Polychemotherapie (zum Beispiel mit Cisplatin) und die
Antikdrpertherapie (zum Beispiel mit Gefitinib bei positivem EGF-Rezeptor) zur Verfligung
[88]. Bei inoperablem Befund sowie bei Vorhandensein von Fernmetastasen sind eine palli-

ative Chemotherapie und eine Radiotherapie moglich [88, 102].

Weiterhin sollte in dieser Arbeit auch das Kolorektale Karzinom (KRK) betrachtet werden.
Aufgrund im Spiking-Modell unzureichender Kultivierungserfolge der entsprechenden kom-
merziellen Metastasenzelllinie im Konditionierten Medium wurden jedoch keine klinischen
Proben untersucht. Daher sei an dieser Stelle nur kurz auf wesentliche Daten zu Kolorektalen
Karzinomen eingegangen. Diese Entitat wurde wie auch das Lungenkarzinom wegen ihrer
hohen Relevanz im Gesundheitssystem gewahlt. Das KRK zéhlt zu den drei haufigsten
Krebserkrankungen und nimmt mit 10,8 % geschlechtsunabhéngig Platz drei unter den hau-
figsten Todesféllen durch Krebserkrankungen ein [103]. Die Inzidenz des KRK verdoppelt
sich bei tiber 40-Jahrigen alle 10 Jahre [94]. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betragt ca.
62 % [104]. Histologisch handelt es sich um ein Adenokarzinom, das bei fehlenden bzw.
unspezifischen Frihsymptomen vorwiegend in Leber und Lunge metastasiert. Auch hier
scheint ein besseres Verstandnis hinsichtlich CTCs zu einer Detektion des Malignoms in
einem friiheren und damit prognostisch besseren Stadium beitragen zu kdnnen. Die Eintei-
lung des KRK erfolgt geméaR der TNM- bzw. UICC-Klassifikation [105]. Uber 80 % der
KRK entwickeln sich auf dem Boden eines Adenoms nach der sogenannten Adenom/Dys-
plasie-Karzinom-Sequenz, wobei hdufig Mutationen in den Genen APC, KRAS,
DCC/SMAD4 und TP53 vorliegen [90]. Etwa 20-30 % der KRK resultieren aus einem ser-
ratierten Adenom durch Mutation der Protoonkogene BRAF und KRAS. Die Entwicklung
vom Adenom zum Karzinom dauert ca. 10 Jahre in Abhangigkeit von der Anzahl der gene-
tischen Verénderungen [94, 106-108].
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2 FRAGESTELLUNG UND MOTIVATION

Erkenntnisse zu Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) und ihrer Rolle im Prozess der Metas-
tasierung maligner Tumore erlangen eine immer grof3ere Bedeutung. Um CTCs und damit
auch die Prozesse der Metastasierung umfangreich analysieren zu kénnen, ist ausreichend
Ausgangsmaterial fur die Untersuchungen notwendig. Die erfolgreiche Etablierung von
Zellkulturen aus CTCs wirde umfassende Analysen und damit die Identifizierung von
prognostischen und pradiktiven Biomarkern erlauben. Dartiber hinaus ware eine Therapie-
testung anhand der Kulturen maéglich, von der sich im Sinne der individualisierten Medizin
eine Therapieempfehlung ableiten lielRe (Abbildung 3).

Da eine direkte Isolierung von CTCs mit nachfolgender Kultivierung aufgrund ihrer Eigen-
schaften (siehe Kapitel 1.1) bisher nicht effizient moglich schien, wurde in dieser Arbeit
zundchst anhand eines Spiking-Modells untersucht, ob sich in Spenderblut gespikte Zellen
zweier kommerzieller Metastasenzelllinien durch Depletion der hamatopoetischen Zellen
wieder aus dem Blut isolieren lassen und ob sie ferner unter Anwendung zweier unterschied-
licher Medien kultivierbar sind. Unter der bisherigen Kenntnis, dass CTCs hinsichtlich ihrer
Eigenschaften grundlegend nicht mit hamatopoetischen Zellen verwandt sind und somit
wahrend der Isolierung nicht depletiert werden, sollte die bessere Isolierungsmethode an-
schlieBend auf klinische Proben von Tumorpatienten angewendet werden, um mutmafliche
CTCs aus dem Vollblut isolieren und im Weiteren expandieren zu kdnnen.

Fur die Charakterisierung der Tumorzellen mittels Immunfluoreszenz sollte identifiziert

werden, welche Marker eine zuverlassige Detektion epithelialer Tumorzellen ermdéglichen.

Im Einzelnen wurde folgenden Fragestellungen nachgegangen:

1. Sind sowohl die Isolierungsmethoden MACS als auch RosetteSep™ + SepMate™
geeignet, um nicht-hdmatopoetische Zellen aus einer Vollblutprobe zu isolieren?
Zeigt sich auch bei einer geringen Zahl an Versuchswiederholungen eine der Metho-
den als geeigneter hinsichtlich Anwendung, Zellausbeute und Reinheit?

2. Lassen sich die Zellen nach Anwendung der jeweiligen Isolierungsmethode kultivie-
ren? Kann der Einsatz von Konditioniertem Medium dabei die Erfolgsrate bei der
Kultivierung erhéhen?

3. Treten durch den Einsatz Konditionierten Mediums Veranderungen der Zellen auf?

4. Konnen mutmaBliche CTCs aus klinischen Proben unter diesen Bedingungen kulti-

viert werden?
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5. Konnen Immunfluoreszenz- und Immunzytochemische Farbungen zur Charakteri-

sierung der isolierten bzw. kultivierten Zellen etabliert werden?
Diese Arbeit sollte perspektivisch einen Beitrag zur Optimierung der diagnostischen Pro-

zesse im klinischen Kontext durch die Optimierung der Isolierung, Detektion und Kultivie-
rung von CTCs leisten.

|'/- - N
. Klinische
/ Probe \méglichst geringes Probenvolumen

-
f

Therapie- Isolierung /
! anpassung Detektion
\ J moglichst schnell
moglichst A Jn' moglichst hohe Sensitivitit,
spezifischund | / moglichst hohe Zellzahl,
individuell \ 'Z moglichst alle Phanotypen

Y
Analyse Kultivierung
/ -<_—-

moglichst hohe Proliferation,

moglichst geringe Verdnderung der Zellen

Abbildung 3 — Ziele dieser Arbeit im Kontext der klinischen Behandlung. Ziel dieser
Arbeit ist die Optimierung der Isolierung, Detektion und Kultivierung von nicht-hdmatopo-
etischen Zellen und somit auch CTCs von Tumorpatienten. Es steht damit im Kontext des
ubergeordneten Ziels, anhand von Untersuchungen an CTCs
prognostische und pradiktive Biomarker zu identifizieren und eine verbesserte
Therapielenkung zu erreichen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN
Die verwendeten Geréte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien sowie Software sind im An-
hang (Kapitel 8.3) aufgefiihrt. An dieser Stelle sei jedoch auf die in dieser Arbeit verwen-

deten Zelllinien sowie auf die Daten zu den klinischen Proben eingegangen.

3.1.1 Zelllinien

Fur die in dieser Arbeit angewandten Spiking-Modelle wurden die humane Lungen-
Metastasenzelllinie HCC4006 (ATCC® CRL-2871™) und die humane kolorektale
Metastasenzelllinie SW620 (ATCC® CCL- 227™) des Anbieters ATCC verwendet.

Die Zelllinie HCC4006 wurde nach Herstellerempfehlungen in RPMI-1640-Medium mit
10 % FBS und zusatzlich mit 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Sie weist eine
erworbene Mutation in der EGFR-Tyrosinkinase-Domane auf.

Die Zelllinie SW620 wurde nach Herstellerangaben in Leibovitz L-15-Medium mit
10 % FBS und zusétzlich mit 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Sie weist eine G > A
Mutation im Codon 273 des Gens TP53 auf.

3.1.2 Klinische Daten und Probenmaterial der Patienten

Um die Erfolgsrate der Methoden aus den Spiking-Versuchen mit der Anwendung auf
Klinische Proben vergleichen zu kdnnen, wurde ein Kollektiv aus 10 Patienten zusammen-
gestellt, von dem préoperativ periphere Vollblutproben bzw. Proben des malignen Gewebes
bezogen wurden (Tabelle 3). Die Proben wurden durch das Interdisziplindre Centrum fiir
Biobanking - Lubeck (ICB-L) mit dem Einverstandnis der Patienten nach den Richtlinien
der lokalen Ethikkommission gesammelt und zur Verfligung gestellt (Ethikvota: 17-043 vom
10.02.2017 und 16-282 vom 25.10.2016). Bei flinf der zehn Patienten wurden CTCs aus
jeweils zwei praoperativ abgenommenen EDTA-Vollblutproben (je ca. 7,5 mL) isoliert.
Keiner der Patienten erhielt vor der OP eine neoadjuvante Radio- oder Chemotherapie.
Zu den Vollblutprobennummern 3 und 4 lagen zudem korrespondierende Proben des Pri-
martumorgewebes vor (vgl. Kapitel 4.2.2), bei den Nummern 6-10 ausschliel3lich Primarge-
webe zur Etablierung primdrer Zellkulturen (vgl. Kapitel 3.2.9). Letztere sollten perspekii-
visch den Vergleich der Eigenschaften zwischen Primargewebezellen sowie den korrespon-

dierenden CTCs ermoglichen.
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Hinsichtlich der Quantitat der Proben wurde initial eine hohere Anzahl erwartet. Mehrere
Faktoren spielten dabei jedoch eine Rolle, dass die Materialverfligbarkeit letztlich ver-
gleichsweise geringer ausfiel. So fanden in der Universitéatsklinik, in der die Proben bezogen
wurden, zwar zahlreiche thoraxchirurgische Eingriffe statt, jedoch wurden nur in einem
Bruchteil primére Lungenkarzinome reseziert. Zudem war praoperativ eine Aufklarung ei-
nes Studienarztes Uber Forschungszwecke und eine Einwilligung der Patienten zur Spende
von mindestens 15 mL Vollblut nétig, wobei einige Patienten aufgrund eines bereits redu-
zierten Allgemeinzustandes oder aus medizinischen Grinden fur eine Probennahme zu For-
schungszwecken nicht infrage kamen. Weiterhin wurden die hier verwendeten Proben direkt
aus dem Operationssaal in Empfang genommen und mit geringstmoglicher Zeitlatenz wei-
terverarbeitet. Bereits in der Biobank vorliegende kryokonservierte Zellen der betrachteten
Entitaten sollten aus diesem Grund nicht als Alternative verwendet werden. Dariiber hinaus
ergab sich bei einigen potentiellen Proben entweder intraoperativ oder histologisch kein Kar-
zinomnachweis (bei Nr. 9 und 10 folgte das Ergebnis erst, als diese bereits in Kultur genom-
men waren), sodass letztlich das hier aufgefiihrte Kollektiv flr weitere Versuche verwendet

wurde.

Tabelle 3 — Klinische Daten des Patientenkollektivs

Nr. | m/w | geb. | Klassifikation Histologie
1w 1955 | T2b N2 MO, G3, UICC IlIIA | Adenokarzinom (NSCLC)
2| w 1957 | T2a NO MO, G3, UICC IB Neuroendokrines Karzinom
3|m 1971 | TANO MO, G2, UICC IIIA | Plattenepithelkarzinom (NSCLC)
4| m 1936 | T2a NO MO, G2,UICC IB Adenokarzinom (NSCLC)
5/m 1941 | T1b N1 MO, G2, UICC IIB | Adenokarzinom (NSCLC)
6| m 1954 | T2aNO M0, G2, UICC IB Adenokarzinom (NSCLC)
7w 1952 | TAN2M1, G2, UICCIV Plattenepithelkarzinom (NSCLC)
8| m 1953 | T3N2 MO, G2, UICC IlIB | Adenokarzinom (NSCLC)
9w 1948 | postoperativ keine Malignitat nachgewiesen

10 | w 1948 | Lungenmetastase eines Karzino-Sarkoms des Uterus
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Material und Methoden

3.2 METHODEN

Zunéchst wurden zur Evaluation der zu untersuchenden Isolierungsmethoden kommerzielle
Zelllinien fur das Spiking-Modell kultiviert (Abbildung 4). Nach Einbringen der Zellen in
Vollblutproben gesunder Spender wurden die hamatopoetischen Zellen mittels zweier un-
terschiedlicher Verfahren aus den Blutproben depletiert, sodass die tibrig gebliebenen nicht-
hamatopoetischen Zellen, zu denen auch die CTCs gezéhlt wurden, im néchsten Schritt ei-
nerseits quantifiziert und andererseits in Kultur gegeben werden konnten. Dabei wurden
zwei unterschiedliche Medien verwendet. Sofern eine ausreichende Expansion der Zellen

erreicht war, folgte eine Charakterisierung der Zellen.

Zelllinien HCC4006 SW620

7 |FEL T8 definierte Anzahl definierte Anzahl

7\ A

Spiking in

je 7,5 mL
EDTA-
Spenderblut

ECERVEER (\1acs | Rosette MACs | Rosette
methode Sep™ Sep™

pro Probe

Cytospins Kultivierung in
Chamberslides

Beurteilung von Zellzahl Standard- I(c_)nditio-
und Hintergrundzellen medium nlert-es
Medium

Immunzytochemische Charakterisierung
Farbung zur mittels

Quantifizierung der Immunfluoreszenz-
Zellen farbung

Abbildung 4 — Ubersicht der Arbeitsschritte im Spiking-Modell.
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3.2.1 Kultivierung humaner Zellen

Die Kultur humaner Zelllinien wurde grundsatzlich unter sterilen Bedingungen durchge-
fuhrt. Gewéhrleistet wurde dies zum einen durch das Arbeiten unter einer Sterilwerkbank
und zum anderen durch Verwendung autoklavierter beziehungsweise steril filtrierter Losun-
gen sowie Nutzung von ausschliel3lich fir das sterile Arbeiten mit Zellkulturen bestimmtem
Arbeitsgerdt. Kommerzielle adhérent wachsende Metastasenzelllinien wurden fur die
Verwendung im Spiking-Modell kultiviert.

Die SW620-Zelllinie (isoliert aus einer Lymphknotenmetastase eines Adenokarzinoms des
Kolons) wurde in Leibovitz’s-L15-Medium, 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin im
Inkubator bei 37 °C ohne CO; kultiviert und die HCC4006-Zelllinie (isoliert aus einem
Pleuraerguss eines Adenokarzinoms der Lunge) in RPMI-1640-Medium (ATCC Modifika-
tion), 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO>. Alle 2 - 3 Tage
wurde das Medium abgesaugt und komplettes frisches Medium in die Kulturflaschen gege-
ben (5 mL flr T25-Kulturflasche, 15 - 20 mL fur T75-Kulturflasche). Ab einer Konfluenz
von ca. 80 % wurden die Zellen im vom Anbieter empfohlenen Verhéltnis (1 : 4 bis 1 : 6 fur
HCC4006, 1 : 2 bis 1 : 10 fir SW620) passagiert. Hierfr wurde das alte Medium abgesaugt
und noch verbleibende Medium-Reste mit 5 mL PBS gespiilt, um Reste des Serums, welches
Trypsin-Inhibitoren enthalt, zu beseitigen. Dann wurde Trypsin-EDTA in die Kulturfla-
schen pipettiert (2 - 3 mL flir T25-Kulturflasche, 3 - 4 mL flr T75-Kulturflasche) und fir
ca. 3 min. im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, sodass sich die Zellen vom Flaschenboden
I6sten. Die Zellablésung wurde durch Klopfen an der Kulturflasche unterstitzt und im An-
schluss unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Zum Abstoppen der Trypsinaktivitat wurde
komplettes Medium, welches Proteaseinhibitoren enthalt, in der doppelten Menge des ein-
gesetzten Trypsins zugegeben. Fir die Weiterkultivierung wurde ein Teil der Zellen in ei-
nem Falcon-Rohrchen bei 125 x g (laut ATCC-Empfehlung) fur 5 min. sedimentiert (Het-
tich-Zentrifuge) und anschlielend in frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine neue

Kulturflasche eingesat.

3.2.2 Kultivierung von 3T3-J2-Fibroblasten und Herstellung des Konditionierten
Mediums

Fir die Herstellung des Konditionierten Mediums wurden zunéchst die kommerziell erwor-
benen 3T3-J2-Fibroblasten in Kultur genommen. Die in einem Kryordéhrchen vorliegenden

Zellen wurden wie unter 3.2.3 beschrieben aufgetaut, in eine T25-Kulturflasche gegeben und
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bei 37 °C, 5 % CO: kultiviert. Nach etwa einer Woche konnten die Zellen in einem Verhalt-
nis von 1 : 3 passagiert und in T75-Kulturflaschen umgesetzt werden, nach einer weiteren
Woche erfolgte das Uberfithren in T175-Kulturflaschen. Bei einer ausreichend hohen
Konfluenz der Zellschicht wurden die Zellen fir die Bestrahlung vorbereitet. Eine Flasche
wurde dabei Ubriggelassen und fur die Weiterkultur und tGiberndchste Bestrahlung gesplittet.
Zundchst wurden PBS und DMEM-Mix im Wasserbad erwéarmt, das alte Medium abgesaugt,
die Zellen mit 10 mL PBS gewaschen, das PBS abgesaugt und die Zellen anschliefend mit
3 mL Trypsin (Raumtemperatur) fiir 2 - 3 min. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, um sie
vom Flaschenboden zu I6sen. Mit DMEM-Mix wurde nach Kontrolle unter dem Durchlicht-
mikroskop die Enzymreaktion gestoppt und die Suspension dann in 50 mL Zentrifugenréhr-
chen Uberfihrt, wobei der Inhalt mehrerer Flaschen auf mdglichst wenige Réhrchen verteilt
wurde. Es folgte die Zentrifugation bei 400 x g und Raumtemperatur fur 5 min.
Der Uberstand wurde daraufhin mit einer Eppendorfpipette vorsichtig abgenommen und
verworfen und die Zellpellets in 1 mL DMEM-Mix pro Zentrifugenrohrchen mittels einer
Eppendorfpipette resuspendiert.

Die Suspensionen aller Réhrchen wurden dann in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Gberflhrt
und dieses mit DMEM-Mix auf 20 - 25 mL aufgefullt. Das Zentrifugenréhrchen wurde fir
2 - 3 min. im Brutschrank inkubiert und kaltegeschditzt zur Klinik fur Strahlentherapie trans-
portiert, wo die Bestrahlung mit 30 Gy mittels eines Linearbeschleunigers (Trilogy®
System, Varian Medical Systems) erfolgte. Um die Zellen nach der Bestrahlung mit einer
Dichte von ca. 2,5 - 108 Zellen in neue T175-Kulturflaschen aussden zu kénnen, wurde eine
Zellz&hlung mittels einer Neubauer-Zahlkammer durchgefihrt (siehe Kapitel 3.2.5).

Die Zellen wurden dann je nach gewinschter Dichte in neue T175-Flaschen eingesat und
mit DMEM-Mix aufgefillt, sodass ein Gesamtvolumen von 30 mL pro T175 resultierte.
Es folgte die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,. Am darauffolgenden Tag
wurde ein neues Medium verwendet. Hierflr wurde das komplette F-Medium in der unter
8.3.3.4 beschriebenen Zusammensetzung hergestellt, im Wasserbad erwarmt und nach
Absaugen des alten Mediums jeweils 30 mL in die T175-Flaschen pipettiert. Danach folgte
die weitere Inkubation im Brutschrank. Die erste Ernte des Konditionierten Mediums
erfolgte ca. 48 Stunden nach Zugabe des kompletten F-Mediums. Dazu wurde der Uber-
stand, also das Konditionierte Medium, in den bestrahlten T175-Flaschen mit einer serolo-
gischen Pipette gleichmé&lig auf mdglichst wenige groRe Falcon-Tubes verteilt und bei
1000 x g fir 5 min. zentrifugiert. Die Flaschen, aus denen das konditionierte Medium ent-

nommen wurde, wurden nicht verworfen, sondern mit jeweils 30 mL komplettem F-Medium
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(fur die zweite Ernte) aufgefiillt und zuriick in den Brutschrank gelegt. Der Uberstand aus
den zentrifugierten Ro6hrchen wurde dann auf den Filter einer Sterilfiltrationsflasche
abgekippt. Dabei konnte pro Filter der Inhalt von ca. zwei grofRen Zentrifugenréhrchen
filtriert werden, bevor der Filter aufgrund der hohen Viskositdt des Konditionierten
Mediums seine Filterkapazitat verlor und gewechselt werden musste. Das geerntete Medium
wurde dann auf 15 mL Zentrifugenrohrchen verteilt, die Falcons mit Parafilm abgedichtet
und bis zur Weiterverwendung bei -80 °C gelagert. Die zweite Ernte des Konditionierten
Mediums erfolgte im Zeitfenster von 48 bis 72 Stunden nach der ersten Ernte nach dem

gleichen VVorgehen.

3.2.3 Auftauen und Kryokonservierung von Zelllinien

Die in einem Kryordhrchen vorliegenden gefrorenen Zelllinien wurden nach der Entnahme
aus der Kuhlung ziigig innerhalb einer Minute unter lauwarmem flieRenden Leitungswasser
aufgetaut, das Kryoréhrchen wurde mit Ethanol (70 %) geséubert und unter der Sterilwerk-
bank gedffnet. Die Zellsuspension wurde langsam in ein Zentrifugenréhrchen mit 10 mL
Kulturmedium Uberfuhrt. Nach der Zentrifugation bei 250 x g fur 5 min. wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet vorsichtig in 5 mL jeweiligem vorgewarmten
Kulturmedium resuspendiert und in T25-Kulturflaschen ausgesét.

Sollten in Kultur befindliche Zellen kryokonserviert werden, so wurde das nach Trypsinie-
rung und Zentrifugation resultierende Pellet in 1 mL des den Zelllinien entsprechenden
Kryomediums in 2 mL-Kryoréhrchen zunéchst bei -80 °C in einer Isopropanolbox
eingefroren und meist am darauffolgenden Tag durch Mitarbeiter der zentralen Biobank bei

-180 °C in Flussigstickstoff gelagert.

3.2.4 Spiking-Modell fur Zirkulierende Tumorzellen

Fur das Spiking-Modell wurden 7,5 mL vendses EDTA-Vollblut eines gesunden Spenders
mit einer definierten Anzahl an Zellen der humanen Zelllinie HCC4006 bzw. SW620
versetzt (,,gespikt™). Dies soll die im Blut von Tumorpatienten frei zirkulierenden Tumor-
zellen repréasentieren. Daftr wurden sich in der logarithmischen Wachstumsphase
befindende Zellen geerntet, in Medium aufgenommen und wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben
gezdahlt. Anhand dieses Modells wurden dann zunéchst mit 100.000 Zellen die unter 3.2.6
genannten Isolierungsmethoden getestet und die unter 3.2.10 beschriebenen Immunfluores-
zenzuntersuchungen sowie die unter 3.2.8 aufgefiihrten Kulturversuche durchgefihrt.

In spateren Versuchen wurden lediglich 100 Zellen verwendet.
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3.2.5 Zellzéhlung

Nach dem Losen der Zellen aus der Kulturflasche und Resuspendieren des Pellets im
entsprechenden Kulturmedium wurden jeweils 20 pL Trypan-Blau und 20 pL der Zellsus-
pension blasenfrei in drei Wells einer 96-Well-Platte gegeben und durch Auf- und Abpipet-
tieren gut durchmischt. Aus jedem Well wurden dann 10 pL der Suspension in jeweils eine
der beiden Kammern einer zuvor mit 70 %igem Ethanol gereinigten Neubauer-Zahlkammer
pipettiert. Daraufhin erfolgte die Zellzahlung, wobei nur ungefarbte lebende Zellen in allen
acht GroRquadraten beider Kammern gezahlt wurden. Die Zellzahl wurde uber die folgende
Formel berechnet.

Mittelwert der Kammern Zellzahl
" -2 -10000 = -

4 = Anzahl der GroRquadrate pro Kammer; 2 = Verdunnungsfaktor;
10000 = Faktor fiir Berechnung in mL

3.2.6 Isolierung von Zirkulierenden Tumorzellen aus Vollblut

Die Abnahme der klinischen Blutproben erfolgte bei den Patienten Uber einen vendsen
Zugang bzw. eine Venenpunktion mit einer 9 mL-EDTA-Monovette (Sarstedt). Die Proben
wurden prdoperativ genommen und maximal 24 Stunden bei 4 °C bis zur Verarbeitung
gelagert. Die Proben der gesunden Spender flr das Spiking-Modell wurden sofort nach der
Blutabnahme verarbeitet. Die Isolierung von Zellen erfolgte tber Anwendung des
MACS-Systems (Miltenyi Biotec) und des RosetteSep™ Enrichment Cocktails
(STEMCELL Technologies).

3.2.6.1 Isolierung von Zirkulierenden Tumorzellen mittels Magnetic Activated Cell Sorting
(MACS)

Das MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)-System (Miltenyi Biotec) wurde nach dem
Protokoll des Herstellers fir die Isolierung von Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) verwen-
det. Es ermdglicht die Isolierung von Zellen aus einem Zellgemisch mithilfe von magneti-
schen Microbeads, an die spezifische Antikorper gekoppelt sind. Diese Isolierung kann tGber
eine Positivselektion erfolgen, indem die gewtinschten Zellen an fir sie spezifische Antikor-
per gebunden und in einer in einem Magneten befindlichen Sdule zurlickgehalten werden.

In dieser Arbeit wurden die gewiinschten Zellen jedoch tber eine Negativselektion, das heil3t

durch Depletion unerwiinschter Zelltypen, angereichert. Dieser Ansatz erlaubt sowohl die
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Anreicherung von epithelialen CTCs als auch von EMT-Zellen, die durch Positivselektion
verloren gehen, da sie die dafir verwendeten epithelialen Marker nicht konstant

exprimieren. Diese Methode wurde nur flr das Spiking-Modell angewendet.

Die Vollblutprobe (7,5 mL) wurde zun&chst in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Gberflhrt
und mit 7,5 mL kaltem PBS gemischt. In ein weiteres 50 mL Zentrifugenréhrchen wurde die
kalte Lymphoprep™-Ldsung vorgelegt und vorsichtig mit der Blut-PBS-Mischung Uber-
schichtet, sodass diese sich nicht mit der Lymphoprep™-Phase durchmischte. Es folgte die
Auftrennung der Zellsuspension anhand der Dichte mittels Zentrifugation (Hettich-Zentri-
fuge) mit 800 x g fiir 20 min. (ohne Bremse). Die obere das Plasma enthaltende Phase wurde
vorsichtig abpipettiert und verworfen. Die Interphase mit den PBMCs (engl. peripheral
blood mononuclear cells, dt. mononukleére Zellen des peripheren Blutes) inklusive der zu
isolierenden CTCs wurde groRziigig abpipettiert und in ein neues 50 mL Zentrifugenréhr-
chen uberfuhrt. Dieses wurde mit kaltem PBS auf ca. 40 mL aufgefullt, fir 5 min. bei 300 x g
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand vollstandig dekantiert.

Mit 850 uL MACS-Puffer und 250 uL FCR-Blocking-Reagenz wurde das Zellpellet resus-
pendiert und fir 10 min. bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurden 250 uL CD45-Microbeads
zugegeben, das Zellpellet erneut resuspendiert und fur 15 min. bei 4 °C inkubiert. Nach der
Zugabe von 10 mL kaltem MACS-Puffer und Zentrifugation bei 300 x g, 4 °C wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Im nachsten Schritt wurde die LS-Saule
in den QuadroMACS™ Separator eingehidngt und darunter zwei 15 mL-R6hrchen pro Probe
positioniert. Zunachst wurden 3 mL MACS-Puffer auf die S&ule gegeben und im Rohrchen
1 wieder aufgefangen. Nun wurde das Zellpellet in 500 uL MACS-Puffer resuspendiert, auf
die Sdule gegeben und im Réhrchen 2 wieder aufgefangen. Danach wurde die Séule zweimal
mit 3 mL MACS-Puffer gespllt. Réhrchen 2 enthielt nun CD45-negative Zellen, zu denen
auch die CTCs gehoren. Die Zellen wurden dann durch Zentrifugation fiir 3 min. bei 300 x g
sedimentiert und der Uberstand mit einer Pipette abgenommen.

Sollten fiir spétere Farbe-Versuche CD45-Zellen gewonnen werden, so wurde die Saule aus
dem Magneten genommen, in ein 15 mL-Zentrifugenrohrchen gestellt und mit einem
Stempel sowie zweimal 3 mL MACS-Puffer entleert.

Sollte anschlieRend die Anfertigung von Cytospins erfolgen, wurde das Zellpellet in 400 pL
MACS-Puffer (100 pL fir jeden der vier Objekttrager) resuspendiert. Fir den Transfer in
Chamberslides zwecks Kultivierung wurden die Zellen in dem jeweils verwendeten Medium

resuspendiert.
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3.2.6.2 Isolierung von Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) mittels RosetteSep™ und
SepMate™
Der RosetteSep™ CTC Enrichment Cocktail (STEMCELL Technologies) verbindet uner-
wiinschte Zellen in humanen Vollblutproben mit Roten Blutzellen (engl. red blood cells,
RBCs) unter Ausbildung sogenannter Immunrosetten. Dadurch wird die Dichte der uner-
winschten ,rosettierten” Zellen erhoht, sodass diese zusammen mit den freien RBCs
wahrend der Zentrifugation entlang eines Dichtegradienten pelletieren. Die anzureichernden
Zellen befinden sich nach der Zentrifugation in einer schmalen Schicht zwischen Plasma
und Dichtegradientenmedium und koénnen grofziigig abpipettiert werden. Der Cocktail
enthélt eine Kombination von monoklonalen Antikoérpern (Maus, Ratte), die in Tetrameren
Antikdrperkomplexen (engl. Tetrameric Antibody Complexes, TACs) gebunden sind,
welche gegen Zelloberflachenantigene (CD2, CD16, CD19, CD36, CD38, CD45, CD66b)
auf humanen hamatopoetischen Zellen sowie gegen Glycophorin A auf RBCs gerichtet sind.
Die Isolierung von Zellen mittels RosetteSep™ dauert insgesamt weniger als eine Stunde
(Produktinformation der Firma STEMCELL Technologies, Kéln).
Die SepMate™-Rghrchen versprechen ebenfalls eine schnelle Isolierung von Tumorzellen
(in weniger als einer halben Stunde). Im Rahmen dieser Arbeit wurden SepMate™-Rohr-
chen in Kombination mit dem Cocktail verwendet. SepMate™-Rohrchen besitzen im
unteren Drittel einen trichterformigen Einsatz (engl. Insert) mit einer kleinen Offnung.
Durch diese Offnung wird zunachst ein Dichtegradientenmedium pipettiert. AnschlieRend
wird die bereits mit dem Cocktail inkubierte Blutprobe in das SepMate™-Rohrchen
uberfuhrt. Nach einer 10-mindtigen Zentrifugation befinden sich die unerwiinschten Immun-
rosetten und das Dichtegradientenmedium unterhalb und die anzureichernden Zellen
zusammen mit dem Plasma oberhalb des Inserts. Die gewunschten Zellen kénnen nun
zusammen mit dem Plasma in ein neues Rohrchen dekantiert werden (Produktinformation
der Firma STEMCELL Technologies, Koln).

Zur Isolierung von Zellen aus Klinischen Proben wurde eine Variante mit Nutzung von
SepMate™-Rohrchen verwendet. Zunéchst wurde sichergestellt, dass die Blutprobe, PBS +
2 % FBS, das Dichtegradientenmedium (Lymphoprep™, STEMCELL Technologies) und
die Zentrifuge Raumtemperatur (15 - 25 °C) hatten. Das Vollblut (7,5 mL) wurde in ein
50 mL Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt, mit dem RosetteSep™ Cocktail in einer Konzentra-
tion von 50 pL/mL Blut, also 375 pL pro Probe, gut durchmischt und fiir 10 min. bei Raum-
temperatur inkubiert. Wéahrend der Inkubationszeit wurden 15 mL Dichtegradientenmedium
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durch die Offnung des Einsatzes im 50 mL-SepMate™-Réhrchen pipettiert. Das Vollblut
wurde nach Ablauf der 10 min. in das SepMate™-R0ohrchen gegeben. Es folgte die Zentri-
fugation in der Hettich-Zentrifuge mit 1200 x g fir 10 min. (mit Bremse). Anschlielend
konnten die anzureichernden Zellen zusammen mit dem (berstandigen Plasma durch sachtes
Abkippen in unter zwei Sekunden in ein neues Rohrchen uberfuhrt werden (Abbildung 5).
Die Zellen wurden dann zweimal mit je 7,5 mL PBS + 2 % FBS bei 200 x g und 20 °C fur
3 min. gewaschen und je nach Verwendung entweder mit einem geeigneten VVolumen an
PBS fir die Anfertigung von Cytospins aufgefillt oder fur die Kultivierung im jeweiligen
Medium resuspendiert. Sollten die isolierten Zellen anschlielend in Kultur genommen
werden, so wurde die Suspension bereits vor dem ersten Waschen entsprechend der Anzahl
der verwendeten Medien auf 15 mL-Rdhrchen aufgeteilt und dann nach Protokoll mit einer

angepassten Menge an Waschldsung weiter verfahren.
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Abbildung 5 — Ablauf der Zellisolierung bei Verwendung von RosetteSep™ + Sep-
Mate™ (modifiziert nach der Produktinformation der Firma STEMCELL Technologies)

3.2.7 Quantifizierung der Zellzahl in Abhangigkeit von der Isolierungsmethode mittels
immunzytochemischer Farbung

Die immunzytochemische Farbung der auf Cytospin-Objekttrdger aufgebrachten Zellen
erfolgte nach einem bereits in der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll. Flr jede der zwei
getesteten Isolierungsmethoden wurden Cytospins von drei voneinander unabhdngigen
Isolierungen erstellt (gesamt n = 6 mit jeweils etwa 2150 gespikten Zellen pro Probe). Die
Zahl von etwa 2150 gespikten Zellen wurde so gewéhlt, um eine moglichst hohe représen-

tative Zellzahl pro Objekttrager zu erhalten, die mit manuellen Methoden noch auswertbar
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war. Zunéchst wurden die Zellen mittels Aceton fur 10 min. bei 4 °C in einer Kuvette fixiert
und anschlielend fur 10 min. in einer Kivette mit Tris-Puffer gewaschen. Die folgenden
Schritte erfolgten in einer feuchten Kammer und bei Raumtemperatur. Es wurden 150 pL
Blocking-L6sung (5 % Rabbit Normalserum) auf den Objekttrager gegeben und fir 10 min.
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt in Tris-Puffer fir 5 min. in einer Kuvette. Daraufhin
wurden 150 pL Primdrantikorper-Losung (panCytokeratin 1 : 200) auf den Objekttrager
gegeben und fur 30 min. inkubiert. Es folgten drei Waschschritte in Tris-Tween-Puffer fir
jeweils 5 min. in einer Kivette. Anschlieend wurden 150 pL Sekundérantikérper-Losung
(Rabbit-anti-Mouse-Antikorper 1 : 25) auf den Objekttrager gegeben und fur 15 min. inku-
biert. Es schlossen sich erneut drei Waschschritte in Tris-Tween-Puffer fur jeweils 5 min. in
einer Kuvette an. Danach wurden 150 uL APAAP-L6sung (1 : 25) auf den Objekttrager
gegeben und fir 15 min. inkubiert. Nach dem Waschen mit Tris-Tween-Puffer fir 5 min.
folgten zwei Waschschritte mit Tris-Puffer fir jeweils 5 min. in einer Kivette.

Daraufhin wurde die Substratlosung angesetzt. Hierfir wurden 3 Tropfen Fuchsin-Chromo-
gen und 3 Tropfen Aktivierungsreagenz in das dafiir vorgesehene Réhrchen gegeben und fur
1 min. im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend folgten die Zugabe von Puffer bis zur 2 mL-
Marke und die bis zu 30-minitige Inkubation im Dunkeln. Dann wurden die Objekttrager
aus der Kuvette genommen, 150 pL Substratlésung aufpipettiert und fur 15 min. im Dunkeln
inkubiert. Nach dem Waschen mit Tris-Puffer fir 10 min. in einer Kiivette wurden die
Objekttrager in einem Tray flr 5 - 7 min. mit Hamatoxylin gegengefarbt. Nach dem
Waschen unter flielendem Leitungswasser fiir 10 min. wurden die Objekttrager mit Aquatex
eingedeckelt.

Am folgenden Tag wurden die Objekttradger mit dem Pannoramic DESK (3D Histech)
ausgewertet. Dabei wurden die Tumorzellen und hintergrindigen Leukozyten anhand der
unterschiedlichen Farbungen mittels dem Programm Case Viewer (3D Histech) per manuel-
ler Beurteilung differenziert und quantifiziert. Weitere Hintergrundzellen waren nicht Fokus
dieser Arbeit und wurden daher nicht mittels spezifischer Farbung zur Darstellung gebracht.
Somit wurden diese teilweise inhomogen geféarbten Zellen, die mutmalilich bei einer Gréle
bis ca. 7,5 um als Erythrozyten zu werten waren, ausschnittsweise quantifiziert. Hierfir
wurden die entsprechenden Zellen auf allen Objekttrédgern jeweils in einem Kreisareal mit
einem Durchmesser von 420 pum (Kreisumfang 1300 pum) um das jeweilige Zentrum der
Cytospins manuell gezéhlt (Gesamtdurchmesser Cytospin 5900 um, Umfang 18 mm). Bei
der Quantifizierung der mutmaRlichen Erythrozyten gilt jedoch zu beachten, dass diese bei

der Isolierung mittels RosetteSep™ + SepMate™ visuell gut detektierbar waren, bei der
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Isolierung mittels MACS jedoch aufgrund einer sehr schwachen Féarbung primar tber die
GroRe detektiert werden mussten. Insofern war eine valide Aussage hinsichtlich der Erythro-

zyten nicht moglich, im Rahmen dieser Arbeit auch nicht fur die Fragestellung relevant.

3.2.8 Kultivierung von Zirkulierenden Tumorzellen

3.2.8.1 Kultivierung von ,,gespikten Zellen

Nachdem die in Spenderblut ,,gespikten Zellen wieder aus dem Blut isoliert worden waren,
wurden sie zur Kultivierung in 4 Kammern eines 8-Kammer-Chamberslides gegeben. Eine
Kammer kann ein VVolumen von 0,4 mL bei einer Flache von 0,8 cm? aufnehmen. In der
ersten Woche nach Einsaat der Zellen erfolgte der Mediumwechsel (300 bis 450 pL pro
Kammer) in Abhangigkeit von den hintergriindig vorhandenen weil3en Blutzellen meist
taglich, wodurch apoptotische Zellen ziigig entfernt werden sollten. Dabei wurde das
verbrauchte Medium nicht mittels einer Vakuumpumpe abgesaugt, sondern vorsichtig abpi-
pettiert, um schwach anhaftende Zellen nicht zu verlieren. Das abgenommene Medium
wurde zundchst in die noch leeren 4 Kammern und danach in die Wells von 24- bzw. 48-
Well-Kulturplatten gegeben und auf 800 pL Medium aufgefillt. Fir die Kultivierung
wurden zwei unterschiedliche Medien verwendet, deren Effektivitéat bzgl. des Kulturerfolges
es zu vergleichen galt. Zum einen kamen die unter 3.2.1 angewendeten vom Anbieter
empfohlenen Medien zum Einsatz, zum anderen ein nach Palechor-Ceron et al. [109]
Konditioniertes Medium (siehe Kapitel 8.3.3.4). Wachstum und Adhéarenz der Zellen wur-
den zu Beginn der Kultur tdglich unter dem Lichtmikroskop beurteilt und Fotos mittels einer
Digitalkamera angefertigt. Erreichten die Zellen in den Chamberslides eine Konfluenz von
80 - 100 %, so erfolgte das Entfernen der Kammern (bei den unterschiedlichen Medien je-
weils zum gleichen Zeitpunkt, um die Wachstumsrate in Abhangigkeit der unterschiedlichen
Isolierungsmethoden vergleichen zu kdnnen) und die Farbung der Objekttrager fir die
Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Bei einer hohen Konfluenz der Zellen in den 24- bzw.
48-Well-Kulturplatten erfolgte das Passagieren in T25-Kulturflaschen zur weiteren

Kultivierung.
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3.2.8.2 Kultivierung von Zellen aus klinischen Proben
Nach Testung der Isolierungsmethoden mithilfe des Spiking-Modells erfolgte eine Ubertra-

gung der Arbeitsschritte auf die Anwendung an klinischen Proben (Abbildung 6).

Klinische

Proben

R [TTT-E  RosetteSep™ | RosetteSep™
+ +

methode SepMate™ SepMate™

!(ultwlerung Standard- Konditio-
in Chamber- |GGt niertes

. Medi
slides edium

Charakterisierung mittels
Immunfluoreszenzfarbung

Abbildung 6 — Ubersicht der Arbeitsschritte bei Verwendung klinischer Proben.

Fur die Kultur von aus klinischen Proben isolierten nicht-hdmatopoetischen Zellen ein-
schlielich der CTCs wurden wie im Spiking-Modell Chamberslides mit 8 Kammern ver-
wendet. Abweichend zum Vorgehen unter 3.2.8.1 wurden nur 8-Kammer-Chamberslides
sowie 48-Well-Kulturplatten firr die Kultivierung verwendet.

Da bei klinischen Proben von einer sehr geringen CTC-Zellzahl von etwa 0 bis 78 Zellen
(arithmetisches Mittel etwa 20 Zellen) praoperativ pro 7,5 mL Blutprobe ausgegangen
werden muss (unverdffentlichte Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe zur Quantifizierung
von CTC-Zellzahlen bei 35 Lungenkarzinompatienten), wurden die nach der Isolierung
vorliegenden Zellen nur in eine Kammer des Chamberslides gegeben.

Da in den verwendeten Blutproben auch CTCs mit einem mesenchymalen Phanotyp, die
maoglicherweise nicht oder nur schwach adhdrierten, vorhanden sein konnten, wurde das alte
Medium in den Kammern der Chamberslides beim Mediumwechsel nicht verworfen,
sondern vorsichtig abpipettiert und in die noch leeren Kammern der Chamberslides bzw. in

eine 48-Well-Kulturplatte gegeben.
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3.2.9 Kultivierung von Zellen aus primarem Lungengewebe

Um die Zellen aus den Gewebeproben zu extrahieren, wurde das Tumor Dissociation Kit
zusammen mit dem gentleMACS Dissociator (beides Miltenyi Biotec) verwendet. Hierfir
wurde zun&chst ein Enzym-Mix aus vorgewdarmtem DMEM, Enzym H, Enzym R und
Enzym A (siehe Kapitel 8.3.3.3) in einem gentleMACS C Ro&hrchen (Miltenyi Biotec)
angesetzt. Das Gewebe wurde in eine Petrischale (8,8 cm?2) gegeben, in 2 mL vorgewarmtem
PBS geschwenkt und der Uberstand abgesaugt. Dieser Schritt erfolgte dreimal. Dann wurden
1000 pL des Enzym-Mix auf das Gewebe gegeben und dieses mit zwei gekreuzten Skalpel-
len in ca. 1 mm3 grofle Stiicke zerkleinert. Die Suspension wurde anschlieend mit einem
Zellschaber vorsichtig in das gentleMACS C Réhrchen tberfuhrt. Das Réhrchen wurde dann
im gentleMACS Dissociator positioniert (unter Sicherstellung, dass sich das Probenmaterial
im Bereich des Rotors befand) und das Programm h_tumor_01 gestartet. Es folgte eine
Inkubation des Rohrchens fiir 30 min. bei 37 °C unter kontinuierlicher Rotation.
AnschlieRend durchlief das Réhrchen das Programm h_tumor_02 im gentleMACS Dissocia-
tor, wonach erneut eine 30-minitige Inkubation folgte. Daraufhin wurde erneut das
Programm h_tumor_02 ausgefiihrt. Die Suspension aus dem gentleMACS C Réhrchen
wurde dann durch einen auf einem 50 mL Zentrifugenrohrchen positionierten MACS
SmartStrainer (70 um; Miltenyi Biotec) gegeben und der Strainer mit 20 mL DMEM gesplilt.
Es folgte eine Zentrifugation mit 300 x g fir 7 min. und das Dekantieren des Uberstandes.
Das Pellet wurde dann in Konditioniertem Medium mit Zusatzen und Amphotericin B
(20 pL) resuspendiert und die Suspension in einer T25-Zellkulturflasche bei 37 °C und
5 % COz kultiviert. Nach einer Woche erfolgte der erste Mediumwechsel.

Im Folgenden erfolgte der Mediumwechsel zweimal pro Woche. Hatten die Zellen eine
Konfluenz von uber 80 % erreicht, wurden sie passagiert. Hierfir wurden der Zelllayer mit
5 mL vorgewdrmtem PBS gewaschen und die Zellen mit 2 mL Trypsin unter leichtem
Klopfen aus der Zellkulturflasche geldst. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 4 mL
DMEM-Mix abgestoppt und die Zellsuspension im gewiinschten Verhaltnis in ein Zentrifu-
genréhrchen gegeben. Es folgte eine Zentrifugation mit 125 x g fir 5 min. bei Raumtempe-
ratur. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das Pellet wurde in 5 mL
Konditioniertem Medium resuspendiert, in eine neue T25-Zellkulturflasche gegeben und
weiterkultiviert.

Sollte ein Teil der aus der Kulturflasche geldsten Zellen kryokonserviert werden, so wurde
das Pellet im entsprechenden Kryomedium (siehe Kapitel 8.3.3.4) resuspendiert und in 2 mL
Kryokonservierungsrohrchen gegeben.
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3.2.10 Charakterisierung von Tumorzellen

3.2.10.1 Anfertigung von Cytospins zur Fixierung der Zellen

Zur Beurteilung der Anzahl isolierter Tumorzellen und des Detektionserfolgs von CTCs mit-
tels Immunfluoreszenz wurden fiir die im Spiking-Modell iiber MACS oder RosetteSep™
isolierten Zellen Cytospins angefertigt. Pro Probe wurden vier Objekttrager vorbereitet, zur
bedruckten Seite (weilRer Ring) mit einer Filterauflage und einem Plastiktrichter erganzt,
unter Sicherstellung der Deckungsgleichheit der Lochéffnungen in eine Metallklemme ein-
gespannt und in die Cytospin-Zentrifuge eingesetzt. Diese Anzahl an Objekttrdgern pro
Probe wurde gewahlt, um eine optimale Zelldichte fur die anschlielende Analyse zu erhal-
ten. War jedoch absehbar, dass ein groRes fur die Cytospins zu suspendierendes Zellpellet
eine zu hohe Zelldichte aufwies, so wurde die Anzahl an Objekttragern dementsprechend
angepasst. In jeden der Trichter wurden 100 pL an Zellsuspension mit den darin mutmaflich
enthaltenen CTCs gegeben und die Zellen durch Zentrifugation (500 x g fiir 5 min.) auf den
Obijekttragern fixiert. Anschlieend wurden die Filterauflagen vorsichtig entfernt und die

Objekttréger bis zur Weiterverarbeitung mindestens 24 Stunden lichtgeschiitzt getrocknet.

3.2.10.2 Charakterisierung der Zellen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Charakterisierung der nicht-hdmatopoetischen Zellen einschlieBlich der Zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) auf den Cytospin-Objekttragern nach der Isolierung sowie auf den
Chamberslides nach der Kultivierung (nach Abnahme des Mediums und kurzem Trocknen)
wurden diese mit Antikorpern inkubiert und unter dem Immunfluoreszenzmikroskop analy-
siert. Die Mikroskopie der Slides erfolgte ab einer Stunde nach dem Eindeckeln. Fir die
Fixierung und Farbung wurde nach einem etablierten Protokoll vorgegangen und dieses op-
timiert (Tabelle 4). Statt des Reagent alcohol wurde zur Fixierung der Zellen Aceton ver-
wendet, da dieses eine kirzere Einwirkzeit bendtigt sowie nach Erfahrungsberichten aus der
Arbeitsgruppe die Lymphozyten weniger schadigt. Alle Arbeitsschritte erfolgten dabei bei
Raumtemperatur, die Inkubationen in einer feuchten Kammer. Die auf die Objekttrager auf-
gebrachten CTCs wurden zundchst fur 10 min. in einer Kivette mit Aceton fixiert und da-
nach mit 1x PBS fiir 5 min. gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen der An-
tikorper wurde eine Blocking-Losung (siehe Kapitel 8.3.3.2) fur 30 min. hinzugegeben. Es
folgten finf Waschschritte mit je 1x PBS-T fiir jeweils 2 min. (Tabelle 4).
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Tabelle 4 — Vergleich der Immunfluoreszenz-Farbeprotokolle

Arbeitsschritt | vorliegendes Protokoll optimiertes Protokoll
Fixierung Reagent alcohol 30 min. Aceton 10 min.
Waschen 1x PBS 5 min. 1x PBS 5 min.
Blocken PBS + BSA + FcR- | 30 min. PBS + 5 % Maus 30 min.
Blocking-Reagenz Normal Serum + FcR-
Blocking-Reagenz
Waschen 1x PBS-Tween 5x2min. | 1x PBS-Tween 5 X 2 min.

weitere Schritte identisch

Fur die folgenden Schritte wurde die feuchte Kammer wahrend der Inkubation mit einem
Tuch und die Kiivette zum Waschen mit Alufolie abgedeckt, um ein lichtbedingtes Ausblei-
chen der Farbstoffe zu vermeiden. Als Néachstes folgte die getrennte Inkubation mit den
verschiedenen Antikdrpern. Zunéachst wurden fur Cytospins 200 pL bzw. fir Chamberslides
80 pL pro Kammerfeld des anti-CD45-Antikorpers (1 : 30 verdunnt in Antibody-Diluent,
Dako) aufgetragen und fur 45 min. inkubiert. Dieser Antikdrper markiert die weil3en Blut-
zellen, denen gemein ist, dass sie CD45 als Oberflachenantigen exprimieren. Nach fiinf
Waschschritten mit je 1x PBS-T fir jeweils 2 min. folgte die Inkubation des anti-panCyto-
keratin-AE1/AE3-Antikorpers (1 : 200 verdiinnt in Antibody-Diluent, Dako) in identischer
Menge flr weitere 45 min. Dem schlossen sich wieder funf Waschschritte mit PBS-T fir
jeweils 2 min. an. AbschlieBend wurden die gefarbten Zellen mit Vectamount/DAPI (Vector
Laboratories) eingedeckelt und fir 30 min. bei -20 °C inkubiert. Danach konnte die
Beurteilung mittels Immunfluoreszenzmikroskop erfolgen.

Bei der Immunfluoreszenzmikroskopie macht man sich zunutze, dass unterschiedliche Flu-
oreszenzfarbstoffe (Fluorophore) durch Bestrahlung mit Licht einer fur diesen Farbstoff spe-
zifischen Wellenlédnge angeregt werden. Kehrt dieser in seinen energetischen Grundzustand
zuriick, gibt er die ihm zuvor zugeftiihrte Energie unter Emission von Photonen wieder ab.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das digitale Fluoreszenzmikroskop Biorevo BZ-9000
(Firma Keyence) verwendet, wobei die spezifische Anregung der Fluorophore mittels einer
Quecksilberlampe unter Einsatz der in Tabelle 5 aufgefiihrten Filter erfolgte.

Fir die Beurteilung der Préparate wurden die VergroRerungen 20x und 40x (ohne
Immersionsol) gewéhlt. Die Dokumentation der Fluoreszenzsignale erfolgte mittels einer

CCD-Kamera als monochrome Bilder und die nachtragliche kanalspezifische Einfarbung
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nach den vom Nutzer gewdhlten Einstellungen durch das Programm BZ Viewer.
Die Bilder wurden anschlieBend mit dem Programm BZ Analyzer bearbeitet.

Tabelle 5 — Ubersicht der verwendeten Filter und Wellenlangen fir die Immun-
fluoreszenzmikroskopie

Bezeichnung des Exzitationswellen- | Absorptionswellen- | Wellenléange des
Filters lange in nm lange in nm dichroitischen

Spiegels in nm

OP 79304 SB-Filter 377150 447 1 60 409
DAPI-BP

OP 79301 SB-Filter 472,5/30 520/35 495
GFP-BP, AlexaFluor®488

OP 79302 SB-Filter 562 /40 624/ 40 593

TexasRed, AlexaFluor®594

3.2.10.3 Differenzierung zwischen epithelialen Zellen und Fibroblasten

Um zu Uberprufen, ob die im Vergleich zur Ursprungszelle veranderte Morphologie der im
Konditionierten Medium gewachsenen Zellen durch eine Verunreinigung mit Fibroblasten
bedingt war, wurden die Zellsuspension mithilfe der MACS-Methode unter Anwendung von
Anti-Fibroblasten-Beads (Miltenyi Biotec) von potentiell vorhandenen Fibroblasten befreit.
Das Prinzip der Methode wurde bereits unter Punkt 3.2.6.1 beschrieben.

Nachdem die Zellen aus der Zellkulturflasche geldst worden waren und nach der Zentrifu-
gation als Pellet vorlagen, wurde dieses in 80 uL. MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert.
AnschlieRend wurden 20 pL Anti-Fibroblasten-Microbeads pro 107 Zellen hinzugegeben,
die Probe gut durchmischt und fiir 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden
die Zellen mit 2 mL Puffer pro 107 Zellen bei 300 x g fiir 10 min. gewaschen und der Uber-
stand vollstandig abgenommen. Das Zellpellet wurde dann in 500 pL Puffer resuspendiert.
Es folgten das Einhéngen der LS-Saule in den QuadroMACS™ Separator (Miltenyi Biotec)
sowie das Befeuchten der Sdule mit 3 mL Puffer. AnschlieRend wurde die Zellsuspension
auf die Saule gegeben, die Sdule zweimal mit je 3 mL Puffer gespult und das Eluat in einem
15 mL Zentrifugenréhrchen aufgefangen. Nach der Zentrifugation bei 200 x g fir 4 min.
und Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet im vorgewarmten Medium resuspen-

diert und fur die Weiterkultivierung in eine Zellkulturflasche gegeben.

34



3.2.11 Statistik

Die Daten zur Quantifizierung der Zellen mittels Immunzytochemie und Charaktiersierung
mittels Immunfluoresenz sowie aus den Zellkulturversuchen wurden mithilfe der Pro-
gramme SPSS Statistics (Version 26) sowie GraphPad Prism 9 (Version 9.3.1) analysiert
und visualisiert.

Zur Beurteilung der Effizienz der einzelnen Isolierungsmethoden wurden die Zellen aus den
immunzytochemischen Féarbungen zunachst manuell quantifiziert und die Daten mittels
Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung geprift. AnschlieBend erfolgte die Anwendung des
gepaarten t-Tests (siehe Kapitel 4.1.2.1 und Tabelle 6).

Die Zellzahlen wahrend der Kulturversuche wurden in Abhéngigkeit vom verwendeten Me-
dium und der Kultivierungszeit ebenfalls manuell ermittelt und graphisch dargestellt (siehe
Kapitel 4.1.4). Zur besseren Visualisierung der Unterschiede zwischen den Gruppen erfolgte
zudem die Darstellung der Area under the curve. Eine Normalverteilung war bei diesen Da-
ten nicht gegeben, sodass keine parametrischen Tests angewendet werden konnten. Eine An-
wendung nicht-parametrischer Tests ergab ebenfalls keine validen Ergebnisse, sodass vor-
nehmlich eine deskriptive Betrachtung der Daten erfolgte.

Dartiber hinaus wurden die mittels Immunfluoreszenz analysierten Zellen in Abhangigkeit
vom zuvor verwendeten Kulturmedium sowie der Isolierungsmethode manuell vermessen
und hinsichtlich ihrer Morphologie und der Anzahl an Zellkernen beurteilt. Hierfur wurden
als Parameter der jeweils kleinste sowie grofite Zelldurchmesser, die KerngroRe sowie das
Vorhandensein zytoplasmatischer Auslaufer ermittelt. Es erfolgte die Bestimmung der arith-
metischen Mittelwerte, der Mediane sowie der Minima und Maxima. Die Werte wurden an-
schlielend graphisch als Boxplots bzw. Balkendiagramme dargestellt (siehe Kapitel 4.3.2).
Um signifikante Unterschiede hinsichtlich der Zellmorphologie in Abhéngigkeit vom ver-
wendeten Medium und der Isolierungsmethode zu detektieren, wurden die Daten bei fehlen-
dem Vorliegen einer Normalverteilung (Priifung mittels Anderson-Darling-, D’ Agostino &
Pearson-, Shapiro-Wilk- sowie Kolmogorov-Smirnov-Test) mittels dem Kruskal-Wallis-
Test als nicht-parametrischen Test und dem Dunn’s mulitple comparisons-Test ausgewertet.

P-Werte < 0,05 wurden bei allen Analysen als statistisch signifikant angesehen.
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4 ERGEBNISSE

Um die Etablierung einer optimalen Diagnostik und im Verlauf auch therapeutischer Optio-
nen fur Patienten mit Krebserkrankungen zu ermdglichen, wurden in dieser Arbeit nicht-
hamatopoetische Zellen einschliel3lich Zirkulierender Tumorzellen zundchst aus dem Pati-
entenblut isoliert und im Verlauf in spezielle Nahrmedien gegeben, um sie zu vervielfaltigen

(Kultivierung), sodass eine weiterfiihnrende Charakterisierung erméglicht werden konnte.

4.1 ISOLIERUNG, KULTIVIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG VON TUMOR-
ZELLEN MITHILFE EINES SPIKING-MODELLS

Um perspektivisch maligne Zellen von Tumorpatienten diagnostisch analysieren zu kénnen,
sind effektive Methoden zur Isolierung dieser Zellen aus Patientenblut zu identifizieren bzw.
etablieren. In dieser Arbeit wurden zwei Methoden verwendet, die die zu detektierenden
Zellen durch eine Depletion der unerwiinschten Zellen moglichst wenig direkt beeinflussen,
um anschlieRend Versuche zur Kultivierung und Charakterisierung unabhéngig von etwai-
gen Antikdrperbindungen als Stérfaktor durchfuihren zu kénnen. Die MACS-Methode war
dabei in der Arbeitsgruppe bereits gut etabliert und lieferte verlassliche Ergebnisse. Das Ro-
setteSep™-Verfahren wurde gewahlt, da es keine mechanische Beeinflussung und eine noch
bessere Reinheit der Zellen sowie eine einfachere Handhabung mit deutlich geringeren
Hands-on-Zeiten versprach. Um die zwei Methoden zur Isolierung von nicht-hamatopoeti-
schen Zellen einschlieBlich CTCs quantitativ und qualitativ vergleichen zu kénnen, wurde
auf ein sogenanntes Spiking-Modell zurtickgegriffen. Dazu wurden Vollblutproben von ge-
sunden Spendern mit einer definierten Anzahl an Zellen einer Tumorzelllinie gespikt (engl.:
to spike) und die Tumorzellen anschlieBend wieder isoliert. Die isolierten Zellen wurden zur
Beurteilung auf Cytospins aufgetragen oder in Kultur genommen und mittels Immunfluo-

reszenz und Immunzytochemie charakterisiert (vgl. Abbildung 4).

4.1.1 Vergleich unterschiedlicher Saulen fiir das MACS-System

Da fur die Verwendung des MACS-Systems unterschiedliche S&ulen durch den Hersteller
angeboten werden, wurde zunéchst ein Versuch durchgefuhrt, der den S&ulentyp mit der
besten Isolierungskapazitat sowie mit dem geringsten Hintergrund nach Isolierung identifi-
zieren sollte. Hierfiir wurden anhand des Spiking-Modells mit HCC4006-Zellen MS-Sdulen
(Kapazitat fir markierte Zellen 1x107) einmal bzw. zweimal hintereinander und LS-Saulen
(Kapazitat fur markierte Zellen 1x108) getestet und die Zelldichte sowie der Hintergrund auf
den nach der Isolierung angefertigten Cytospin-Objekttrager lichtmikroskopisch beurteilt.

Hinsichtlich der eingesetzten Konzentrationen zeigte sich, dass eine leichte Erh6hung der

36



Ergebnisse

im Herstellerprotokoll angegeben Werte (850 pL, 250 puL FcR-Blocking-Reagenz und
250 pL CD45-Microbeads) bei allen Saulen zu geringerem Hintergrund aus weiRen Blutzel-
len fiihrte. Beim Vergleich der Sdulen untereinander wurde der geringste Hintergrund nach
Verwendung der LS-Sdulen beobachtet. Bezliglich der Zelldichte der zu isolierenden
Tumorzellen zeigte sich in der lichtmikroskopischen Auswertung ebenfalls ein Vorteil der
LS-Sé&ulen (Abbildung 7). Exemplarisch ergaben sich in der quantitativen Auswertung der
zu isolierenden Zellen bzw. hintergriindigen Leukozyten 238 bzw. 50 fur die LS-Séule, 88
bzw. > 500 fir 1x MS-Sé&ule und 80 bzw. > 300 fir 2x MS-Sé&ule.

o

Abbildung 7 — Lichtmikroskopischer Vergleich von Zelldichte und Zellhintergrund.
Tumorzellen der Zelllinie HCC4006 auf Cytospin-Objekttragern nach Isolierung mittels
unterschiedlicher MACS-Saulen. A: Reine Zelllinie (zum Vergleich), B: 1x MS-Saule,
C: 1x LS-Séule, D: 2x MS-Séule. Abbildungen zeigen reprasentative Bilder von drei
voneinander unabhédngigen Versuchen.

Da die LS-Séulen bei Vorteilen hinsichtlich der Tumorzelldichte zudem die wenigsten wei-
Ren Blutzellen im Hintergrund aufwiesen und damit eine moglichst gute Reinheit der Kultur
versprachen, wurden die folgenden Versuche ausschlielich mit LS-Séaulen durchgefiihrt.
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4.1.2 Vergleich der Isolierungsmethoden MACS und RosetteSep ™

Bei den Versuchen zum Vergleich der Isolierungsmethoden MACS (CD45-Negativselek-
tion; LS-Saulen) und RosetteSep™ wurden ebenfalls HCC4006-Zellen sowie zur Validie-
rung weiterhin SW620-Zellen in Spenderblut gegeben und anschlielend wieder isoliert.
Die isolierten Zellen wurden auf Cytospin-Objekttrager aufgebracht und lichtmikroskopisch
beurteilt. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den zwei verschiedenen
Isolierungsmethoden. Die Verwendung von RosetteSep™ + SepMate™ resultierte generell
in einem sehr geringen Hintergrund anderer hdmatopoetischer Zellen (vgl. Quantifizierung
in 4.1.2.1). Dabei war lichtmikroskopisch auch eine hohere Zelldichte im Vergleich zur Ver-
wendung der MACS-Methode erkennbar (Abbildung 8).

?

Abbildung 8 — Vergleich der Isolierungsmethoden MACS und RosetteSep™ +
SepMate™ hinsichtlich Zelldichte und Zellhintergrund. In Spenderblut eingebrachte
Zelllinienzellen wurden mit MACS oder RosetteSep™ + SepMate™ isoliert und mittels
Cytospin auf Objekttrager aufgebracht. A: HCC4006-Zellen, MACS (1x LS-Séule),
B: HCC4006-Zellen, RosetteSep™ + SepMate™, C: SW620-Zellen, MACS (1x LS-Séule),
D: SW620-Zellen, RosetteSep™ + SepMate™. Abbildungen zeigen reprasentative Bilder
voneinander unabhéngiger Versuche.
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4.1.2.1 Beurteilung der Effektivitat der Isolierungsmethoden mittels Immunzytochemie

Zur Bestatigung, dass es sich bei den isolierten Zellen um Tumorzellen handelt, wurden
erganzend zur lichtmikroskopischen Auswertung immunzytochemische Farbungen
durchgefuhrt. Dazu wurden in drei voneinander unabhangigen Versuchen Zellen der
Lungenmetastasen-Zelllinie HCC4006 in Spendervollblut gegeben und unter Anwendung
des MACS-Systems bzw. von RosetteSep™ + SepMate™ wieder isoliert. Die isolierten
Zellen wurden auf Cytospins aufgebracht und die Tumorzellen mittels eines anti-panCyto-
keratin-Antikorpers (Klon: AE1/AE3) visualisiert (Abbildung 9). Eine Gegenfarbung mit
Hamatoxylin wurde zur Darstellung der hintergrindigen Blutzellen durchgefihrt. Insgesamt
wurden somit Zellen auf 24 Cytospin-Objekttragern (aus jeweils 3 Versuchswiederholungen
pro Isolierungsmethode) quantifiziert. Wie auf den Abbildungen zu erkennen, sind nach der
Isolierung mittels MACS viele hintergriindige weille Blutzellen (violett, beispielhaft mit
blauem Pfeil markiert) vorhanden, wéhrend diese bei der Isolierung mittels RosetteSep™ +
SepMate™ nur vereinzelt zu sehen sind. Mit der Zahl der hintergriindigen Erythrozyten ver-
halt es sich umgekehrt, wobei diese fur die Auswahl der Isolierungsmethode nicht bertick-
sichtigt wurden, da in der Literatur bisher keine Hinweise dazu vorliegen, dass Erythrozyten
eine tumorizide Funktion besitzen. Die Auszéhlung der panCytokeratin positiven (roten)
Zellen ergab, dass im Mittel die meisten Zellen mittels RosetteSep™ + SepMate™ isoliert
wurden. Im Vergleich zum MACS-System wurden mittels RosetteSep™ + SepMate™ mehr
Zellen isoliert, zudem zeigte sich ein geringerer Hintergrund an Leukozyten. Insgesamt
wurde ca. ein Fiinftel der ,,gespikten Zellen nach Isolation wieder detektiert (Tabelle 6 und

Abbildung 10).
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Abbildung 9 — Immunzytochemische Farbung der isolierten Zellen. Cytospins wurden
mittels eines anti-panCytokeratin-Antikorpers (Klon: AE1/AE3, rot) und H&matoxylin
(violett) gefarbt. A: MACS, B: RosetteSep™ + SepMate™. Blauer Pfeil: Leukozyt;
Oranger Pfeil: Erythrozyt.
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Tabelle 6 — Effektivitat der verwendeten Isolierungsmethoden hinsichtlich der Zellzahl

Methode Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl Zellzahl Arithmetisches
Isolierung | Isolierung | Isolierung | Gesamt Arithme- Mittel
1 2 3 tisches Anteil an
Mittel Spiking-Zahl
MACS
Spiking-Zellen | 342 409 516 1267 422,33 19,6 %
Leukozyten 15824 53179 32095 101098 33699 n.a.
Erythrozyten 640 710 160 1510 503 n.a.
(Ausschnitt)
RosetteSep™ + SepMate™
Spiking-Zellen | 442 456 590 1488 496 23,1 %
Leukozyten 4215 7117 6463 17795 5932 n.a.
Erythrozyten 1410 1585 565 3560 1187 n.a.
(Ausschnitt)
Spiking-Zellen Leukozyten Erythrozyten
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Abbildung 10 — Effektivitat der verwendeten Isolierungsmethoden im Hinblick auf die
Isolierung von Spiking-Zellen und Verunreinigung durch Blutzellen. HCC4006-Zellen
wurden in 7,5 mL Spenderblut gegeben und mittels MACS oder RosetteSept™ + SepMate™
wieder isoliert. Die Anzahl isolierter HCC4006 sowie im Hintergrund befindlicher Leuko-
zyten und Erythrozyten wurden ausgezéhlt. Dargestellt sind die Werte von n = 3 unabhén-
gigen Versuchen. P-Werte wurden nach Prufung auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test)
mittels gepaartem t-Test ermittelt.
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Nach Bestatigung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test zeigte sich, dass hin-
sichtlich der Spiking-Zellen mittels RosetteSep™ + SepMate™ (MW = 496,0; SD = 81,71)
signifikant mehr Zellen als mittels MACS (MW = 422,3; SD = 87,76) isoliert werden konn-
ten (gepaarter t-Test, t (2) = 4,815, p = 0,0405).

Weiterhin zeigten sich durch Verwendung von RosetteSep™ + SepMate™ (MW =
1187; SD = 545,4) im Vergleich zur Verwendung von MACS (MW = 503,3; SD = 299,4)
signifikant mehr hintergriindige Erythrozyten (gepaarter t-Test, t (2) = 4,798, p = 0,0408).
Hinsichtlich der hintergriindigen Leukozyten ergab sich kein signifikanter Unterschied (ge-
paarter t-Test, t (2) = 2,776, p = 0,1090) zwischen der Verwendung von RosetteSep™ -+
SepMate™ (MW = 5932; SD = 1522) und MACS (MW = 33699; SD = 18729), es war je-
doch ein Trend bezlglich einer geringeren Anzahl an Leukozyten nach Verwendung von

RosetteSep™ + SepMate™ zu beobachten.

4.1.2.2 Ubersicht Vor- und Nachteile der verwendeten Isolierungsmethoden

Ein Vergleich der Isolierungsmethoden MACS und RosetteSep™ + SepMate™ mit ihren
spezifischen Vor- und Nachteilen ist in Tabelle 7 zusammengefasst.

Es zeigte sich insbesondere, dass durch die Anwendung des RosetteSep™-Verfahrens im
Vergleich zum MACS weniger als die Hélfte an Zeit bis zum Vorliegen des Zellpellets
benotigt wird und bei einfacherer Handhabung sowie geringerem Materialeinsatz eine

tendenziell hohere Reinheit (bzgl. der Leukozyten) der isolierten Zellen resultiert.
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Tabelle 7 — Vergleich der Isolierungsmethoden MACS und RosetteSep™ +
SepMate™ hinsichtlich der Effizienz

MACS

RosetteSep™
+ SepMate™

bendtigte
spezifische Materialien

Séaulen, Microbeads,
FcR-Blocking-Reagenz,
Magnet, MACS-Puffer

RosetteSep™-Cocktail,
SepMate™-Rohrchen

Hands-on-Zeiten

ca.1lh

ca. 10 min.

Hands-off-Zeiten

- 20 min. Zentrifugation
- 5 min. Zentrifugation
- 10 min. Inkubation

- 10 min. Inkubation
- 10 min. Zentrifugation
- 10 min. Waschen

lich isoliert werden

- 15 min. Inkubation = ca. 30 min.
- 5 min. Sdulen splen
- 5 min. Waschen
= ca. 60 min.
Gesamtzeit ca.2h ca. 40 min.
(bis Vorliegen des Zellpellets)
Kosten pro Probe ca. 67 € (ohne Magnet) |ca.75€
Vorteile (+) / Nachteile (-)
- wenige Pipettierschritte nein - ja +
- wenig Hintergrund aus uner- | nein - ja +
winschten Zellen, héhere
Reinheit der isolierten Zellen
- mechanische Beeinflussung | ja - nein +
durch Magnete, Saulen, Filter
- Zellaktivierung hoher - geringer +
- Zeitaufwand hoher - geringer +
- Abpipettieren aus Plasma-In- | ja - nein +
terphase notig (Gefahr von
Zellverlust)
- héhere Vergleichbarkeit unter | nein - ja +
mehreren Anwendern
- individuelle Antikorper ver- | ja + nein -
wendbar (definierter Cocktail)
- CD45-Zellen konnen zusatz- | ja + nein -

42




Ergebnisse

4.1.3 Anwendbarkeit von Konditioniertem Medium zur Kultivierung von Tumorzelllinien

Um das Wachstum der im Spiking-Modell genutzten Zelllinien (HCC4006, SW620) in
Konditioniertem Medium zu testen, wurden diese parallel in ihrem jeweiligen Standardme-
dium und in Konditioniertem Medium kultiviert. Hierbei zeigte sich, dass HCC4006-Zellen
in Konditioniertem Medium kultivierbar waren und mehrmals passagiert werden konnten
(Abbildung 11). Interessanterweise zeigten die HCC4006-Zellen in Konditioniertem Me-
dium eine veranderte Morphologie. Sie bildeten u. a. langere Auslaufer aus.

Abbildung 11 — Zellmorphologie in Abhangigkeit vom verwendeten Medium bei
HCC4006-Zellen. A und B: Konditioniertes Medium, C und D: Standardmedium.

Aufgrund der erfolgreichen Kaultivierbarkeit der HCC4006-Zellen in Konditioniertem
Medium wurde zur weiteren Validierung auch die Kultivierbarkeit von SW620-Zellen in
Konditioniertem Medium getestet. Hierbei zeigte sich, dass die Zellen bereits innerhalb der
ersten drei Tage nach Zugabe des Mediums begannen, sich vom Boden der Kulturflasche zu
I6sen und zu fragmentieren (Abbildung 12). Entsprechend konnte keine sinnhafte Quantifi-
zierung dieser Zellen in Kultur erfolgen.
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Abbildung 12 — Zellmorphologie in Abhéngigkeit vom verwendeten Medium bei
SW620-Zellen. A und B: Konditioniertes Medium, C und D: Standardmedium.

4.1.4 Kultivierbarkeit der HCC4006-Zellen nach Isolierung mittels MACS-System bzw.
RosetteSep™ + SepMate ™

Um sicherzustellen, dass die Zellen (HCC4006) nach Anwendung der getesteten Isolie-
rungsmethoden weiterhin proliferationsfahig sind, wurden die isolierten Zellen anschlieRend
sowohl in ihrem Standardmedium als auch in Konditioniertem Medium kultiviert. Darlber
hinaus wurden verschiedene Kultureinheiten miteinander verglichen. Pro Medium wurden
jeweils drei Blutproben, die initial mit jeweils 100.000 Zelllinien-Zellen gespikt waren, ver-
wendet. Zunéchst wurde das Pellet aus isolierten Zellen im jeweiligen Medium resuspendiert
und die Suspension dann auf vier Kammern eines 8-Kammer-Chamberslides verteilt. Der
Uberstand wurde bei den anfinglichen Medienwechseln in die tbrigen leeren Kammern der
Chamberslides bzw. darauffolgend in die Wells einer 24-Well-Platte pipettiert, um eventuell
noch nicht adhdrente Zellen nicht durch den Mediumwechsel zu verlieren. Alle Kulturpér-
chen wurden parallel kultiviert, um eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.
Nach Gabe der Zellsuspension in die Chamberslides waren zundchst noch viele weiRe und
rote Blutzellen hintergriindig eingesat. Diese Hintergrundzellen wurden durch die Abnahme
der Ubersténde sowie die Medienwechsel innerhalb der ersten Woche gut ausgewaschen. Im
direkten Vergleich fiel auf, dass im Konditionierten Medium durchschnittlich tiber die ersten
14 Tage mehr Zellen in den Chamberslides mit den mittels RosetteSep™ + SepMate ™
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isolierten Zellen als bei den entsprechenden MACS-Chamberslides (Abbildung 13 A) vor-
handen waren. Dabei waren drei Tage nach Inkulturnahme in den Chamberslides, die die
mittels MACS isolierten Zellen enthielten, mehrere groRere Tumorzellen vor allem in den
Ecken und an den Réndern der Kammern erkennbar. Im Standardmedium zeigte sich jedoch
im zeitlichen Verlauf keine eindeutige Uberlegenheit eine der beiden Isolierungsmethoden
(Abbildung 13).

A Proliferation B AUC of Proliferation
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Abbildung 13 — Zellproliferation in Abhangigkeit vom verwendeten Medium und der
verwendeten Isolierungsmethode. A: Zeitlicher Verlauf, B: Area under the curve zur vi-
suellen Verdeutlichung der Unterschiede. Die Fehlerbalken zeigen den Wertebereich (A)
bzw. die Standardabweichung (B) an.

An Tag 4 bildeten sich bereits in beiden Kultureinheiten (Chamberslides und Well-Platten),
in denen das Konditionierte Medium verwendet wurde, zum Teil kleinere Zellverbande. Hin-
sichtlich der Well-Platten ergaben sich im reprasentativen Vergleich von MACS und Roset-
teSep™ + SepMate™ bei einer Versuchsreihe mit Konditioniertem Medium etwas hohere
Zellzahlen nach Verwendung von MACS (Tag 4: 70 vs. 21, Tag 6: 75 vs. 24, Tag 11: 89 vs.
28, Tag 13: 21 vs. 15 Zellen). Beim Standardmedium waren hinsichtlich der Zellzahlen in
den Well-Platten keine auffalligen Unterschiede in Abhangigkeit von der Isolierungsme-
thode nachweisbar. Auch in morphologischer Hinsicht unterschieden sich die Zellen in Ab-
hangigkeit vom jeweiligen Medium. Die Zellen im Standardmedium &hnelten morpholo-
gisch denen der urspriinglichen reinen kommerziellen Zelllinie, wohingegen jene im Kondi-
tionierten Medium innerhalb der ersten Woche deutliche langliche zytoplasmatische Aus-
laufer sowie schmale Zellbriicken untereinander bildeten. Im Verlauf der Kultivierung nahm

die Zellzahl von den Réndern der Kammer bzw. der Wells zur Mitte hin stetig zu.
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Wahrend dabei initial die Zellen im Konditionierten Medium nach Isolierung mittels Roset-
teSep™ + SepMate ™ eine h6here Wachstumsrate aufwiesen, kehrte sich dieses Verhaltnis
zwischen Tag 4 und 7 allméhlich zugunsten des Standardmediums um. Nach Isolierung mit-
tels MACS waren bereits von Beginn an etwas héhere Zellzahlen bei Verwendung des Stan-
dardmediums nachweisbar. Bei beiden Verfahren wurden jedoch an Tag 14 im Konditio-
nierten Medium vergleichsweise weniger Zellen als im Standardmedium beobachtet.

Die Zellen lagen kaum mehr in Zellverbanden vor und begannen, eine blasige Morphologie
aufzuweisen und zu fragmentieren. Im Folgenden war die Zellzahl im Konditionierten Me-
dium stark riicklaufig und es zeigten sich zunehmend grof3e Mengen an braunlichen Parti-
keln. Um zu bestatigen, dass diese keine Artefakte des Konditionierten Mediums darstellten,
wurde pures Medium in einem Well kultiviert, worin sich jedoch keine braunlichen Partikel
bildeten, sodass diese als Zellfragmente interpretiert wurden. An Tag 30 wiesen die Zellen
im Standardmedium zum Teil eine Konfluenz von 100 % auf, wohingegen die Zellen im
Konditionierten Medium, die bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht aufgrund eines kaum mehr
vorhandenen Wachstums bereits verworfen worden waren, allenfalls in den Ecken der
Chamberslides sowie in vereinzelten kleineren Zellverbanden etwas dichter zusammenlagen
(Abbildung 14 und Abbildung 15). Nach insgesamt 35 Tagen Kultivierung wurden die
Chamberslides fiir die Immunfluoreszenz-Mikroskopie geféarbt (siehe Kapitel 4.3.2). Die
Well-Platten mit Standardmedium wurden noch weitere drei Tage kultiviert und dann pro
Platte die Zellen mittels Trypsin abgel6st und jeweils in eine T25-Zellkulturflasche tber-
fuhrt. Darin zeigten die Zellen ein hohes Wachstum mit einer Konfluenz von bis zu 90 %
innerhalb von acht Tagen.

Insgesamt zeigten sich vor allem Unterschiede im Einfluss des Mediums auf das Zellwachs-
tum, wobei sich initial das Konditionierte Medium im Vergleich zum Standardmedium
ebenfalls positiv auf das Zellwachstum auswirkte. Im Folgenden konnte jedoch nur mithilfe

des Standardmediums eine langanhaltende Proliferation erreicht werden (Abbildung 13 A).

Wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben, bestatigte sich auch hier, dass die im
Konditionierten Medium kultivierten Zellen eine im Vergleich zu Zellen im Standardme-
dium deutlich andere Morphologie aufwiesen, die den Ursprungszellen kaum noch glich.
Beide Isolierungsmethoden zeigten, dass sie sich grundsétzlich fur die anschlieBende

Kultivierung der isolierten Zellen eignen.
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Abbildung 14 — Verlauf des Zellwachstums von mittels MACS isolierten Tumorzellen
in Chamberslides in Standardmedium (SM) und Konditioniertem Medium (KM).

A: SM Tag 2 nach Inkulturnahme, B: SM Tag 9, C. SM Tag 32, D: KM Tag 2,
E: KM Tag 8, F: KM Tag 32.

Abbildung 15 — Verlauf des Zellwachstums von mittels RosetteSep™-+SepMate™ iso-
lierten Tumorzellen in Chamberslides in Standardmedium (SM) und Konditioniertem

Medium (KM). A: SM Tag 3, B: SM Tag 14, C: SM Tag 25, D: KM Tag 2, E: KM Tag 14,
F: KM Tag 25.
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4.1.4.1 Wiederholung der Isolierung und Kultivierung mit einer Zellzahl von 100
,.gespikten Zellen

Da die Isolierungs- und Kultivierungsversuche mit einer hohen Zahl an ,,gespikten Zellen
erfolgreich waren, wurden anschlieBend die Versuche mit einer fur Zirkulierende Tumorzel-
len realistischen Zellzahl von 100 erneut durchgefiihrt. Dabei wurde jedoch nur Rosette-
Sep™ + SepMate™ verwendet. Das vorliegende Pellet wurde im jeweiligen Kulturmedium
resuspendiert und die Suspension auf vier Kammern eines 8er-Chamberslides verteilt,
um eine maoglichst realistische Zellzahl pro Kammer zu reprasentieren.

Die hintergrundig vorhandenen Erythrozyten wurden in der ersten Woche gréftenteils aus-
gewaschen. Das abgenommene Medium wurde dabei bei den anfanglichen Medienwechseln
in die noch leeren Kammern der Chamberslides sowie in die Wells einer 48-Well-Platte
gegeben. An Tag 2 nach Inkulturnahme konnten pro Slide vereinzelt zwischen einer und vier
Tumorzellen unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden. In den darauffolgenden Tagen
waren in keiner der Kammern Zellen zu sehen, sodass der Mediumwechsel auch nur noch
alle drei bis vier Tage erfolgte, um eventuell vorhandenen nur langsam adhéarierenden Zellen
die Mdglichkeit zum Anwachsen zu geben. An Tag 9 und 10 waren in beiden Medien jeweils
ein bis vier groRere Einzelzellen in einer Kammer erkennbar, die als Tumorzellen interpre-
tiert werden konnten. An Tag 12 zeigte sich dann in einer Kammer mit Standardmedium ein
kleiner Zellverband (Abbildung 16). Alle anderen Kultureinheiten (zwei der drei mit
Standardmedium und alle drei mit Konditioniertem Medium gefillten Chamberslides)
wurden zu diesem Zeitpunkt verworfen, da keine Zellen nachweisbar waren. Fur die VVersu-
che mit 100 Zellen konnte entsprechend keine sinnhafte vergleichende Quantifizierung er-
folgen. Im Laufe der folgenden 13 Tage nahm der Zellverband kontinuierlich an GréRe zu,
sodass nach insgesamt 41 Tagen eine hohe Konfluenz der Zellen (liber 70 % der Kammer)
vorlag (manuelle Zellzahlung an Tag 1: 4 Zellen, Tag 12: 52 Zellen, Tag 25: > 1000 Zellen).
Nach insgesamt 72 Tagen in Kultur wurden die Zellen fir die Immunfluoreszenzmikrosko-
pie gefarbt (siehe Kapitel 4.3.2, Abbildung 20, Abbildung 21 und Abbildung 24).
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Ergebnisse

Abbildung 16 — Verlauf des Zellwachstums von mittels RosetteSep™ + SepMate™
isolierten Tumorzellen (100 Zellen) in Chamberslides in Standardmedium. A: Tag 15,
B: Tag 28, C: Tag 38.

4.1.5 Kultivierbarkeit der SW620-Zellen nach Isolierung mittels MACS-System bzw.
RosetteSep™ + SepMate ™
Mit den SWG620-Zellen wurde prinzipiell wie mit den HCC4006-Zellen verfahren.
Die einzigen Unterschiede bestanden in der Verwendung eines anderen zellspezifischen
Standardmediums sowie von 48- statt 24-Well-Platten, um eine schnellere Konfluenz
erreichen zu kdnnen.
Die hintergriindigen Blutzellen konnten innerhalb der ersten Woche nach Inkulturnahme gut
ausgewaschen werden. Bereits an Tag 3 waren in den Chamberslides mit Standardmedium
kleine Zellverbénde jeweils Uber das gesamte Kammerfeld erkennbar. Beim Konditionierten
Medium waren hingegen von Beginn an deutlich weniger Zellen lichtmikroskopisch zu
sehen, deren Auftreten zumeist auch nur auf die Ecken der Kammern begrenzt war. Zudem
wies das Konditionierte Medium viele braunliche Zellfragmente auf. Im weiteren Verlauf
proliferierten die Zellen im Standardmedium weiterhin sehr gut, wéhrend im Konditionier-
ten Medium immer weniger Zellen nachweisbar waren. Dies war auch bei den 48-Well-
Platten zu beobachten. Hier war seit Beginn kein Wachstum erkennbar, Zellen lagen allen-
falls sehr vereinzelt vor und waren von vielen Zellfragmenten umgeben. Die Well-Platten
mit dem Konditionierten Medium wurden daher an Tag 10 verworfen. Am selben Tag hatten
die Zellen in den Chamberslides zum Teil eine Konfluenz von 70 % erreicht, an Tag 14 von
teilweise 100 % (Abbildung 17), sodass die Farbung fur die Immunfluoreszenzmikroskopie
erfolgte (siehe Kapitel 4.3.2). Die Zellen in den 48-Well-Platten mit dem Standardmedium
wurden noch weitere 27 Tage kultiviert, bis auch diese eine Konfluenz von 100 % erreichten.
Da in keiner der Kultureinheiten mit Konditioniertem Medium ein fir eine Férbung
ausreichendes Zellwachstum nachgewiesen werden konnte, konnte keine Immunfluores-
zenzfarbung fir diese Zellen erfolgen. Da sich zu keiner Zeit visuell signifikante Zellzahlen
im Konditionierten Medium zeigten, war entsprechend auch keine vergleichende Quantifi-
zierung wéhrend der Kultivierungsversuche moglich.
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Ergebnisse

Tag 14

Abbildung 17 — Verlauf des Zellwachstums von mittels MACS (Al — F1) bzw. Rosette-
Sep™ + SepMate™ (A2 — F2) isolierten SW620-Zellen in Chamberslides in Standard-
medium (A — C) bzw. Konditioniertem Medium (D - F).

Insgesamt proliferierten die SW620-Zellen im Standardmedium schneller als die HCC4006-
Zellen in ihrem Standardmedium. Dieses Verhalten konnte jedoch bereits an den reinen
Zelllinien beobachtet werden, war also auch bei den isolierten Zellen zu erwarten.
Das Konditionierte Medium fuhrte im Vergleich zum Standardmedium bei den SW620-

Zellen zu keinem Zeitpunkt zu einem ausreichenden Wachstum.
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4.2 ISOLIERUNG UND KULTIVIERUNG VON ZIRKULIERENDEN TUMOR-
ZELLEN AUS KLINISCHEN PROBEN

Da die beiden getesteten Isolierungsmethoden erfolgreich auf das Spiking-Modell angewen-
det werden konnten und auch die Kultivierungsversuche mit beiden verwendeten Medien
zur Proliferation von insbesondere HCC4006-Zellen fuhrten, wurden die Methoden
anschlieBend an klinischen Proben getestet (vgl. Abbildung 6). Es sollte insbesondere ge-
pruft werden, ob sich dadurch CTCs aus Blutproben isolieren und anschliel3end kultivieren
lassen, um perspektivisch eine ausreichend hohe Zellzahl fir weitere diagnostische Analy-

sen erzielen und somit die Wahl des optimalen Therapieregimes ermdglichen zu kénnen.

4.2.1 Vergleich von Kulturbedingungen fur CTCs aus klinischen Proben

Nachdem sich in den Versuchen am Spiking-Modell herausgestellt hatte, dass die Isolierung
mittels RosetteSep™ + SepMate™ der MACS-Methode hinsichtlich Zeitaufwand, Quantitat
und Reinheit der isolierten Zellen Uberlegen ist, wurden die Zirkulierenden Tumorzellen
(CTCs) aus klinischen Blutproben ebenfalls mit der RosetteSep™ + SepMate™-Methode
isoliert. Die Arbeitsschritte erfolgten dabei wie in Kapitel 3.2.6.2 beschrieben. Um keine der
raren Zellen aus den Blutproben zu verlieren, wurden flr die jeweilige Probe keine Cyto-
spins angefertigt bzw. auch keine anderen Verfahren angewendet, um die Zellzahl nach der
Isolierung zu bestimmen. Stattdessen wurde die bearbeitete Probe makroskopisch betrachtet
und auf das Vorliegen eines diinnen Zellpellets am Boden des Zentrifugenréhrchens
kontrolliert, um ein VVorhandensein von Zellen zu bestétigen, auch wenn sich dadurch initial
noch kein Nachweis liefern lieB, dass sich unter diesen Zellen auch CTCs befanden.
Das jeweilige Zellpellet konnte dann problemlos resuspendiert und in die entsprechenden
Kultureinheiten gegeben werden.

Insgesamt konnten von fiinf Patienten mit der Diagnose ,,Lungenkarzinom* jeweils zwei
7,5 mL EDTA-Vollblutproben zur Isolierung von Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs)
gewonnen werden. Zu zwei der Patienten waren auflerdem korrespondierende intraoperative
Proben des Tumor- und des umgebenden Normalgewebes verfligbar, sodass hiermit auch
Vergleiche zwischen dem Wachstumsverhalten von CTCs und Zellen des Primérgewebes
eines Individuums angestellt werden konnten.

Hinsichtlich der Kultivierung der CTCs sollte ein Vergleich des Wachstums unter Einsatz
von Konditioniertem Medium vs. Standardmedium (RPMI1640-Medium) erfolgen.
Es konnten in vier der funf Kulturpéarchen jeweils innerhalb der ersten 14 Tage nach

Inkulturnahme einzelne Zellen in den Chamberslides mit RPMI1640-Medium unter dem
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Lichtmikroskop nachgewiesen werden. Diese Zellen wiesen eine rundliche Form auf und
erschienen relativ homogen. Zudem lagen sie gruppiert beieinander, ohne jedoch eine
Konfluenz untereinander zu erreichen. Einige der nachweisbaren Zellen présentierten sich
mit einem etwas breiter ausladenden Zytoplasma. Insgesamt konnten im Standardmedium
(RPM11640-Medium) jeweils in den ersten zwei Wochen nach Inkulturnahme CTC-
suspekte Zellen in konstanter oder leicht ansteigender Anzahl gefunden werden. In der ma-
nuellen Quantifizierung waren dabei max. 30 Zellen je Kultureinheit nachweisbar. Diese
konfluierten jedoch zu keinem Zeitpunkt und nahmen in ihrer Zahl bis zum Ablauf der
vierten Woche kontinuierlich wieder ab. Bei den in Konditioniertem Medium Kultivierten
CTCs waren nur bei einem der Kulturpérchen innerhalb der ersten Tage nach Inkulturnahme
fraglich Zellen nachweisbar, die wenig spater nicht mehr zu beobachten waren.
In den Ubrigen Kultureinheiten mit Konditioniertem Medium zeigten sich keine CTCs.
Das jeweilige Medium unterlag lediglich einer starken Triibung, die sich vermutlich durch
die reichlich vorhandenen Zellfragmente erkléaren lasst. Weiterhin waren in samtlichen
48-Well-Platten, in die die Uberstande aus den Chamberslides bei jedem Mediumwechsel
pipettiert wurden, keinerlei Zellen nachweisbar. Auch hier zeigte sich lediglich eine starke

Tribung des Kulturmediums.

4.2.2 Vergleich des Wachstumsverhaltens von CTCs und Zellen des Primartumors
Hinsichtlich des Primérgewebes konnten aus beiden verfligbaren Probenpérchen Einzelzel-
len isoliert und in Konditioniertem Medium kultiviert werden. Dabei war bereits nach
13 Tagen nach Inkulturnahme eine Konfluenz von nahezu 100 % zu beobachten, sodass die
erste Passagierung erfolgen konnte (Abbildung 18 A und B). Die Zellen aus den
Primérgewebeproben waren also im Konditionierten Medium erfolgreich kultivierbar,
wohingegen die Zirkulierenden Tumorzellen (CTCs), die vom selben Primértumor
abstammten, in diesem Medium keine Proliferation zeigten, sondern nur initial im
RPMI11640-Medium nachweisbar waren (Abbildung 18 C und D).
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Abbildung 18 — In Konditioniertem Medium kultivierte Zellen des Primartumors sowie
aus Blutproben isolierte in Standardmedium (RPMI11640-Medium) kultivierte Zellen
desselben Spenders. A und B: Zellen aus Tumorgewebe an Tag 13 nach Inkulturnahme,
C: CTCs aus Blutproben an Tag 14, D: CTCs aus Blutproben an Tag 20. Keine Aufnahmen
zu CTCs in Konditioniertem Medium, da kein Wachstum nachweisbar.

Im Rahmen der Kultivierung der Primértumorzellen wurde beim Splitten versuchsweise auf
die dem Konditionierten Medium zur Komplettierung der Gebrauchsldsung beizuftigenden
Zusétze (siehe Kapitel 8.3.3.4) verzichtet. Die Grundlésung enthielt die Zusétze zwar
bereits, aber nicht in derselben hohen Menge wie die Gebrauchslosung. Hierbei zeigte sich,

dass die Primartumorzellen auch ohne die Zusatze weiterhin proliferierten.

4.3 CHARAKTERISIERUNG VON (ZIRKULIERENDEN) TUMORZELLEN

4.3.1 Einsatz von Anti-Fibroblasten-Microbeads zur Charakterisierung des Zelltyps von
in Konditioniertem Medium kultivierten Zellen

Da sich die Morphologie der Zellen unter dem Einfluss des Konditionierten Mediums im
Vergleich zur Ursprungszelle deutlich veranderte und eher an ein fibroblastenartiges Wachs-
tum erinnerte, wurden die Zellen aus Passage 15 bei hoher Konfluenz aus der T25-Zellkul-
turflasche geldst und wie unter 3.2.10.3 beschrieben mithilfe von Anti-Fibroblast Micro-
beads (Miltenyi Biotec) isoliert. AnschlieBend wurden diese mittels anti-panCytokeratin
gefarbt (Abbildung 19). Die isolierten Zellen wurden wieder in eine T25-Zellkulturflasche
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gegeben und bis zur Passage 18 weiterkultiviert, woraufhin dieser Versuch zur Bestéatigung
der Ergebnisse wiederholt wurde. Hierbei zeigte sich, dass die anwachsenden Zellen bereits
nach einem Tag die gleiche Morphologie wie zuvor aufwiesen und somit davon ausgegangen
werden kann, dass es sich nicht um Fibroblasten handelte, sondern die Zellen unter dem
Einfluss des Konditionierten Mediums ihre Morphologie verdnderten. Zudem lie3en sich
Fibroblasten in einer Kontrollfarbung nicht mittels anti-panCK anférben.

Abbildung 19 — Aufnahmen von immunzytochemisch gefarbten HCC4006-Zellen nach
Anwendung eines Anti-Fibroblasten-Kits. A: In Konditioniertem Medium kultivierte
HCC4006-Zellen nach Anti-Fibroblasten-Kit, B: In Standardmedium Kkultivierte reine
HCC4006-Zellen, C: 3T3-J2-Fibroblasten als Negativkontrolle. Cytospins wurden mittels
anti-panCK-Antikorpers (Klon: AE1/AES; rot) und Hamatoxylin (violett) gefarbt.

4.3.2 Nachweis des epithelialen Charakters der Zellen mittels Immunfluoreszenz

Zur Charakterisierung der kultivierten Zellen wurden die Zellen mit Immunfluoreszenzfarb-
stoffen gefarbt. Hierbei wurden ein griin fluoreszierender (AlexaFluor488) anti-panCytoke-
ratin-Antikorper (Marker fur epitheliale Zellen), ein rot fluoreszierender (AlexaFluor594)
anti-CD45-Antikorper (Marker fir Leukozyten) als Negativkontrolle sowie das blau
fluoreszierende DAPI fir die Kernfarbung verwendet (Abbildung 20).
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Abbildung 20 — Immunfluoreszenzaufnahmen von in Konditioniertem Medium kulti-
vierten Zellen. A: Overlay, B: anti-panCytokeratin (AlexaFluor488), C: anti-CD45
(AlexaFluor594), D: Kernfarbung (DAPI), E: Farbekontrolle an CD45-positiven Blutzellen.

Im Vergleich der Fluoreszenzsignale mit dem anti-panCytokeratin-Antikorper wurden bei
den HCC4006-Zellen etwas intensivere Farbungen beobachtet als bei den SW620-Zellen
(vgl. Abbildung 21 A und B mit Abbildung 21 E). Auf allen Objekttragern, auf denen licht-
mikroskopisch bis zum Tag der Farbung Zellen beobachtet werden konnten, konnten diese
auch mittels Immunfluoreszenz wieder detektiert werden.

Bei den in Konditioniertem Medium kultivierten HCC4006-Zellen zeigte sich unter dem
Fluoreszenzmikroskop noch deutlicher die von den Ausgangszellen abweichende Morpho-
logie (vgl. Abbildung 21 A und B mit Abbildung 21 C und D).
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Neben den lichtmikroskopisch bereits nachgewiesenen langlichen Ausziehungen, die mittels
Immunfluoreszenz noch besser dargestellt werden konnten, zeigten viele Zellen ein von der
Form her nicht homogenes breites Zytoplasma. Hinsichtlich der zuvor verwendeten Isolie-

rungsmethoden zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezuglich der Morphologie.

100 pm

Abbildung 21 — Immunfluoreszenzaufnahmen der kultivierten Zellen (grin: anti-
panCK, rot: anti-CD45, blau: DAPI). A-D: HCC4006-Zellen. A: MACS Standardmedium,
B: RosetteSep™ Standardmedium, C: MACS Konditioniertes Medium, D: RosetteSep™
Konditioniertes Medium, E: SW620-Zellen, RosetteSep™, Standardmedium. Keine Auf-
nahmen zu SW620-Zellen in Konditioniertem Medium, da kein Wachstum nachweisbar.

Zur Beurteilung der Veranderungen der Zellen in Abhangigkeit vom verwendeten Medium,
wurden die Zellmorphologie, Kerndurchmesser, langster bzw. kiirzester (durch das Zentrum
gemessener) Zelldurchmesser sowie Vorhandensein von zytoplasmatischen Auslaufern
beurteilt. Dabei wurden vornehmlich gut erkennbare Einzelzellen bzw. Zellen innerhalb

eines Clusters, die als einzelne Zellen abgrenzbar waren, manuell (h&ndisch) analysiert, um

56



keinen Auswertungsfehler zu generieren (daher erfolgte kein Vermessen von Clustern, bei
denen die Zellgrenzen der Einzelzellen nicht erkennbar waren).

Insgesamt konnten unter diesen VVoraussetzungen auf 40 Objekttrdgern 482 Zellen beurteilt
werden (309 aus Standardmedium, 173 aus Konditioniertem Medium). Die erhobenen Werte
sind detailliert im Anhang (8.3.5) und in der Tabelle 8 sowie in der Abbildung 22 und Ab-
bildung 23 dargestelit.
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Abbildung 22 — Vergleich der Zellmorphologie in Abhangigkeit vom verwendeten
Medium und der verwendeten Isolierungsmethode. A: Mittelwerte der kleinsten und
grolten Zelldurchmesser, B: KerngroRRe. Die Fehlerbalken zeigen den Wertebereich an.
Nach Anwendung des Kruskal-Wallis-Test zeigte sich bei der Methode MACS ein signifi-
kanter Unterschied hinsichtlich der Mittelwerte der Zelldurchmesser (p < 0,0001) und der
KerngroRe (p < 0,0001) zwischen dem Standardmedium und dem Konditionierten Medium
zugunsten hohere Messwerte bei letzterem. Bei alleiniger Betrachtung der Methode Roset-
teSep™ + SepMate™ zeigte sich zwischen den Kulturmedien zwar auch ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Zelldurchmesser (p < 0,0001) zugunsten des Konditionierten
Mediums, jedoch nicht beziiglich der Kerngrél3e (p = 0,0798).

Signifikante Unterschiede zwischen den verwendeten Isolierungsmethoden ergaben sich
beim Konditionierten Medium hinsichtlich der Zelldurchmesser (p = 0,0003) zugunsten Ro-

setteSep™ + SepMate™, jedoch nicht beziiglich der Kerngrofie (p > 0,9999). Bei alleiniger
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Betrachtung des Standardmediums zeigte sich sowohl beim Mittelwert der Zelldurchmesser
(p = 0,0088) als auch bei der Kerngrdlie (p = 0,0180) ein signifikanter Unterschied mit ho-

heren Messwerten zugunsten RosetteSep™ + SepMate™,

Tabelle 8 - Vergleich der Anzahl an Zellen mit zytoplasmatischen Auslaufern sowie
Anzahl der Zellkerne in Abhéngigkeit von der verwendeten Isolierungsmethode sowie
vom verwendeten Medium (in Klammern: Anteil in % sowie Anzahl absolute Zahlen an Auslaufern

bzw. Zellkernen)

MACS MACS RosetteSep™ | RosetteSep™
(SM) (KM) + SepMate™ | + SepMate™
(SM) (KM)
Anzahl Zellen mit zyto- | 10 (6,5%) 58 (52,7%) 12 (7,8%) 25 (39,7%)
plasmatischen Auslaufern: | (10x1) (13x1, 23x2, 15x3, | (12x1) (10x2, 7x3, 1x5,
5x4, 2x5) 2x6)
Anzahl Zellen mit 2 oder | 1 (0,6%) 19 (17,3%) 8 (5,2%) 3 (4,8%)
mehr Kernen: (1x2) (10x2, 8x3, 1x > 3) (7x2, 1x3) (1x2, 2x3)

Der Anteil der Zellen mit zytoplasmatischen Auslaufern war bei jenen Zellen deutlich hoher,
die in Konditioniertem Medium kultiviert wurden, unabhangig von der verwendeten Isolie-
rungsmethode. Hinsichtlich der Anzahl an Zellen, die mindestens 2 Zellkerne aufwiesen,

zeigte sich nur bei der Methode MACS ein deutlicher Unterschied zwischen den Medien.

Vergleich hinsichtlich Zytoplasma-Auslaufern
und Kernzahl

60
50
40

30

% der Gesamtzellzahl

Anteil Zellen mit zytoplasmatischen Anteil Zellen mit 2 oder mehr Kernen

Ausliufern

MACS SM mRosetteSep + SepMate SM mMACS KM m RosetteSep + SepMate KM
Abbildung 23 — Vergleich der Anzahl an Zellen mit zytoplasmatischen Auslaufern so-
wie Anzahl der Zellkerne in Abh&angigkeit von der verwendeten Isolierungsmethode

sowie vom verwendeten Kulturmedium
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Fur alle in Konditioniertem Medium kultivierten SW620-Zellen waren weder lichtmikro-

skopisch noch mithilfe des Immunfluoreszenzmikroskops Zellen nachweisbar.

Zum Nachweis, dass die Zellen in Standardmedium auch bei einer initial geringen
Ausgangsmenge, sprich weiter auseinander liegenden Einzelzellen, nicht ihre typische Mor-
phologie dnderten und nicht den Zellen in Konditioniertem Medium &hnelten, wurden auch
flr die Spiking-Versuche mit 100 Zellen (siehe Kapitel 3.2.4) Immunfluoreszenzfarbungen
durchgefuhrt (Abbildung 24). Diese Zellen zeigten meist eine rundliche bis geringflgig
langliche Form mit glatter Begrenzung sowie ein gleichmalig um den Zellkern konfigurier-
tes Zytoplasma, ebenso wie es bei den gefarbten Zellen aus den Spiking-Versuchen mit
100.000 Zellen der Fall war. Die Ausbildung von interzellularen Bricken war nur in
verhaltnismaRig geringer Anzahl sichtbar. Insgesamt unterschieden sich auch diese Zellen

deutlich von denen, die im Konditionierten Medium kultiviert worden waren.

Abbildung 24 — Immunfluoreszenzaufnahmen (beispielhaft) nach der Kultivierung von
100 Zellen der Zelllinie HCC4006. A-D: HCC4006-Zellen (grun: anti-panCK,
blau: DAPI).
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4.3.3 Nachweis des epithelialen Charakters der Zellen mittels Immunzytochemie

Die primar fur die Quantifizierung der Zellen in Abhédngigkeit von der gewahlten Isolie-
rungsmethode durchgefuhrte immunzytochemische Féarbung (siehe Kapitel 3.2.7) der Zellen
aus dem Spiking-Modell wurde auch zur Beurteilung der Spezifitat der verwendeten Anti-
korper sowie der Morphologie, GroRe, Kern-Plasma-Relation und Clusterbildung der iso-
lierten Zellen herangezogen. Hierbei zeigte sich, dass der gewahlte anti-pan-Cytokeratin-
Antikdrper (Klon AE1/AE3) die isolierten HCC4006-Zellen mit hoher Intensitat rot anfarbte
(Abbildung 25). Die hintergriindigen weien Blutzellen wiesen dagegen nur eine leicht
livide Farbung auf. Um einen Richtwert fiir die durchschnittliche ZellgréRe der immunzyto-
chemisch geférbten isolierten Zellen der gespikten Zelllinie zu erhalten, wurden exempla-
risch 100 Zellen (jeweils 50 pro Isolierungsmethode) manuell ausgemessen. Mit jeweils so-
wohl einem arithmetischen Mittelwert als auch Median von 27 pm ergab sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Isolierungmethoden, die Spannweite lag bei 18 bis 52 pm.
Zudem fiel auf, dass die Zellen haufig in Clustern aus mindestens zwei Einzelzellen zusam-
menlagen und dabei vor allem nach Isolierung mittels RosetteSep™ teilweise von kleineren
bis etwa 7 um groRRen Zellen umlagert waren. Dariiber hinaus waren bei einigen Zellen zwei
oder mehr Zellkerne sichtbar mit einer bildmorphologisch geschatzten Kern-Plasma-Rela-
tionvon1:3bisl: 2.

50 um - g 50 pm

Abbildung 25 — Repréasentative Aufnahmen der immunzytochemisch gefarbten
HCC4006-Zellen nach Isolierung mittels RosetteSep™ + SepMate™ zur Beurteilung
der Morphologie und Zellanordnung. Cytospins wurden mittels eines anti-panCytokera-
tin-Antikorpers (Klon: AEL1/AE3; rot) und Ha&matoxylin (violett) gefarbt. Der Pfeil
kennzeichnet eine Zelle mit zwei Zellkernen.
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5 DISKUSSION

5.1 ISOLIERUNG VON (ZIRKULIERENDEN) TUMORZELLEN

Der Vergleich zweier Methoden zur Isolierung von nicht-hdmatopoetischen Zellen ein-
schlielich Zirkulierender Tumorzellen (CTCs) hat gezeigt, dass beide Methoden grundsatz-
lich fur die Isolierung und anschlieRende Kultivierung von Tumorzellen geeignet sind. Die
Prozedur der Isolierung scheint den Zellen nicht zu schaden, da sowohl Zellen, die mit dem
MACS-System isoliert wurden, als auch Zellen, die das RosetteSep™-Verfahren durchlau-
fen haben, anschlieBend gut weiterkultiviert werden konnten. Fiir das RosetteSep™-Verfah-
ren gibt es dartiber hinaus bereits Publikationen von Cayrefourcq et al. [72] sowie Grillet et
al. [79], in denen die erfolgreiche Etablierung von CTC-Zelllinien nach Isolierung mittels
RosetteSep™ beschrieben wird.

Neben Vorteilen in Quantitit und Reinheit zeigte das RosetteSep™ + SepMate™-Verfahren
auch deutliche Vorteile hinsichtlich Handhabung und Zeitaufwand bei annahernd vergleich-
baren Kosten (Tabelle 7). Bei den klinischen Proben schwankt die CTC-Zellzahl in 7,5 mL-
EDTA-Blutproben abhangig von verschiedenen Faktoren zwischen 1 und Gber 400 [35, 36]
und laut den Ergebnissen einer unveroffentlichten Arbeitsgruppen-internen Untersuchung
hinsichtlich Lungenkarzinomen zwischen 0 und 110, wobei etwa 80% der Proben eine Zell-
zahl von unter 30 aufweisen. Daher war es wichtig, moglichst wenige Zellen zu verlieren
und wenig Zeit bis zur Inkulturnahme aufzuwenden, um weder Apoptose oder Nekrose noch
aufgrund des Temperaturunterschiedes Veranderungen auf der Genexpressionsebene zu pro-
vozieren [110]. Das RosetteSep™-Verfahren gentigte diesen Anforderungen, soweit bei ge-
ringer Zahl an VVersuchswiederholungen beurteilbar, tendenziell besser. Es zeigten sich sig-
nifikant hohere Zahlen an Spiking-Zellen bei signifikant mehr hintergriindigen Erythrozyten.
Hinsichtlich der Leukozyten ergab sich zwar statistisch kein signifikanter Unterschied, in
absoluten Zahlen zeigte sich jedoch eine flinfmal geringere Zellzahl als beim MACS-Ver-
fahren, sodass die fehlende Signifikanz am ehesten in der Stichprobengrofie begrindet sein
konnte. Die Ausbeute der isolierten Zellen war im Vergleich zu den eingesetzten (,,gespik-
ten”) Zellen mit 19,6 % (MACS) und 23,1 % (RosetteSep™ + SepMate™) dennoch relativ
gering (Tabelle 6).

Fur die hier durchgefiihrten Versuche wurde aufgrund der technisch vorhandenen Mdglich-
keiten zum einen das MACS verwendet und aufgrund der Mdoglichkeit einer Negativ-
selektion mit dem RosetteSep™-Verfahren verglichen. Entscheidend war v.a. die Auswahl

von Verfahren, mit denen eine nachfolgende Kultivierung der Zellen noch moglich war.
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Wichtig war daher nicht nur eine moglichst ertragreiche Isolierung, sondern insbesondere
dass die resultierenden Zellen auch noch geeignet flr eine weitere Kultivierung waren.
Im Vergleich mit anderen Isolierungsmethoden (vgl. zum Beispiel Bankd et al. [186]) zeigte
sich in dieser Arbeit dennoch eine vergleichsweise geringere Isolierungsrate der zuvor
gespikten Zellen. So fuhrt Bankd et al. beispielsweise eine hohere Detektionsrate bei Ver-
wendung eines NP-HBCTC-Chips an [186]. Allerdings betragt die aufzuwendende Zeit fur
eine Isolierung dabei bis zu 4 Stunden, sodass eine schnelle Inkulturnahme nach Isolierung
nicht durchfihrbar und aufgrund des Zeitfaktors ohne Kulturmedium ein relativ hoher
Zellverlust zu erwarten wére. Zhang et al. erzielten in Spiking-Versuchen unter Anwendung
eines neu entwickelten Isolierungsverfahrens (&hnlich einem CTC-Chip) Ausbeuten zwi-
schen 60 und annéhernd 100 % abhangig von der verwendeten Zelllinie und der initial in
Kultur gegebenen Zellzahl [76]. Solche Chip-Methoden lassen eine zeitnahere Kultivierung
auf dem Chip selbst zu oder ein Herauslosen der Zellen aus dem Chip, woflr bei Letzterem
jedoch wiederum Chemikalien oder mechanische Krafte eingesetzt werden missen, was
wiederum die Qualitat der Einzelzellen beeinflussen kdnnte.

Ebenso werden bei sehr vielen Verfahren der Positivselektion (i.d.R. tber EpCAM) héhere
Zellzahlen erreicht, jedoch war auch hier ein Vergleich nicht sinnvoll, da bewusst eine Ne-
gativselektion der unerwinschten Zellen verfolgt wurde, um mdgliche Phé&notypen bzw.
Subpopulationen der CTCs, die nicht das verwendete Marker-Epitop tragen, nicht zu ver-
lieren. Sowohl bei den Immunaffinitats-basierten als auch GroRen-basierten Verfahren
wurde in den verglichenen Methoden i.d.R. eine Detektion tiber EpCAM oder auch HER2
und / oder EGFR erzielt. Aussagen zu Subpopulationen der zu untersuchenden Zellen
konnten entsprechend nicht getroffen werden. Da teilweise Studien sogar zeigten, dass auch
Patientinnen und Patienten mit benignen Organerkrankungen Zellen mit epithelialen Mar-
kern wie EpCAM aufweisen kénnen [186], kénnte deren Detektion zu einer Uberschiatzung
der eigentlich erwinschten Zellen fuhren. Es wurden bereits CD45-positive Zellen im Blut
von Krebspatienten detektiert, die zusatzlich Cytokeratine oder EGFR exprimieren und so-
mit sowohl hamatopoetische als auch epitheliale Marker aufweisen [8]. Unklar bleibt, wie
solch eine atypische CD45-positive Zelle entstehen kann und ob es sich um eine Tumorzelle
handeln kann. Eine mogliche Erklarung wére, dass es zu einer Fusion von hdmatopoetischen
Zellen und CTCs kommt oder zumindest eine Interaktion zwischen den unterschiedlichen
Zelltypen stattfindet, wobei letzteres bereits zum Beispiel bei der Entstehung sogenannter
endothelial-epithelialer Fusionscluster vermutet wird [111]. Solche Zellen kdnnten dann die
tatséchliche Zellausbeute bei der Isolierung beeinflussen. Um dieses Problem zu umgehen,
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wurden GrolRen-basierte Methoden etabliert, mit denen die Zellen alleine aufgrund ihrer
GroRe (oder teilweise in kombinierten Verfahren mit Antikdrpermarkierung) isoliert werden
kdnnen. Dadurch wird versucht, den Verlust von Subpopulationen zu reduzieren, allerdings
zeigten einige Arbeiten, dass die Interferenz mit den ebenfalls in einer Vollblutprobe
vorhandenen Leukozyten sehr hoch sein kann, was zu einem Verstopfen der verwendeten
Filter / Membranen und somit zu einem héheren Hintergrund und einer entsprechend gerin-
geren Reinheit fihren kann. AulRerdem unterliegt die GroRe einiger CTCs einer Spannweite
von etwa 9-19 pum [186], wobei sich hier eine Uberlappung zu der GréRe von Leukozyten
zeigt, sodass rare Zellen beim Herausfiltern vermeintlicher Leukozyten verloren gehen
konnten. Ein weiteres Problem besteht darin, dass Zellen von Karzinomzelllinien in einigen
Fallen groRer sind als CTCs, was ein Problem der Vergleichbarkeit bei Isolierungsversuchen
darstellt.

Da das Augenmerk in dieser Arbeit auf die Zellzahl, Handhabbarkeit, kurze Isolierungszeit,
unmarkierte sowie moglichst durch Chemikalien oder mechanische Einflisse wenig bis
nicht beeinflusste Zellen und Beriicksichtigung von Subpopulationen gelegt wurde, wurde
schlieBlich ein Verfahren der Negativselektion, d.h. in diesem Falle RosetteSep™ + Sep-
Mate™, als geeignetste Methode fiir die Isolierungsversuche angesehen. Es erschien damit
eine vielfaltige Verwendung der isolierten Zellen fur eine Quantifizierung und Férbungen
mdoglich (da ungebunden im Medium vorliegend), wobei die Isolierungsdauer aber als nicht
zu lang erachtet wurde, um ausreichend vitale Zellen in Kultur nehmen zu kdnnen.
Verglichen mit anderen Arbeiten, die RosetteSep™ (teilweise jedoch nicht als Negativse-
lektion) verwendeten, waren dort Detektionsraten von etwa 62,5% zu erzielen (vgl. Rushton
et al. [187]). Etwa 70 % Ausbeute erzielten Kulasinghe et al. mit Spiking-Versuchen mittels
RosetteSep™ [39]. Allerdings ist anzumerken, dass diese Versuche mit Zelllinien von Kopf-
/Hals-Karzinomen, insbesondere auch Plattenepithelkarzinomen, durchgefuhrt wurden und
es sich dabei um nachweislich EpCAM-positive Zellen handelte. Obwohl ein identischer
Antikorper-Cocktail verwendet wurde, besteht die Mdglichkeit, dass die Antikdrper in Ab-
héngigkeit von der Entitat unterschiedlich stark an die zu eliminierenden Zellen binden.
Auch eine Interaktion zwischen Tumorzellen bzw. CTCs und den zu depletierenden Zellen
ist denkbar. Moglicherweise binden CTCs von Lungenkarzinomen stérker an weif3e Blutzel-
len als CTCs von Kopf-/Hals-Tumoren, sodass diese im Rahmen der Depletion unerwiinsch-
terweise in einem grofReren Ausmald mit eliminiert werden. Drucker et al. verwendeten in
einem Spiking-Modell mit Brustkrebszellen ebenfalls eine Negativselektion mittels Ro-

setteSep™ und konnten ebenfalls nur vergleichsweise geringe Zellzahlen wiederdetektieren
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(34 +/- 15% bei 1000 gespikten Zellen) [189]. Auch andere mit RosetteSep™ arbeitende
Arbeitsgruppen erzielten Detektionsraten im Spiking-Modell von 40 bis 64%. Auch in deren
Versuchsaufbau erfolgte teilweise ein Aufbringen der Zellen auf Cytospin-Objekttrager
sowie eine immunzytochemische Féarbung. Es kann also auch durchaus in Betracht gezogen
werden, dass die eigentliche Detektionsrate prinzipiell hoher ist, jedoch durch die Zentrifu-
gation fir die Cytospins sowie durch die immunzytochemische Farbung moglicherweise ein
gewisser Zellverlust auftritt. Weiterhin spielen sicherlich auch Labor-abhéngige technische
Parameter eine begleitende Rolle. Betrachtet man nur die Ergebnisse der Detektionsraten
mittels RosetteSep™-Verfahren in anderen Arbeitsgruppen, welche teilweise ebenfalls nur
Wiederholungen von n = 3 bis 7 durchgefiihrt haben, ist auch hier keine optimale Vergleich-
barkeit der Faktoren Entitat der Zelllinie, Versuchsaufbau, labortechnische Bedingungen
sowie Quantifizierungsmethode gegeben, weshalb nicht unbedingt davon ausgegangen
werden kann, dass die Detektionsrate in dieser Arbeit mutmaRlich geringer ist.

Hinsichtlich der Tatsache, dass andere Arbeitsgruppen bisher teilweise deutlich hdhere Zell-
zahlen bei Isolierungen erreichten (Effizienz von 42-99 %, wobei je nach verwendeten
Zelllinien und Verfahren auch teilweise deutlich geringere Werte erzielt wurden), sollte ne-
ben den bereits angefiihrten Punkten (z. B. Entitat, Art der Zelllinie, Selektionsart, VVersuch-
saufbau) auch berucksichtigt werden, dass die genannten Arbeitsgruppen meist primér das
Ziel einer optimalen Quantifizierung der Zellen fiir den klinischen Kontext im Sinne einer
weiteren Downstream-Analyse verfolgten. Von Bedeutung war hierbei vor allem, vitale
Zellen zu detektieren, die z. B. fur Genanalysen oder Farbungen weiter verwendet werden
konnen. Bei vielen der von Banko et al. dargestellten Methoden war entsprechend eine Eig-
nung fir eine anschlieRende Inkulturnahme der detektierten Zellen kaum bis gar nicht ge-
geben (da Zellen z. B. im Isolierungs-Device gebunden waren, lange Isolierungszeiten
bestanden oder die Zellen durch bestimmte Antikdrper oder andere Partikel markiert waren)
bzw. erst gar nicht tberprift worden.

Weiterhin sollte die Zahl der gespikten Zellen betrachtet werden. In dieser Arbeit wurden
flr das Spiking-Modell etwa 2150 Zellen in 7,5 mL Blut gespikt, wohingegen Kulasinghe et
al. weniger als 100 Zellen in die gleiche Menge Blut gaben [39]. Daher ware zu untersuchen,
ob sich die Rate der nach der Isolierung detektierten Zellen erh6hen wiirde, wenn eine Kklei-
nere Anzahl an Zellen gespikt wiirde. Bei der MACS-Methode kénnte man mutmafen, dass
zu viele Zellen die verwendete Sdule tberladen konnten, sodass es zu einem Zellverlust

kommt, was allerdings aufgrund des Verhéltnisses der GroRe von Zellen zu Poren der Saule
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als eher unwahrscheinlich erscheint. Bei RosetteSep™ konnte eine hohere Zellzahl bedeu-
ten, dass verhaltnismalig mehr Zellen aufgrund einer insgesamt groReren Masse abzentrifu-
giert werden, sodass diese beim Verwerfen des Sediments verloren gehen. Im Widerspruch
hierzu stehen allerdings die Ergebnisse von Zhang et al., die bei hoheren Zellzahlen auch
einen besseren Isolierungserfolg erzielen konnten [76]. Mdglicherweise hat auch das ver-
gleichsweise groRere Probenvolumen (7,5 mL in dieser Arbeit vs. 1 bis 10 mL, meist jedoch
<5 mL in anderen Arbeitsgruppen) einen Einfluss darauf, dass die Einzelzellen in geringerer
Dichte vorhanden sind und somit ggf. eher an zu eliminierende Zellen unspezifisch ge-
bunden werden oder bei Zentrifugationsschritten leichter verloren gehen.

Dartiber hinaus zeigte sich in dieser Arbeit auch, dass sich bei der Verwendung von Roset-
teSep™ + SepMate™ einerseits weniger hintergriindige weifle Blutzellen befanden, sodass
die Mdoglichkeit besteht, dass antiproliferative Einfllisse, die durch diese vermittelt werden
[112, 113], wegfallen, und andererseits mehr kleine bis ca. 7 um grof3e Zellen, besonders
auch unmittelbar an die Tumorzellen angelagert, vorlagen, die als Erythrozyten oder Throm-
bozyten interpretiert werden kénnten (Abbildung 25). Durch diese kdnnte wiederum eine
Freisetzung von Stoffen erfolgen, die einen positiven Einfluss auf die Proliferation haben
konnten (siehe Kapitel 5.3.3). Zumindest gibt es in der aktuellen Literatur keinen klaren
Nachweis dariiber, dass native Erythrozyten einen antiproliferativen Effekt auf Tumorzellen
bzw. CTCs haben.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass beide hier angewendeten Methoden fiir die Isolierung
von Tumorzellen, insbesondere auch dann, wenn weniger als 100 Zellen pro 7,5 mL Blut-
probe enthalten sind, geeignet sind, wobei das RosetteSep™-Verfahren in den hier betrach-
teten Punkten tendenziell Vorteile gegenliber dem MACS-System aufweist. Bislang bleibt
allerdings auch in der Literatur noch unklar, wie viele Tumorzellen bzw. CTCs urspriinglich
in einer Blutprobe vorhanden sein missen, um noch einen fiir die nachfolgende Kultivierung
notwendigen Mindestanteil davon isolieren zu kénnen. Bisher ist einer ausgiebigen Litera-
turrecherche zufolge keine Methode verfugbar, mit der spezifisch 100% der zu detektieren-
den Zellen inkl. der Subpopulationen aus einem mdoglichst kleinen Probenvolumen isoliert
werden konnen. Vielmehr werden Zellzahlen naherungsweise durch Hochrechnungen be-
stimmt, wobei jedoch Unterschiede zwischen einzelnen Entitaten bestehen und Subpopula-
tionen, die sich moglicherweise durch Modifikationen dem Isolierungsprozess entziehen,
unbericksichtigt bleiben, wodurch eine Abschédtzung der TherapiemalRinahmen und Prog-

nose der Patienten im Sinne des Ubergeordneten Zieles nicht ausreichend zuverlassig ware.
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Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die aktuell etablierten Isolierungsmethoden
aufgrund grundlegend unterschiedlicher Prinzipien, Testung anhand unterschiedlicher kom-
merzieller Zelllinien und auch Patientenproben, Vorliegen unterschiedlichen Kar-
zinomentitaten und verschiedener Absichten hinsichtlich des Zwecks der Isolierung (meist
nicht Kultur, sondern direkte Analyse der Zellen) nicht optimal vergleichbar sind und keines
der Verfahren bisher als Standard fiir die experimentelle Forschung etabliert worden ist.
All diese Aspekte kénnten auch erkléren, warum die Zellausbeute im Rahmen dieser Arbeit
vergleichsweise gering erscheint.

Um insbesondere hinsichtlich der klinischen Proben ein realeres Abbild der tatsachlichen
Zellzahl zu erhalten, missten wiederholt Blutentnahmen an unterschiedlichen Stellen (u. a.
um einen Einfluss des Abstandes zwischen Primartumor bzw. Metastase zur Punktionsstelle
bewerten zu kénnen) zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgen, was allerdings vielen Patien-
ten, die im Rahmen ihrer malignen Grunderkrankung ohnehin schon von einer Anamie be-
troffen sind, nicht zuzumuten ware. Eine zukunftstrachtige Option, die Isolierungsmethoden
zumindest im klinischen Rahmen verzichtbar machen kdnnte, ware die Etablierung eines

Verfahrens zur Detektion, Quantifizierung und Analyse von CTCs in vivo [114-116].

5.2 KULTIVIERUNG VON (ZIRKULIERENDEN) TUMORZELLEN

Vergleicht man alle Ergebnisse der Spiking-Versuche, so lasst sich zusammenfassen, dass
beide Zelltypen in ihrem empfohlenen Standardmedium wie zu erwarten gut kultivierbar
sind. Dabei erreichen die SW620-Zellen schneller eine hohere Konfluenz als die HCC4006-
Zellen, wobei dies durch ihr natirliches Wachstumsverhalten bedingt ist und nicht auf die
Kulturbedingungen zuriickgefihrt werden kann.

Zur Objektivierung der Proliferationsraten der Zellen in Kultur wurden diese lichtmikrosko-
pisch quantifiziert. Zur optimalen Beurteilung wahrend der Kultivierung wére prinzipiell ein
Verfahren n6tig, mit dem die Zellen ohne langere Temperaturschwankungen sowie andere
aulere Einflusse noch im Kulturmedium gezéhlt und dann umgehend wieder in das neue
Kulturmedium gegeben werden kdnnen. Nach aktuellem Stand existiert solch ein Verfahren
jedoch fiir ebensolchen Zweck nicht. CTCs sind hinsichtlich ihrer biophysiologischen Ei-
genschaften bisher nur teilweise verstanden und unter anderem aufgrund ihrer oft gering
nachweisbaren Anzahl und ihrer Fragilitat schwierig zu kultivieren (vgl. Kapitel 1.1.5 sowie
[190, 191]). Entsprechend sollte die Unterbrechung der optimalen Kulturbedingungen auf

ein Minimum reduziert werden. Zur Zellzdhlung wurde daher die Betrachtung unter dem
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Lichtmikroskop als fiir die Zellen mutmaBlich schonenste Methode gewahlt, wobei hierbei
berlicksichtigt werden sollte, dass z.B. mesenchymale Phanotypen, die nicht adharent wach-
sen, nicht unbedingt sichtbar werden. Andere Verfahren wie z.B. das FACS kdnnten zur
Zellguantifizierung zwar angewendet werden, jedoch werden die Zellen sowohl aus der Kul-
tur genommen, mechanischen Einflussen ausgesetzt als auch mit Markern (z.B. Anti-
korpern) versehen, sodass eine nachfolgende Weiterfihrung der Kultivierung nicht mehr
mdoglich ware. Alternativ bliebe die Mdglichkeit, alle Kulturversuche in doppelten Ver-
suchsreihen anzulegen, was jedoch aufgrund der ohnehin schon geringen Verfligbarkeit von
nativen (nicht kommerziellen) CTCs aus Kklinischen Proben kaum realisierbar ist.
Entsprechend war in dieser Arbeit zugunsten einer mutmaflich hoheren Erfolgschance bei
der Kultivierung eine Quantifizierung der Zellen wahrend der Passagewechsel nur
ausschnittsweise in reprasentativen Blickfeldern mdglich. Eine vollstandige Quantifzierung
waére dann bei erfolgreicher Kultivierung nach Erreichen einer ausreichend hohen Zellzahl
im Anschluss méglich.

Bezliglich der zuvor verwendeten Isolierungsmethoden zeigte sich, dass in den Chambersli-
des mit Konditioniertem Medium insbesondere in den ersten Tagen nach Inkulturnahme
schneller eine hohere Konfluenz erreicht wurde, wenn die Zellen mit RosetteSep™ + Sep-
Mate™ isoliert worden waren. Dies l&sst sich sehr wahrscheinlich durch die h6here Reinheit
der Zellen sowie die hohere Zellzahl nach Anwendung dieser Methode erkléaren. Die mittels
MACS isolierten Zellen proliferierten in Konditioniertem Medium hingegen tendenziell
schneller in den Well-Platten, in denen die Uberstande kultiviert wurden. Bei der Isolierung
mittels MACS werden Zellen mit magnetischen Beads beladen, was die Ausbildung von
interzellularen Verbindungen und moglicherweise auch das Anwachsen in den Kulturein-
heiten aufgrund mechanischer Effekte vermindern kénnte, sodass die Zellen vermehrt in
Suspension und damit in héherer Zahl in den Uberstanden vorliegen konnten. In dieser Ar-
beit wurden jedoch nicht die gewinschten Zellen mit Beads markiert, sondern tber eine
Negativselektion die CD45-positiven-Zellen, sodass der Effekt eines direkten Einflusses
durch die Beads auf die zu isolierenden Zellen moglichst vernachléssigbar sein sollte. Laut
Informationen von Miltenyi Biotec erfolge die Bindung der Microbeads nur an sehr wenige
Zellepitope (meist nur etwa 1/3 der Epitope, abhdngig vom Epitop) und die aus einem
Dextran und Eisenmolekilen aufgebauten Viruspartikel-grof3en (etwa
50 nm) Beads wiirden nach der Isolierung in Kultur degradieren (die Geschwindigkeit des
Abbaus der Microbeads ist dabei abhéngig vom Zelltyp und den Kulturbedingungen) und
sollten Zell-Zell-Interaktionen somit nicht signifikant beeinflussen (Produktinformation
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»MACS® Cell Separation* der Firma Miltenyi Biotec) [37]. Zudem seien bisher keine Ver-
anderungen auf Transkriptomebene oder zytotoxische Effekte nachweisbar gewesen, selbst
wenn die Beads in den Blutkreislauf eines Probanden zurtickgegeben worden waren [117—
120]. LieRe sich die zuféllige Beobachtung in wiederholten Versuchen reproduzieren, bliebe
gaf. noch die Erklarung, dass trotz der Waschschritte eventuell einige Beads-gebundene
CDA45-Zellen, die nicht von der Saule zuriickgehalten wurden, sowie einige ungebundene
Beads in der Zellsuspension nach der Isolierung vorlagen. Diese degradierten dann mogli-
cherweise nur langsam und kénnten somit initial doch solange einen inhibierenden Effekt
auf die Proliferation der gewtiinschten Zellen gehabt haben, bis sie vollstdndig abgebaut wa-
ren, was eventuell erst nach Uberfiihrung der Zellen aus den Uberstanden in die Wells der
Fall war. Dies konnte dann wiederum die bessere Proliferation in den Wells erklaren. Aller-
dings gilt zu beachten, dass beim Einsatz des Standardmediums in beiden Zellkultureinhei-
ten keine relevanten Unterschiede hinsichtlich der Zellzahl nachweisbar waren. Es kénnte
somit sinnvoll erscheinen, in zukinftigen Versuchen mogliche Interaktionen zwischen Be-
standteilen des Konditionierten Mediums und den Substraten der Isolierungsmethoden zu
prufen. Weiterhin legt diese Beobachtung nahe, dass vermutlich die Wahl der geeigneteren
Isolierungsmethode zwar aufgrund einer héheren Reinheit der gewiinschten Zellen bessere
Startbedingungen fur eine Zellkultur bieten kdnnte, jedoch letztlich vor allem das passende
Medium von groRerer Bedeutung ist, um eine effiziente initiale und auch im Verlauf anhal-
tende Proliferation zu erreichen. Dieser Aspekt wird im Folgenden noch eingehender disku-
tiert.

Hinsichtlich der eingesetzten Kultureinheiten zeigte sich, dass sowohl die HCC4006-Zellen
in einer 24-Well-Platte als auch die von der GroRe her kleineren SW620-Zellen in einer 48-
Well-Platte innerhalb von 30 bis 40 Tagen eine Konfluenz von 100 % im Standardmedium
erreichten. Hierdurch konnte zunachst bestétigt werden, dass die verwendeten Zelllinien
prinzipiell in ihrem Standardmedium sowie auf aus Kunststoff bestehenden Flachen wach-
sen konnten, sodass die verwendeten Kultureinheiten fiir die weiteren Versuche als geeignet
angesehen wurden. Dass die Wahl einer geeigneten Kultureinheit entscheidend sein kann,
versuchten auch Arbeitsgruppen, denen die Etablierung einer CTC-Zelllinie gelang, zu be-
riicksichtigen (Tabelle 2). Anhand des Erfolgs einiger dieser Arbeitsgruppen l&sst sich ver-
muten, dass die Anwendung von Well-Platten oder Chamberslides fir die Kultivierung von
CTCs nicht prinzipiell ungeeignet ist. Dass in dieser Arbeit allerdings im Verlauf kein sig-

nifikantes Wachstum der Zellen aus den klinischen Proben zu verzeichnen war, kénnte daflr
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sprechen, dass die eingesetzten Chamberslides zum Beispiel beztglich ihrer GroRe oder ih-
res Materials eventuell nicht fir die Kultivierung von CTCs optimal sind, insbesondere wenn
man die Einflussfaktoren ,,initiale Zellzahl* und ,,Zelldifferenzierung* beriicksichtigt.

In einer 7,5 mL Blutprobe befinden sich meist nur sehr wenige CTCs (siehe Kapitel 1.1.3).
Bei den Spiking-Versuchen in dieser Arbeit konnten sich bei 100.000 eingesetzten Zellen in
den meisten Kultureinheiten grol3e Zellverbénde ausbilden, da die Zellen bereits initial in
einer hoheren Dichte vorlagen und dementsprechend vermutlich besser konfluieren konnten.
Nach Reduktion der Spiking-Zellzahl auf 100 lagen die Einzelzellen in der gewahlten Kul-
tureinheit jedoch eventuell zu weit auseinander, um ausreichend Zell-Zell-Interaktionen ein-
zugehen, was nahelegt, dass die Wahl einer geeigneten GroRe fur die Kultureinheit in Kom-
bination mit einer moglichst hohen Ausgangszellzahl von Bedeutung ist. Dies wird auch
dadurch verdeutlicht, dass bisher nur dann erfolgreich CTC-Zelllinien etabliert werden
konnten, wenn die initiale Zellzahl zum Beispiel bei tiber 80 (Wang et al. [78]) oder uber
300 (Cayrefourcq et al. [72]) lag. Um Uberhaupt solch eine hohe CTC-Zahl nutzen zu kon-
nen, mussten teilweise bis zu 70 klinische Proben analysiert werden. Unveréffentlichte
Daten einer Verdinnungsreihe aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass auch bei Primér-
tumorzellen eine Zellzahl von initial mindestens 200 optimal zum Erreichen einer Konfluenz
in Konditioniertem Medium ist. Zwar konnte in dieser Arbeit im Rahmen des Spiking-
Modells gezeigt werden, dass auch nur 25 Zellen in einer Kammer durchaus einen grofen
Zellverband bilden kdénnen, doch war dies nur in wenigen Féllen moglich (siehe Kapitel
4.1.4.1). Fur die meist erfolglose Kultivierbarkeit von Einzelzellen bzw. nur in geringer An-
zahl vorliegenden Zellen scheint auch die Anoikis eine Rolle zu spielen. Darunter versteht
man eine Form der Apoptose, die durch einen Verlust von Zell-Matrix-Interaktionen ausge-
I6st wird und vor allem bei Zellen auftritt, die sich aus ihrem Zellverband geldst haben, so
wie es bei CTCs meist der Fall ist [121, 122]. Optimalerweise hatten von jedem Patienten
mehrere Blutproben abgenommen, die CTCs darin quantifiziert werden und anhand ihrer
Anzahl (ber die bendtigte GroRe der Kultureinheit entschieden werden kdnnen. Allerdings
waéren hier wiederholte Blutentnahmen von ohnehin schon krankheitsbedingt belasteten
Patienten notig gewesen, die wiederum aufgrund der geringen Anzahl an nicht gleichméRig
im Blutsstrom verteilten CTCs sehr wahrscheinlich keine identischen Werte geliefert hatten,
sodass die Zellzahl in dem Probenrohrchen, das fiir die Kultur verwendet werden soll, letzt-
lich nicht eindeutig bestimmbar ware. Alternativ hatte ein Teil der Zellsuspension nach der
Isolierung zur Quantifizierung der CTCs entnommen werden kdnnen, wobei dies wiederum

zu einem Verlust ohnehin schon rarer Zellen gefuhrt héatte und nicht eindeutig ware, ob die
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entnommene Probe reprasentativ flr die Gesamtprobe ist. Idealerweise muisste die komplette
Zellsuspension nach der Isolierung einer vollautomatischen Zellzdhlung unterzogen und
direkt im Anschluss in Kultur gegeben werden, wie es Zhang, L. et al. bei der Isolierung von
CTCs bei Brustkrebspatientinnen mittels FACS taten [81]. Da das FACS allerdings
aufgrund z. B. des Einflusses von Antikorpern und mechanischen Stresses den hier genann-
ten Anspriichen nicht gerecht wird, wurde es im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet,
sondern die aus den Patientenproben isolierten Zellen direkt in Kultur gegeben.

Betrachtet man weiterhin den Faktor ,,Zelldifferenzierung™ in Zusammenhang mit der
Beschaffenheit der verwendeten Kultureinheiten, so konnte die Verwendung von Well-Plat-
ten und Chamberslides insbesondere dann Nachteile mit sich bringen, wenn die zu kultivie-
renden Zellen eher ein nicht-adharentes Wachstum bevorzugen. Bei den Spiking-Versuchen
mit 100 Zellen waren die Zellen innerhalb der ersten Woche nur intermittierend sichtbar,
also bei einigen Medienwechseln auch bei sorgféltiger Betrachtung aller Gesichtsfelder
unter dem Lichtmikroskop nicht mehr erkennbar, bildeten aber dennoch nach zwei Wochen
Zellverbande aus. Da bei den Medienwechseln jeweils nur ein geringer Teil des verbrauch-
ten Mediums pro Kammer entfernt und dann frisches Medium aufgefullt wurde, um so einen
Zellverlust zu vermindern, ware es maoglich, dass die Zellen initial das Wachstum in
Suspension préaferierten. Dieser These gehen auch viele Versuche in der heutigen Forschung
nach. So versuchten Park et al. [123] eine Methode zur Kultivierung von CTCs in Suspen-
sion zu etablieren. Bisher konnten zwar noch nicht die fur unterschiedliche CTC-Entitaten
optimalen Bedingungen fur solche Kultivierungsversuche identifiziert werden, doch Trian-
tafillu et al. gelang es nachzuweisen, dass die Kultivierung von Tumorzellen in Suspension
zu einer starken Induktion der EMT und unter zusatzlichem Einfluss von Scherkraften auch
zu einem vermehrten Auftreten von Cancer stem cells (CSCs) fuhrte, verglichen mit Zellen,
die adhérent wuchsen [124]. Im Umkehrschluss kdnnte daher auch vermutet werden, dass
diese durch einen eher mesenchymalen Phanotyp gekennzeichneten Zellen in Suspension
besser proliferieren. Auch Grillet et al. zeigten, dass CSCs einen Uberlebensvorteil erhalten,
wenn die Zellen in Suspension kultiviert werden und Sphéroide ausbilden [79]. Mdglicher-
weise handelte es sich daher in dieser Arbeit bei den Zellen, die erst im Verlauf als adharent
identifiziert werden konnten, um EMT-Zellen oder CSCs. Dies lasst vermuten, dass eine
Kombination aus Suspension und ggf. Scherkréften, die durch eine kontinuierliche Bewe-
gung des Mediums mit bestimmter Geschwindigkeit kunstlich ausgelést werden kénnten,
die Bedingungen, denen die CTCs im Blutkreislauf eines Patienten ausgesetzt sind, am

treffendsten abbilden kdnnte.
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Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die in Chamberslides kultivierten Zellen grund-
satzlich eine hohere Dichte in den Ecken bzw. an den Wanden der Kultureinheit aufwiesen
und die Zellkolonien sich generell von den Seiten her zum Zentrum hin ausbreiteten.
Dies legt die Vermutung nahe, dass die in dieser Arbeit betrachteten Zelltypen eine 3D-
Umgebung praferieren. Diese Bevorzugung einer 3D-Umgebung vermuteten auch bereits
andere Arbeitsgruppen und versuchten, 3D-Kulturmodelle zu etablieren [76, 125]. Darlber
hinaus besteht auch die Ansicht, dass vor allem die CTCs, die die Fahigkeit zur Ausbildung
von Tumorsphéroiden besitzen, von besonderer Bedeutung fiir das Verstandnis des
Metastasierungsprozesses sein konnen [126]. Bei den hauptsachlich primdr in den Ecken
angewachsenen Zellen kann es sich also vornehmlich um solche mit epithelialem Charakter
gehandelt haben, die ein adhdrentes Wachstum bevorzugen. Indem diese Zellen gerade in
den Ecken der Chamberslides in nahem Kontakt zu drei Plastikwanden gleichzeitig standen,
bot sich ihnen eine groRere Adharenzflache, als es im Zentrum der Kammer der Fall gewesen
ware, sodass sie dort vermutlich besser proliferieren konnten. Es kann daher vermutet
werden, dass nicht-adhdrent wachsende CTCs schneller in die Seneszenz eintreten und somit
schlechter kultivierbar sind [75]. Eine alternative Erklarung konnte jedoch auch die Zirku-
lation des Mediums sein, wenn die Kultureinheiten zwecks Mediumwechsel aus dem Brut-
schrank genommen und wieder hineingestellt worden waren. Hierdurch konnte es trotz
sachter Handhabung aufgrund der nicht zu vermeidenden Bewegung zur Einwirkung von
leichten Zentrifugalkraften auf die Zellen gekommen sein, die dazu fiihrten, dass die Zellen
etwas in die Ecken bzw. an die Rander der Kultureinheit gedrangt wurden. Eine weitere
Ursache fiir dieses Phdnomen konnte in einer temperaturbedingten Zirkulation der Zellen
liegen. Wenn das Medium im Brutschrank an der Unterflache und den Seiten der
Chamberslides schneller warm wird, steigt es eventuell auBen auf und sinkt in der Mitte ab,
sodass die Zellen nach auflen an den Rand gespult wirden.

Vergleicht man nun im Weiteren zunéchst die von den Arbeitsgruppen in Tabelle 2 verwen-
deten Kulturbedingungen mit denen aus dieser Arbeit, lassen sich einige Parallelen aufwei-
sen. So wurde ebenfalls das RPMI11640-Medium (hier als Standardmedium bezeichnet) mit
10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO- angewendet. Darunter
konnte in dieser Arbeit auch eine Proliferation von einzelnen mutmalilichen CTCs aus kli-
nischen Proben beobachtet werden, allerdings nur in sehr geringem Ausmalf, wobei die Zel-
len keine Konfluenz erreichten und nach wenigen Wochen nicht mehr nachweisbar waren
(siehe Kapitel 4.2.1). Auf der Suche nach den optimalen Kulturbedingungen stellt sich fir

die Planung weiterer Versuche daher die Frage, inwieweit die Zugabe h&ufig verwendeter
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Komponenten wie zum Beispiel EGF, FGF, B27 oder Insulin-Transferrin-Selen zur Erho-
hung der Erfolgsrate fuhren kann. Zudem konnte auch die Sauerstoffkonzentration in der
Kultureinheit eine Rolle spielen, wobei von den oben genannten Arbeitsgruppen Kulturer-
folge sowohl unter stets normoxischen als auch initial hypoxischen Bedingungen erzielt wur-
den. Hier bleibt noch zu kléren, ob und inwieweit unterschiedliche Entitaten, insbesondere
flr die Initiierung einer hohen Proliferationsrate, von verschiedenen Sauerstoffkonzentra-
tionen abhéngig sind. Obwohl ein unzureichendes Sauerstoffangebot im Allgemeinen zum
Zelltod fiihren kann (siehe auch Kapitel 5.3.2), sollte hinsichtlich des Einflusses von Hypo-
xie auf Tumorzellen bedacht werden, dass diese auch zur vermehrten Expression von Hypo-
xie-induzierbaren Faktoren (HIF) fuhren kann, wodurch die Proliferation resistenter Tumor-
zellen gefordert werden kann [127-130]. Bedingt ist dies u.a. durch den Einfluss der HIFs
auf diverse intrazellulédre Signalwege [131-133], die Verminderung reaktiver Sauerstoffspe-
zies (ROS) und somit die Erhohung der genetischen Stabilitat [134, 135]. Uber die HIFs
kann jedoch auch ein Caspase-abhéngiger nekrosedhnlicher Zelltod ausgeldst werden [136,
137]. Wahrend die Hypoxie initial also einen Vorteil darstellt, den sich beispielsweise Cay-
refourcq et al. bei der Etablierung ihrer CTC-Zelllinie zunutze machten [72], kdnnte sich ihr
dauerhafter Einfluss vermutlich nachteilig auf die Aufrechterhaltung der Proliferationsfa-
higkeit der Zellen auswirken, weshalb im Verlauf der Kultivierung ein Wechsel zu normoxi-
schen Bedingungen erfolgte. Weiterhin kann Hypoxie-vermittelt die EMT induziert [28, 29,
138] und damit ein Uberlebensvorteil erreicht werden (siehe Kapitel 1.1.2), wobei Nurwidya
et al. zeigen konnten, dass dieser Mechanismus durch eine Inhibition des IGF1-Rezeptors
reversibel ist, was im therapeutischen Kontext in Zukunft von Bedeutung sein kénnte [139].
Ebenso kann Hypoxie die Lebensdauer von Stammzellen verldngern [134], dementspre-
chend auch die von Cancer Stem Cells (CSCs), was dazu beitragen konnte, dass mdglichst
wenige der unterschiedlichen Phanotypen von Tumorzellen verloren gehen. Hypoxische Be-
dingungen scheinen also insbesondere zu Beginn der Zellkultur von Bedeutung zu sein.

Die grofiten Unterschiede beim Wachstumsverhalten wurden jedoch in Abhéngigkeit von
den eingesetzten Medien beobachtet. Das hier verwendete Konditionierte Medium in Kom-
bination mit dem Rho-Kinase (ROCK) Inhibitor Y27632 wurde bereits von anderen Arbeits-
gruppen wie beispielsweise Liu et al. [80] und Palechor-Ceron et al. [109] fir die Kultivie-
rung von Zellen aus verschiedensten Korpergeweben bzw. Organen erfolgreich verwendet.
Es wird angenommen, dass sich die im Rahmen der Herstellung des Konditioniertem Medi-

ums verwendeten Fibroblasten durch die Bestrahlung (dann als sog. feeder cells bezeichnet)
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Modifikationen unterziehen, die sie dazu befdhigen, einen proliferativen bzw. immortalisie-
renden Effekt auf primére Karzinomzellen auszuiiben. Welche Vorgénge auf molekularer
Ebene dabei genau eine Rolle spielen, ist bislang noch unklar. Es wird unter anderem
vermutet, dass es ca. 48h nach der Bestrahlung Uber die Freisetzung von bislang noch nicht
genauer identifizierten l16slichen Faktoren [109] durch apoptotische feeder cells zu einer In-
duktion der Telomerase bzw. hTERT kommt [80, 140]. Im Zusammenspiel mit den dem
Medium beigefligten Zusatzen wie zum Beispiel Hydrocortison, EGF und im besonderen
MaRe auch dem ROCK Inhibitor Y27632 (siehe Kapitel 8.3.3.4) kann eine konditionierte
Reprogrammierung sowie Immortalisierung ausgeldst und somit die Proliferation von
epithelialen Tumorzellen in vitro signifikant erhéht werden.

In der eigenen Arbeitsgruppe konnte durch Einsatz des Konditionierten Mediums bereits
eine Proliferation von Priméartumorzellen von Lungenkarzinomen beobachtet werden,
wohingegen Primértumorzellen von Kolorektalen Karzinomen nicht wuchsen. Allerdings
sind bis heute noch keine erfolgreichen Versuche zur Kultivierung von Zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) jedweden Ursprungs in Konditioniertem Medium publiziert worden.
Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, das Konditionierte Medium auch bei der Kultur von
Zirkulierenden Tumorzellen einzusetzen. So wuchsen die HCC4006-Zellen in den Cham-
berslides sowohl im Standardmedium (RPMI11640) als auch im Konditionierten Medium und
konnten durch die spétere Immunfluoreszenzfarbung wieder als epitheliale Zellen nachge-
wiesen werden. Dabei war das Konditionierte Medium hinsichtlich der Proliferationsrate
dem Standardmedium innerhalb der ersten Tage nach Inkulturnahme der Zellen tendenziell
etwas Uberlegen, wobei sich dieses Verhaltnis im Folgenden zugunsten des Standardmedi-
ums umkehrte (vgl. Abbildung 13). Mdglicherweise hat der Einsatz von Konditioniertem
Medium inklusive Y27632, insbesondere unter Verwendung von RosetteSep™ + Sep-
Mate™ zur Isolierung der Zellen und somit hoherer Reinheit dieser, einen &hnlichen Effekt
auf die initiale Proliferationsrate wie die Anwendung von hypoxischen Bedingungen.
Dadurch lieRe sich eventuell das in der ersten Woche zu verzeichnende bessere Wachstum
der Zellen erkléren. Dass im Verlauf das Standardmedium geeigneter erschien und auch die
Tatsache, dass jene Zellen in den Well-Platten mit Konditioniertem Medium, die zwischen-
zeitlich zum Teil groRere Zellverbande gebildet hatten, nach etwa vier Wochen kein signifi-
kantes Wachstum mehr aufwiesen, kénnte dadurch begriindet sein, dass das Konditionierte
Medium mit zunehmender Kulturdauer den Anspriichen der Zellen nicht mehr gentigte und

daher ein Wechsel zu einem anderen Medium hatte in Betracht gezogen werden kénnen.

73



Der ROCK Inhibitor scheint dabei essentiell fiir die Initiierung der Zellproliferation zu sein,
denn Liu et al. [80] konnten zeigen, dass nur die gleichzeitige Verwendung von Konditio-
niertem Medium zusammen mit dem ROCK Inhibitor bei Kulturversuchen mit Brust- und
Prostata-Karzinomzelllinien das Wachstum initial signifikant verbessern konnte. Es wird
vermutet, dass nur bei Anwendung bereits bei Inkulturnahme der Zellen dieser wahrschein-
lich durch eine Induktion der Telomerase bedingte stimulatorische Effekt auftritt [80, 109].
Es scheint hierfir also eine direkte Interaktion nétig zu sein, denn die untersuchten Zelllinien
wuchsen weder unter Anwendung eines flir sie geeigneten Standardmediums trotz Zugabe
des ROCK Inhibitors noch in alleiniger Anwesenheit des Konditionierten Mediums bzw.
von feeder cells [80]. Es kann davon ausgegangen werden, dass der Inhibitor die terminale
Differenzierung der Zellen verhindert und zu einer transienten verstarkten Proliferation
flhrt, wobei er aber in seiner Wirkung nicht die Signale von Seneszenz und Cell Crisis tber-
gehen kann, weshalb die gleichzeitige Co-Kultur mit dem Konditionierten Medium nétig ist
[109]. Die ROCK Inhibition fuhrt dabei unter anderem zu Verdnderungen in der Aktin/
Myosin-Aktivitat und damit zu einem Remodeling des Zytoskeletts [141], das eine wichtige
Rolle in der Regulation der Zellproliferation spielt [142, 143]. Zudem wird eine Beeinflus-
sung des p16/Rb-pathways vermutet [144, 145]. Wie sich in dieser Arbeit zeigte, scheinen
also besonders Zellen von Lungenkarzinomen auf den soeben genannten Ebenen von einer
ROCK Inhibition sowie einer Telomerase-Induktion beeinflussbar zu sein. Daruiber hinaus
scheint Y27632 einen Einfluss auf die Verformbarkeit von Erythrozyten und damit auf die
Freisetzung von ATP insbesondere unter von niedrigem Sauerstoffgehalt geprégten Bedin-
gungen auszuiiben [146]. Daher kdnnte in zukinftigen Versuchen eine Co-Kultur von CTCs
und Erythrozyten, die sonst bisher im Regelfall schon primér bei der Isolierung abzentrifu-
giert oder danach lysiert wurden, unter hypoxischen Bedingungen erwogen werden. Weiter-
hin konnten auch Zellen, die bereits in eine Seneszenz-Phase eingetreten waren, teilweise
durch Uberfiihrung in das Konditionierte Medium mit ROCK Inhibitor wieder in einen
proliferativen Zustand versetzt werden [80, 109]. Es zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit
auch, dass schon seit mehreren Passagen in Konditioniertem Medium Kkultivierte
Primértumorzellen nach erneutem Splitten versuchsweise in Konditioniertem Medium, dem
allerdings keine zur Komplettierung der Gebrauchslésung nétigen Zusétze beigeftigt worden
waren, erfolgreich weiterkultiviert werden konnten. Die Grundlsung beinhaltet im Ver-
gleich zur Gebrauchsldésung zwar auch die entsprechenden Zusétze, allerdings nicht in der-
selben Menge, sodass die Konzentration und der Zeitpunkt der Zugabe von Zusétzen fir das

initiale Wachstum der Zellen durchaus von Bedeutung sein kdnnten. Da bisher nur wenige
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Publikationen zu dieser Thematik zu finden sind, bleibt auch zu klaren, ob die Effektivitat
des Einsatzes von Konditioniertem Medium und ROCK Inhibitor von der Entitat eines Kar-
zinoms abhéngig ist. In dieser Arbeit ergaben sich durchaus Hinweise darauf, dass die Entitét
eine entscheidende Rolle spielen kdnnte. Wéhrend sowohl Zellen des Primartumors von
Lungenkarzinompatienten als auch Zellen der pulmonalen Metastasenzelllinie HCC4006
erfolgreich in Konditioniertem Medium kultiviert werden konnten, gelang dies weder bei
Priméartumorzellen von Kolorektalen Karzinomen noch bei Zellen der kolorektalen Metasta-
senzelllinie SW620, obwohl bei allen betreffenden Versuchen ausreichend Zellen sowie
Medium in Kultur gegeben worden waren. Dies kdnnte dadurch bedingt sein, dass die Zellen
von Kolorektalen Karzinomen generell andere Wachstumsbedingungen bendétigen als vom
Konditionierten Medium vermittelt, oder dass das Verhéltnis bzw. die Konzentrationen der
verwendeten Zusétze angepasst werden missen. So scheint das Medium Bestandteile zu ent-
halten, die bei den HCC4006-Zellen die Proliferation férdern, wohingegen genau diese oder
weitere Bestandteile bei den SW620-Zellen nicht als Wachstumsreiz genugen oder die
Proliferation sogar verhindern. In diesem Kontext konnte der ROCK Inhibitor Y27632 nicht
nur eine Spezifitat hinsichtlich der Tumorentitat aufweisen, sondern moglicherweise auch
abhéngig von der Wachstumsrate der betrachteten Zellen sein. Palechor-Ceron et al. [109]
beschrieben, dass durch das Entfernen des Inhibitors sowie des Konditionierten Mediums
die Hemmung der terminalen Differenzierung wieder aufgehoben werden und die kultivier-
ten Zellen bis zur Seneszenz normal differenzieren konnten. Es lieRe sich in Betracht ziehen,
dass die SW620-Zellen aufgrund einer geringen Zellverdopplungszeit von etwa 26 Stunden
(Datenblatt zur Zelllinie SW620-CCL227 der Firma ATCC) und einem somit schnelleren
Zellzyklus verhaltnismélRig weniger von der vor allem differenzierungshemmenden
Wirkung des ROCK Inhibitors beeinflusst werden als die HCC4006-Zellen, die sich nur
etwa alle 41 Stunden verdoppeln (Datenblatt zur Zelllinie HCC4006-CRL2871 der Firma
ATCC). Dadurch wiirden die SW620-Zellen zigiger in die Seneszenz und im Verlauf auch
schneller in die Apoptose oder auch Nekrose eintreten, was die in dieser Arbeit beobachtete
unzureichende Proliferation und den Nachweis von Zellfragmenten erklaren konnte. Dieser
Effekt wirde vermutlich zusatzlich verstarkt, wenn die Menge bzw. Zusammensetzung des
Konditionierten Mediums nicht optimal auf die Anspriiche der Zellen abgestimmt ist.

Dartiber hinaus scheint nicht nur die Art des Karzinoms an sich, sondern auch die Differen-
zierung innerhalb einer Entitat von Bedeutung zu sein. Wahrend die Primartumorzellen aus

den hier verwendeten klinischen Proben zum Teil gut im Konditionierten Medium wuchsen,
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kam es bei den vom selben Patienten stammenden mutmaRlichen CTCs zu keiner ausrei-
chenden Proliferation, um eine deutliche Konfluenz erreichen zu kdnnen. Kann man unter
weiterer Optimierung der Kulturbedingungen, insbesondere auch der Grélie der Kulturein-
heiten, ausschlieRen, dass das mangelnde Wachstum der Zellen allein durch ihre zu geringe
Anzahl in Kultur bedingt ist, so bestétigt diese Beobachtung die in der Literatur vielfach
getroffene Aussage, dass CTCs nicht nur als bloRe Abkdmmlinge der Priméartumorzellen,
sondern als eigene Zellentitat mit im Vergleich zu ihren Ursprungszellen unterschiedlichen
Anspriichen hinsichtlich der benétigten Nahrstoffe und Umgebungsbedingungen anzusehen
sind (siehe Kapitel 1.1). Hierflr spricht auch, dass mehrere Arbeitsgruppen bereits nachwei-
sen konnten, dass sich CTCs und die Zellen des Primartumors auf genetischer Ebene, bei-
spielsweise in Krebs-assoziierten Mutationen, zum Teil deutlich unterscheiden [75, 79].
Sieht man von Unterschieden innerhalb einer Tumorentitit ab, so deuten auf die Unter-
schiedlichkeit von CTCs und Primartumorzellen auch einige bereits erfolgte Kultivierungs-
versuche hin, indem Liu et al. bei der Etablierung des Konditionierten Mediums dieses er-
folgreich auf Brust-Primartumorzellen anwenden konnten [80], wohingegen Yu et al. [75]
mit diesem Medium bei CTCs von Brustkrebspatientinnen keine Erfolge erzielen konnten.
Insgesamt scheint das Zusammenspiel zwischen den feeder cells und den im Kulturmedium
befindlichen Zusétzen, insbesondere dem ROCK Inhibitor Y27632, eine Reprogrammierung
vor allem primérer Zellen bestimmter Karzinomzelllinien zu vermitteln. Betrachtet man
jedoch Versuchsreihen von Arbeitsgruppen, die bereits erfolgreich eine CTC-Zelllinie
etablieren konnten, z. B. Cayrefourcq et al. [72], so scheinen CTCs hingegen eine besondere
Komplexitadt hinsichtlich der von ihnen beanspruchten Proliferationsbedingungen
aufzuweisen (Tabelle 2). Dies legt nahe, dass solch unterschiedliche Bedingungen nicht
gleichzeitig allein unter dem Einsatz von Konditioniertem Medium und ROCK Inhibition
vereint werden kdnnen. Somit stellt das Konditionierte Medium bisher kein Universal-
medium zur Verbesserung der Kulturbedingungen aller Entitaten dar, was sich auch anhand
der Versuche im Rahmen dieser Arbeit bestétigen I&sst.

Fir die Etablierung bzw. Optimierung von Kultureinheiten und Kulturmedien scheint im
Weiteren auch ein besseres Verstandnis der Interaktion zwischen Tumorzellen bzw. CTCs
und peripheren Blutzellen (PBMCs) von Bedeutung zu sein. In dieser Arbeit zeigten sich
namlich Hinweise fir ein unterschiedliches Proliferationsverhalten der untersuchten Zellen
in Abhangigkeit von den hintergrindig vorliegenden Zellen. Es bleibt dabei noch unklar,
wie die Kulturbedingungen zu optimieren sind, sodass eine proliferationsférdernde Balance

zwischen antitumords wirkenden Zellen (z. B. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) [147])
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und solchen, die eine Tumorprogression verstarken (z. B. Neutrophile, die durch Interaktion
mit Tumorzellen wachstumsfordernde inflammatorische Mediatoren ausschiitten kénnen
[148], oder Tumor-assoziierte Makrophagen [149]), erreicht werden kann. Hierbei sollte
auch das Expressionsmuster bestimmter Zytokine bedacht werden, das von den Tumorzellen
beeinflusst werden und sich auf das Ausmal der Krankheitsprogression auswirken kann
[150]. Nach Analyse der Zelltypen kdnnten Marker identifiziert werden, gegen die spezifi-
sche Antikorper im Rahmen einer Depletion bzw. Selektion gerichtet werden kdnnen.
Daruiber hinaus ware der Versuch einer Zugabe von bestimmten Tumorprogression-modifi-
zierenden Blutzellen (siehe Kapitel 5.3.3) zur Kultur zu erwdgen.

Dass bisher nur wenige Arbeitsgruppen erfolgreich CTC-Zelllinien kultivieren konnten
(siehe Kapitel 1.1.5 und Tabelle 2), verdeutlicht die Komplexitat des Proliferationsverhal-

tens dieser Zellen und ihrer Anspriiche an die Inkulturnahme.

5.3 CHARAKTERISIERUNG VON (ZIRKULIERENDEN) TUMORZELLEN

5.3.1 Nachweis des epithelialen Charakters mittels Immunfluoreszenz

Zur Beurteilung von CTCs wurden bereits zahlreiche Marker beschrieben (Tabelle 1).
Der epitheliale Charakter sowohl der HCC4006- als auch der SW620-Zellen nach erfolgter
Isolierung und Kultivierung wurde mittels Immunfluoreszenz unter Verwendung eines
gegen Cytokeratine gerichteten Antikorpers [151-153] nachgewiesen und von CDA45-
positiven Leukozyten abgegrenzt (Abbildung 20 und Abbildung 21). Dies zeigt einerseits,
dass die verwendeten Immunfluoreszenz-Féarbungen geeignet sind, um epitheliale Tumor-
zellen nachzuweisen, und andererseits, dass diese Zellen ihren epithelialen Charakter durch
Isolierung und Kultivierung in Konditioniertem Medium nicht verlieren.

Die etwas schwachere Signalintensitat (Griinfarbung) bei den SW620-Zellen kann dadurch
bedingt sein, dass der gewéhlte AE1/AE3-Klon des anti-panCytokeratin-Antikorpers an
CKZ7, 8 und 19 bindet, die fir den Nachweis von Lungenkarzinomen etwas spezifischer sind
als die ubrigen Cytokeratinklassen [55-57], wohingegen das fuir Kolonkarzinome typischere
CK 20 nicht abgedeckt wird.

Durch den Einsatz des anti-CD45-Antikorpers konnte gezeigt werden, dass beide kultivier-
ten Zelltypen kein CD45 auf ihrer Oberflache exprimieren. Dadurch wird die Abgrenzung
zu nicht-epithelialen Zellen ermoglicht. Es gelingt damit auch der Nachweis, dass die
Tumorzellen héchstwahrscheinlich nicht die Wirkung dieses Oberflachenproteins und somit
eventuell auch nicht die der weien Blutzellen imitieren. CD45 (auch Rezeptor-Typ
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Tyrosinphosphatase C, PTPRC, genannt) hat vielfaltige Funktionen [154] und reguliert unter
anderem das T- und B-Zell-Signalling [155], wodurch es auch zu einer Aktivierung des
Immunsystems kommen kann, die vermutlich zu einer Eliminierung von Tumorzellen
beitragen wirde. Zumindest konnte in einigen Arbeiten nachgewiesen werden, dass sich eine
erhéhte Anzahl an CDA45-positiven Zellen giinstig auf das progressionsfreie Uberleben
auswirkt [147, 156].

Ein groRRer Vorteil bei der Verwendung der gewahlten Antikorper bestand darin, dass diese
sich gegen Oberflachenantigene richten und somit keine Permeabilisierung der Zellen not-
wendig war. Allerdings konnte dadurch vorrangig auch nur der epitheliale Charakter der
Zellen nachgewiesen werden. Um die Zellen, die die EMT oder die MET durchlaufen, und
damit auch CTCs mit mesenchymalem Phanotyp darstellen zu kdnnen, ist daher noch die
Etablierung von weiteren Markern erforderlich. Bei der Auswertung der Féarbereihen fiel auf,
dass einzelne Zellen trotz deutlich im Uberschuss hinzugegebener Antikérper eine schwa-
chere Intensitat der Farbung aufwiesen. Dies war auch bei den immunzytochemischen
Farbungen teilweise zu beobachten. Sieht man von eventuellen technischen Fehlerquellen
ab, konnte dies bereits ein kleiner Hinweis darauf sein, dass moglicherweise einige der
Zellen bereits die EMT durchlaufen und dementsprechend eine geringere Expression der
Oberflachenmarker, gegen die die Antikorper gerichtet sind, aufweisen, was folglich zu
einer geringeren Farbungsintensitét fuhrt. Dies konnte dann durch eine Etablierung entspre-
chender Marker getestet werden. Weiterhin ware die Aussagekraft der Immunfluoreszenz-
farbung auch an aus klinischen Proben isolierten CTCs zu prifen, sobald diese in einer
ausreichenden Anzahl kultiviert werden kdnnen. Insgesamt stellt die Beurteilung von CTCs
mittels Immunfluoreszenz bisher eine zuverlassige Methode zur Charakterisierung dieser
Zellen dar. Fir eine genauere bzw. weniger aufwendige Analyse der zu untersuchenden
Zellen ware eine automatisierte Beurteilung von CTCs anhand von Immunfluoreszenz-
Farbungen anzustreben. Ein derartiges Programm wird derzeit im Rahmen des IMI
(Innovations in Medicine Initiative)-Konsortiums CANCER-ID entwickelt [157].
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5.3.2 Veranderung der Zellmorphologie durch die Kultivierung

Obwohl durch Immunfluoreszenz-Féarbungen der epitheliale Charakter der Zellen auch nach
Isolierung und Kultivierung in Konditioniertem Medium bestatigt werden konnte, wurde
eine veranderte Morphologie der Zellen in Konditioniertem Medium beobachtet (vgl. Kapi-
tel 4.3.2 sowie Abbildung 21 und Abbildung 23). Hinsichtlich der Zellgrofien von CTCs
werden in der Literatur Werte von durchschnittlich 30 um (mindestens jedoch 8 um) be-
schrieben (vgl. Kapitel 1.1.4 sowie [188]). Vergleicht man die Messwerte aus dieser Arbeit,
konnten unter der Berlicksichtigung, dass vornehmlich Spiking-Zellen einer Metastasenzell-
linie betrachtet wurden, ann&hernd dhnliche Werte aufgezeigt werden (siehe Kapitel 4.3.2
und 4.3.3). Abweichungen zu vergleichsweise hoheren Werten kénnten beispielsweise durch
Einflisse mechanischer Art beim Farbeprozess bzw. durch die Eigenschaften der verwende-
ten Zelllinie an sich erklérbar sein. Im Vergleich von Konditioniertem Medium und Stan-
dardmedium (siehe Kapitel 4.3.2) war jedoch auffallig, dass bei Ersterem unabhéngig von
der verwendeten Isolierungsmethode die Zellen hinsichtlich ihres mittleren Diameters sig-
nifikant groRer waren. Hinsichtlich der Anzahl der Zellkerne zeigte sich nur bei den Zellen,
die nach Isolierung mittels MACS in Konditioniertem Medium kultiviert wurden, ein deut-
lich groRerer Anteil im Vergleich zum Standardmedium. Allerdings ist hierbei zu
bertcksichtigen, dass wegen der Tatsache, dass aufgrund der 0.g. Voraussetzungen bei der
Analyse der Zellen bei einigen Zellen keine klare Abgrenzung der Zellgrenzen und
entsprechend auch nicht der Anzahl der Zellkerne mdglich war, hier keine abschlie3ende
Aussage zum Einfluss des Konditionierten Mediums auf die Anzahl der Zellkerne getroffen
werden kann. Bezuglich der Gro3e der Zellkerne konnten signifikant hohere Messwerte bei
den mittels Konditioniertem Medium kultivierten Zellen detektiert werden, wenn zuvor mit-
tels MACS isoliert wurde. Dass hinsichtlich der KerngroRe keine Signifikanz nach initialer
Verwendung von RosetteSep™ + SepMate™ erreicht werden konnte, kdnnte moglicher-
weise der Stichprobengrofe fur die statistische Berechnung geschuldet sein, zumal die ab-
soluten Zahlen (Median und Mittelwert) ebenfalls durchaus zu héheren Messwerten bei die-
ser Methode tendieren. Zusammenfassend zeigten sich als hauptsachliche Beobachtung je
nach paarweiser Betrachtung von Isolierungsmethode und Kulturmedium entweder signifi-
kant oder tendenziell groRere Zellen mit grélieren (und teilweise auch mehreren) Zellkernen
und grélierem Anteil an zytoplasmatischen Auslaufern, wenn Konditioniertes Medium ver-
wendet wurde (insgesamt tendenziell begiinstigt, wenn mittels RosetteSep™ + SepMate™

isoliert wurde). Diese Beobachtungen lassen mutmalien, dass das Konditionierte Medium
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maoglicherweise einen starkeren Wachstumsreiz auf die Zellen vermittelt als das Stan-
dardmedium. Wie in Kapitel 5.3.3 beschrieben, sind maligne Zellen oft durch Verander-
ungen ihrer Zellkerne bzw. Nukleoli und der Kern-Plasma-Relation gekennzeichnet.
GroRere Zellkerne bzw. eine héhere Anzahl an Kernen kdnnte entsprechend Ausdruck eines
starkeren Wachstums sein. Allerdings misste diese These in zukinftigen Versuchsreihen
verifiziert werden, da alternativ, wie auch im nachsten Abschnitt erlautert, die Mdglichkeit
von entsprechenden Verdnderungen im Rahmen von Zelltodprozessen ebenfalls in Betracht
kame.

Weiterhin wiesen die Zellen zunehmend langliche Ausziehungen und breit ausladende Zy-
toplasmata auf, bildeten schmale interzelluldre Bricken und nahmen statt der typischen
rundlichen Form ein eher langliches Aussehen an, das morphologisch an Fibroblasten erin-
nerte. Dies war auch zu beobachten, als die reine kommerzielle Zelllinie HCC4006 in einer
T25-Zellkulturflasche mit Konditioniertem Medium kultiviert wurde. In der Literatur wer-
den CTCs bzw. Zellen, die die EMT durchlaufen, als fibroblastenéhnlich oder von mesen-
chymalem Charakter beschrieben (siehe Kapitel 1.1.2). Neben dem Nachweis epithelialer
Marker mittels Immunfluoreszenz konnte in dieser Arbeit durch zweimalige Anwendung
eines Anti-Fibroblasten-Kits (Miltenyi Biotec) ausgeschlossen werden, dass es sich bei den
Zellen um Fibroblasten handelte (Abbildung 19). Somit konnte auch ausgeschlossen werden,
dass im Rahmen der Herstellung des Konditionierten Mediums Fibroblasten (feeder cells)
im Medium verblieben. Da sowohl die gespikten Zellen im Standardmedium als auch die im
Konditioniertem Medium zeitlich und methodisch stets die gleiche Behandlung
erfuhren, bedeutet dies, dass die verédnderte Morphologie wahrend der Kultivierung im
Konditionierten Medium sehr wahrscheinlich aus der Einwirkung bestimmter Bestandteile
des verwendeten Mediums resultiert. Unterstutzt wird diese These durch die Beobachtung,
dass verschiedene Zelllinien im Konditionierten Medium ein unterschiedliches Wachstums-
verhalten zeigen, wahrend sie in ihrem jeweiligen Standardmedium uneingeschréankt prolife-
rieren. Diesbeziiglich kann in zukinftigen Versuchen der Verzicht auf die Zugabe einzelner
Zusétze oder eine Verdnderung deren Konzentrationen getestet werden. So kénnte unter-
sucht werden, ob das Zusammenspiel aus Konditioniertem Medium und ROCK Inhibitor
Y27632 uber eine Beeinflussung der Zelldifferenzierung (siehe Kapitel 5.2) oder ein Remo-
deling des Zytoskeletts [141] einen Beitrag zu der im Vergleich zur Ausgangszelle
veranderten Morphologie leistet.

Bei vielen HCC4006-Zellen, die im Konditionierten Medium kultiviert worden waren, fiel

weiterhin auf, dass diese ein breit ausladendes Zytoplasma aufwiesen. Einerseits konnte

80



diese Veranderung durch ein erhdhtes Proliferationsbestreben der Zellen erklérbar sein, was
prinzipiell positiv fur die Kultivierungsabsichten anzusehen ware. Andererseits wére jedoch
auch eine pramature Seneszenz in Betracht zu ziehen [158], getriggert méglicherweise durch
reaktive Sauerstoffspezies oder andere DNA-schadigende Einfllsse, die entweder direkt
durch bestimmte Inhaltsstoffe des Konditionierten Mediums vermittelt sein konnten, oder
dadurch, dass fir die Proliferation relevante Stoffe im Medium fehlten. Alternativ kdnnte
eine suboptimale Sauerstoffumgebung wahrend der Kultivierung zur Induktion einer Ne-
krose gefiihrt oder moglicherweise auch tber eine Reduktion der ATP-Konzentration in der
Zelle apoptotische in nekrotische Zelltodprogramme uberfiihrt haben [159, 160].

Inwieweit die morphologischen Verénderungen der Zellen nach Anwendung des Konditio-
nierten Mediums eventuell einen Selektions- oder Proliferationsvorteil reprasentieren, in-
dem zum Beispiel die langlichen Zellauslaufer zu einer besseren Konfluenz der Zellen un-
tereinander bzw. zu verstarkten Zell-Zell-Interaktionen beitragen, war in dieser Arbeit nicht
eindeutig zu beurteilen und bleibt Gegenstand mdglicher zukunftiger VVersuchsreihen.
Hinsichtlich aller analysierten morphologischen Verandungen gilt zu berticksichtigen, dass
es mit der fur diese Arbeit zur Verfligung stehenden technischen Ausstattung zwar mdglich
war, Aufnahmen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie zu erstellen, allerdings nicht der
gesamte Objekttrager automatisiert gescannt werden konnte. Die Morphologie war trotz
nicht vollstandiger Quanitifzierbarkeit der Zellen gut zu beurteilen und die Zellen konnten
entsprechend miteinander verglichen werden. Wie bei Zellkulturversuchen generell sollte
hierbei jedoch bedacht werden, dass immer kritisch zu hinterfragen ist, inwieweit von den
Beobachtungen der Objekttrager auf die tatsachlichen Eigenschaften der Zellen in Kultur zu
schlielen ist. Da dies jedoch ein gangiges Problem bei Zellkulturversuchen ist, wurden die
gewdhlten Methoden in dieser Arbeit als dennoch geeignet flir die Analyse der Zellen

angesehen.

5.3.3 Differenzierung der Zelltypen anhand der Immunzytochemie

Wie bei der Immunfluoreszenz-Féarbung konnte der epitheliale Charakter der im Median
27 um grolRen Zellen auch durch immunzytochemische Farbung mit einem anti-pan-Cyto-
keratin-Antikorper nachgewiesen werden (Abbildung 9 und Abbildung 25). Bei den Féarbun-
gen waren bei einigen Zellen zudem zwei oder mehr Zellkerne mit einer bildmorphologisch
geschétzten Kern-Plasma-Relation von 1 : 3 bis 1 : 2 sichtbar, was zur Bestatigung der Ma-
lignitdt der betreffenden Zellen herangezogen werden kann. Maligne Zellen sind

polymorph geformt und weisen h&ufig eine Verschiebung der Kern-Plasma-Relation
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zugunsten der Zellkerne [49] sowie mehrere Nukleoli und als Zeichen einer hohen prolife-
rativen Aktivitat zahlreiche Mitosen auf [161]. Die tbrigen zwischen 7 und 20 pum grol3en
livide geférbten Zellen kénnen aufgrund ihrer Grof3e als weiRe Blutzellen interpretiert
werden [162]. Wie bereits bei den ungefarbten Cytospins auffallig, zeigten sich auch hier
zahlreiche Zellen, die in Clustern aus mindestens zwei Einzelzellen zusammenlagen. Eine
solche Clusterbildung konnte ebenfalls bei der Beurteilung von Cytospins, die durch die
eigene Arbeitsgruppe im Rahmen der Isolierung von CTCs aus klinischen Proben angefertigt
wurden, beobachtet werden. Dabei scheint die Zusammenlagerung der Zellen nicht durch
die durchgefuhrten Arbeitsschritte wie zum Beispiel die Zentrifugation verursacht worden
zu sein, da die Cluster zuféllig auf den Cytospins angeordnet waren und weder die Mitte
noch die Peripherie der Objekttrager praferierten. AulRerdem findet sich eine unterschiedli-
che Anzahl von Clustern pro Cytospin und auch nicht auf jedem Cytospin sind diese Zell-
gruppierungen zu beobachten. Daher ist es wahrscheinlich, dass die Clusterbildung durch
Zell-Zell-Interaktionen vermittelt wird. Hierfir kénnte die Expression von Zell-Adhésions-
Proteinen verantwortlich sein. Aceto et al. [52] konnten anhand von Untersuchungen an
CTCs von Brustkrebspatientinnen feststellen, dass CTC-Cluster im Vergleich zu einzelnen
CTCs keine deutlich veranderte Genexpression aufweisen, jedoch durchaus Cluster-assozi-
ierte Gene wie zum Beispiel ein fur Plakoglobin kodierendes Gen exprimieren, was zur
Zelladhésion und zur Stabilitat der CTC-Cluster fuhren wirde, und haufiger Metastasen
ausbilden. Im Kontext der Kultivierung konnte eine Clusterbildung also einen Uberlebens-
vorteil der Zellen darstellen. Da sie, wie auch in dieser Arbeit zu beobachten, allerdings nur
einen verhaltnismalig geringen Anteil aller Zellen ausmachen, ware zu untersuchen, von
welchen Faktoren die Clusterbildung abhéngig ist, und ggf. die Identifikation bestimmter
Zell-Zell-Kontakt-vermittelnder Substanzen (z. B. Heparanase [163]) nétig, die dann im
weiteren Kontext Angriffspunkte fiir eine targeted therapy darstellen kdnnten. Weiterhin
war aufféllig, dass vor allem nach der Isolierung mittels RosetteSep™ + SepMate™ viele
Tumorzellen von mehreren Kkleineren etwa 2 bis 7 um groRen Zellen umlagert waren, bei
denen es sich um Erythrozyten oder Thrombozyten (evtl. mit Fibrin zwischen den einzelnen
Zellen) handeln konnte. Die moégliche Interaktion von Zellen des peripheren Blutsystems
mit CTCs konnte flir den Prozess der Metastasierung von Bedeutung sein. Die Untersuchun-
gen einzelner Arbeitsgruppen legen nahe, dass VVerdnderungen von in roten Blutzellen loka-
lisierten Enzymen eine maligne Transformation der Mukosa bei Kolorektalen Karzinomen

begunstigen kdnnten [164], weshalb eine Modifikation von Erythrozyten, zum Beispiel als
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Transportzelle fur Chemotherapeutika, fur die Therapie von Karzinomen [165, 166] einge-
setzt werden konnte. Wahrend man hinsichtlich der Thrombozyten fruher eine paraneoplas-
tische Thrombozytose, die mit einem verringerten Uberleben einhergeht [167, 168], eher als
Folge einer malignen Erkrankung interpretierte, betrachtet man heutzutage die Thrombozy-
ten eher als einen Motor der malignen Progression [169]. Die Thrombozyten kdnnen
beispielsweise durch eine Interaktion von Tumorzellen mit Monozyten / Makrophagen
aktiviert werden und im Verlauf aggregieren sowie inflammatorische Zytokine wie Interleu-
kine und TNF-a induzieren, wodurch es zu einer Schadigung der Endothelzellen der Gefal3-
innenwand kommen kann [170, 171]. Durch diesen Vorgang lief3en sich nicht nur paraneo-
plastische Erscheinungen wie Thrombembolien erkldren, sondern diesen Mechanismus
konnten Tumorzellen auch nutzen, um Gefalle zu invadieren. Dartber hinaus kdnnen die
Thrombozyten auch eine verstarkte Adhasion von Tumorzellen am Ort der Metastasenbil-
dung vermitteln [172] sowie mit Neutrophilen [173] und NK-Zellen [174] interagieren,
wodurch unter anderem die Zell-vermittelte Elimination von Tumorzellen behindert und die
Bildung einer metastatischen Nische begtinstigt wird [175]. Weiterhin scheinen Thrombozy-
ten im Zusammenspiel mit Zytokinen pro-angiogene Fahigkeiten zu besitzen, wodurch auch
eine Reaktivierung von Tumorzellen aus dem Ruhezustand bewirkt werden konnte [172,
176]. Dartiber hinaus scheinen auch Verdnderungen auf Ebene der mRNA in Thrombozyten
von Karzinompatienten stattzufinden, wodurch es méglich werden koénnte, Blutproben
bereits frih auf molekulare Spuren von Krebs zu untersuchen, sogar bei verschiedenen
Entitaten sowie bei Patienten mit einem nicht metastasierten Karzinom [177]. Berlicksichtigt
man die Eigenschaften im Hinblick auf Isolierungs- und Kultivierungsmethoden, so kann
durch das vermehrte Vorliegen von Thrombozyten bei Verwendung von RosetteSep™ im
Vergleich zu MACS mdglicherweise auch die héhere Zellzahl und die initial (wenn auch
nicht signifikant) bessere Kultivierbarkeit erklart werden. Fir zukinftige Versuche kénnte
daher erwogen werden, nicht unbedingt eine moglichst hohe Reinheit der gewiinschten

Zellen erreichen zu wollen, sondern auch den Einfluss hintergrindiger Zellen zu beurteilen.
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54 AUSBLICK

Der Vergleich zweier Methoden zur Isolierung von nicht-hdmatopoetischen Zellen ein-
schlielich Zirkulierender Tumorzellen (CTCs) zeigte, dass sowohl mittels eines MACS-
basierten Systems als auch mittels RosetteSep™ + SepMate™ vitale Zellen fur die anschlie-
Rende Kultivierung isoliert werden kdnnen.

Dennoch war die Ausbeute an Tumorzellen mit etwa einem Fiinftel der ,,gespikten® Zellen
relativ gering. Hier besteht Optimierungspotential: Einerseits konnten Spiking-Versuche mit
geringeren oder auch hoheren Zellzahlen durchgefuhrt werden, andererseits sollten weitere
Methoden, beispielsweise solche, die auf einer ZellgréRRenselektion beruhen, in Betracht
gezogen werden.

Die Kultivierung von CTCs ist eine wichtige Voraussetzung, um umfangreiche Analysen an
diesen Zellen durchfuhren zu kénnen. In der Literatur sind nur wenige Beispiele fir die
erfolgreiche Kultivierung von CTCs beschrieben und auch die in dieser Arbeit getesteten
Bedingungen in Konditioniertem Medium fuhrten nicht zur gewtinschten in vitro Expansion
der isolierten Zellen. Es sollten daher weitere Kulturbedingungen zur Kultivierung von
CTCs untersucht werden. Betrachtet man ruickblickend unter anderem die Erfolge in der
Anwendung des Konditionierten Mediums, so liegt es nahe, dass CTCs in ihrem Wachstum
auch in bedeutendem Mal3e von sie direkt umgebenden Einflissen, also vom Microenviron-
ment, abhangig sind. In diesem Zusammenhang wére zum Beispiel die Betrachtung der
Wirkung des Chemokins CXCL12 [178-180] sowie des Apoptoseinhibitors Survivin [181,
182] ein Ansatzpunkt fur weitere Forschungsbemiihungen. Werden Stoffe identifiziert, die
einen fordernden oder hemmenden Einfluss auf das CTC-Wachstum haben, dann kénnten
diese wiederum als Zusétze in Kulturmedien fungieren, um einerseits eine Proliferation von
CTCs bzw. EMT-Zellen fiir deren Analyse zu erreichen bzw. andererseits eine Reduktion
der Zellzahl im Rahmen der Etablierung neuer Therapieoptionen zu bewirken. Hinsichtlich
der Proliferationsrate kdnnte zudem verstarkt der Einfluss hypoxischer Kulturbedingungen
[28] getestet werden, um die Frage zu kléren, ob die Tumorzellen zum Beispiel in weniger
gut durchbluteten Endstromgebieten von Kérperregionen oder Organen eine Wachstums-
hemmung erfahren oder ob sie im Gegenteil sogar einen Hypoxie-bedingten Selektionsvor-
teil im Vergleich zu korpereigenen Immunzellen besitzen und ihren Zellstoffwechsel den

Umgebungsbedingungen anpassen kénnen (siehe Kapitel 5.2).
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Daruber hinaus bietet auch die Beurteilung der Beeinflussung von CTCs durch Blutzellen,
besonders von solchen, die sich um die Tumorzellen lagern (siehe Kapitel 5.3.3),
Maoglichkeiten fur weitere Untersuchungen. Hierbei ware vor allem der Rolle von
Thrombozyten Beachtung zu schenken.

Hinsichtlich der Charakterisierung der Zellen wéren weitere spezifische Marker zu etablie-
ren, die eine verbesserte Identifikation von Zellen mit epithelialem Charakter sowie EMT -
Zellen und deren Vergleich untereinander ermdglichen. Dieses Markerpanel wiederum
konnte dann auf bereits etablierte (auch kommerzielle) Karzinomzelllinien angewendet
werden, um zu prufen, ob diese bereits ohne eine spezifische Veranderung von Kulturbedin-
gungen eine gewisse Anzahl an Zellen enthalten, die die EMT oder auch den reversen
Prozess, die MET, durchlaufen. GleichermaRen interessant ware die Ubertragung dieser
Fragestellung auf die Analyse von Blutproben an einem Karzinom erkrankter Patienten.
Zwar ist bekannt, dass CTCs mit epithelialem Charakter beféhigt sind, Metastasen an tumor-
fernen Lokalisationen auszubilden, doch scheint noch wenig daruber bekannt zu sein,
in welchem Ausmall zum Beispiel eine Korrelation zwischen der Anzahl an EMT-Zellen
und der Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung einer Metastase besteht. Dariber hinaus ist
bisher auch noch nicht klar, ob eine Korrelation zwischen der Anzahl an EMT-Zellen und
klinischen Parametern sowie dem Gesundheitszustand eines Patienten besteht.

In diesem Kontext stellt sich auch die Frage, welche noch unbekannten Faktoren Einfluss
auf die Initiierung sowohl der EMT als auch des reversen Prozesses, der MET, nehmen und
welche Bedingungen dartiber entscheiden, ob eine Metastase ausgebildet wird oder nicht.
So ist schon lange bekannt, dass viele Karzinomentitaten bestimmte Organe als Metastasie-
rungsorte bevorzugen [183, 184], ohne dass bisher abschlieBend gekléart werden konnte,
welche Bedingungen fir diese Praferenzierung vorliegen missen. Des Weiteren waére die
Etablierung eines zuverlassigen Verfahrens zum Nachweis von nicht fixierten CTCs in
Suspension ein weiterer Schritt in Richtung einer Charakterisierung der Zellen in einer
realitdtsndheren Umgebung. Hierfiir konnte auch zundchst die Identifikation einer
geeigneten GrolRe flr die Zellkultureinheiten hilfreich sein.

Auf dem Forschungsgebiet der CTCs stehen also noch Antworten auf zahlreiche Fragen aus.
Weitere Erkenntnisse zu den CTCs werden in Zukunft das Verstdndnis tber zahlreiche
Karzinomentitaten férdern und zu wichtigen Fortschritten in der Diagnostik und Therapie

dieser Erkrankungen fiihren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Lungenkarzinom und das Kolorektale Karzinom (KRK) belegen in der Statistik der
weltweit h&ufigsten Todesfélle durch Krebserkrankungen den ersten bzw. dritten Platz.
Hinsichtlich der Prognose einer Karzinomerkrankung sind insbesondere eine friihe Diagnos-
tik und die Metastasierung des Tumors von Bedeutung. Fir die Metastasierung werden dabei
vor allem Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) verantwortlich gemacht. Um den Prozess der
Metastasierung sowie Eigenschaften der CTCs besser verstehen zu konnen, sind Fortschritte
in der Isolierung, Kultivierung und Charakterisierung von CTCs erforderlich. Daher sollten
in dieser Arbeit Isolierungsmethoden und Kultivierungsbedingungen fir nicht-hamatopoeti-
sche Zellen einschlie}lich CTCs untersucht werden. Es sollte eine ausreichende Zellzahl fur
umfangreiche Analysen erzielt werden, um ferner eine genauere diagnostische, pradiktive
und prognostische Aussage im Rahmen einer individualisierten Medizin treffen zu kdnnen.
Hinsichtlich der getesteten Isolierungsmethoden konnten Vorteile bei der Verwendung von
RosetteSep™ + SepMate™ gegeniiber einem MACS-basierten System in Bezug auf die
Handhabbarkeit, Zellausbeute und Reinheit der isolierten Zellen gezeigt werden.

Zur Bestatigung des epithelialen Charakters konnten die Zellen aus dem Spiking-Modell
mittels Immunzytochemie sowie unter Optimierung eines Immunfluoreszenz-Protokolls
erfolgreich geféarbt und nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten die epithelialen Zellen
mittels Immunfluoreszenz von CD45-positiven Leukozyten differenziert werden.
Weiterhin wurden in vitro Kultivierungsversuche anhand eines Spiking-Modells sowie mit
CTCs aus Patientenproben unter Anwendung eines Protokolls zur konditionalen Immortali-
sierung mittels Konditioniertem Medium und Rho-Kinase-Inhibition durchgefiihrt.

Hierbei zeigte sich, dass Zellen einer Lungenmetastasen-Zelllinie in Konditioniertem Me-
dium ihre Morphologie andern, aber weiter proliferieren und ihren epithelialen Charakter
beibehalten. Im Gegensatz dazu proliferierten weder eine Kolonkarzinom-Zelllinie noch
CTCs aus Blut von Tumorpatienten in Konditioniertem Medium.

Ein Vergleich zur Kultivierung von CTCs und Zellen des Primartumors ergab, dass sich die
Zellen des Primértumors kultivieren lassen, wahrend CTCs von denselben Patienten bei
gleichen Bedingungen nicht proliferierten. Daraus l&sst sich ableiten, dass CTCs im
Vergleich zu Zellen des Primartumors differente Bedingungen flr die in vitro Kultur
bendtigen und / oder dass die initiale Anzahl an isolierten CTCs unter Anwendung der bisher

zur Verfligung stehenden gangigen Methoden nicht fir deren Kultivierung ausreicht.
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6 ABSTRACT

Among the most common cancer related deaths worldwide lung cancer and colorectal cancer
rank first and third, respectively. Concerning the prognosis for cancer patients, early clinical
diagnostics and the occurrence of metastases are of particular importance. The ability to form
metastases seems to be mediated by circulating tumor cells (CTCs). In order to gain new
insights into the characteristics of CTCs and their role in the development of metastases,
progress has to be made regarding isolation, cultivation and characterization of CTCs.
Therefore, the aim of this work was to assess different isolation techniques as well as
conditions for the culture of non-haematopoetic cells including CTCs. The in vitro expansion
of CTCs should allow comprehensive analyses of CTCs to enable more precise diagnostic,
predictive and prognostic insights and hence enable individualized medicine.

The comparison of two isolation methods for CTCs revealed advantages of RosetteSep™ +
SepMate™ over a MACS system with respect to handling, cell recovery and purity of the
isolated cells.

To prove the epithelial phenotyp, cells from the spiking model could be detected and stained
successfully using immunocytochemistry and an optimized immunofluorescence protocol.
In addition, epithelial cells could be differentiated from CD45-positive leukocytes by the
immunofluorescence.

Furthermore, the in vitro culture of tumor cells was assessed using a spiking model and CTCs
isolated from blood of cancer patients. Therefore, a protocol for conditional immortalization
by conditioned medium and Rho-Kinase inhibition was tested. Under these conditions cells
from a lung metastasis cell line showed an altered morphology, but kept proliferating und
maintained their epithelial character. In contrast, neither cells derived from a colorectal
carcinoma cell line nor CTCs from blood samples from tumor patients grew in conditioned
medium.

A comparison between CTCs and cells from the primary tumor showed, that cells from the
primary tumor grew fine in conditioned medium, while CTCs from the same patients under
identical conditions did not grow. These results suggest that CTCs, compared to cells from
the primary tumor, require different conditions for in vitro culture and / or that the initial
number of isolated CTCs using currently available methods is usually not sufficient for the
establishment of a cell culture.
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8.3 MATERIALIEN UND ERHOBENE DATEN

8.3.1 Gerate
Bezeichnung
Absauger fur Zellkultur - Vacuboy
Autoklav

Brutschranke fir Zellkultur

Cytospins
Cytospintrichter
Cytospinzentrifuge Cytospin 2
Cytospin - Klemmen
Eismaschine F80C
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop Biorevo BZ-9000
Gefrierschréanke (-18 °C)
gentleMACS Dissociator
Glaswaren
Halbautomatische Pipetten
(0,5-10 pL, 10-200 pL, 100-1000 pL)
Kihlschrank
Kihlzentrifuge
Lichtmikroskop Axiovert, Axioplan
Linearbeschleuniger Trilogy® System
MACS Multistand
Neubauer Z&dhlkammer improved
OctoMACS™ Separator
Pannoramic DESK
Pipettierhilfe accu-jet® pro
QuadroMACS™ Separator
Schattler
Skalpelle
Slide Scanner Pannoramic Desk
Sterilwerkbank

100

Hersteller

Integra

Steriltechnik AG

Heraeus, Thermo Scientific, Memmert,
Shel Lab

Tharmac
Shandon
Tharmac
Icematic
ScalTec
Keyence
Liebherr
Miltenyi Biotec
Schott Duran
Eppendorf

Gorenje, Bosch

Hettich (Rotanta 46 RS)
Zeiss

Varian Medical Systems
Miltenyi Biotec
BlauBrand

Miltenyi Biotec

3D Histech

Brand

Miltenyi Biotec

IKA Labortechnik
Feather

3D Histech/ Intas

Kottermann, Nuaire



Timer, digital

Tischzentrifuge

Vakuumpumpe fur Zellkultur
Waage

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q
Wasserbader

Zellschaber

8.3.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
CellTrics Filter 30 um griin

Chamberslides 8 Well Permanox® Slide

Cytospin-Objekttrdger Shandon
DakoPen (Fettstift)
Deckglaschen, verschiedene
Einmalhandschuhe, Nitril
Einmalspritze 10 mL, 20 mL
Filterkarten fur Cytospins
gentleMACS C Réhrchen
MACS SmartStrainer

Magnetic Columns (Saulen: LS, MS)
Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen gestopft

(10 pL, 200 pL, 1000 pL)
Pipettenspitzen ungestopft

(10 uL, 200 pL, 1000 pL)
SepMate™ Rohrchen (50 mL)

Serologische Pipetten

(25 mL, 5mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL)

S-Monovette® EDTA 9 mL
Sterifix® 0,2 um Injektionsfilter
Sterilfiltrationsflasche 0,2 um 0,25 L
Sterilfiltrationsflasche 0,2 ym 0,5 L

Dostmann/Wertheim
Eppendorf

KNF Lab Laboport
Kern

Millipore

GFL, Lauda
Sarstedt

Hersteller

Partec

Lab-Tek

Thermo Scientific
DAKO

Menzel, Geyer
Hartmann

BD

Thermo Scientific
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

American National Can

Assistent

Biozym Scientific GmbH

Sarstedt

STEMCELL Technologies

Greiner Bio-One

Sarstedt
Braun

Sarstedt
Sarstedt



Well-Platten, 24 Wells
Well-Platten, 48 Wells
Well-Platten, 96 Wells
Zellkulturflaschen T25, T75, T175
Zellstofftucher
Zentrifugenréhrchen (15 mL)
Zentrifugenréhrchen (50 mL)

8.3.3 Chemikalien
8.3.3.1 Reagenzien
Bezeichnung
ACD (Acid-Citrate-Dextrose)
Aceton
Adenin
Amphotericin B
Antibiotikum Penicillin/Streptomycin 100x
Antibody diluent, background reducing
Apo-Transferrin
Aquatex Eindeckmedium
Bovines Serum Albumine Fraction V (BSA)
Cholera-Toxin
DAPI
DMEM + GlutaMAX™
DMSO
Entmineralisiertes Wasser MQ
epithelialer Wachstumsfaktor
(epithelial growth factor, EGF)
Ethanol 99 % (v/v)
FcR-Blocking-Reagenz
Fetales Kéalberserum (FBS)
Ham’s F12 + GlutaMAX™
Hydrocortison
Insulin

Isopropanol
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Sigma-Aldrich
Sarstedt

Greiner Bio-One
Sarstedt

Kimberly-Clark Professional
Sarstedt, Greiner Bio-One

Sarstedt

Hersteller
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Life Technologies
Dako
Sigma-Aldrich
Merck

Roche Diagnostics GmbH

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Merck
Milliporeanlage

Invitrogen

Fluka

Miltenyi Biotec
Life Technologies
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck



Leibovitz‘s-L15-Medium
Lymphoprep™
Methanol

PBS 1x, steril
ROCK-Inhibitor Y27632
Tissue Storage Solution
Tris Base

Tris HCI

Trypan-Blau

Tween 20

Life Technologies
STEMCELL Technologies
Merck

Life Technologies

Enzo Life Science
Miltenyi Biotec
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Life Technologies

Merck

Vectamount Aqueous Mounting Vector Laboratories Inc.

Eindeckmedium

8.3.3.2 Puffer und LAsungen

Blocking-Puffer (ICC)
5 % Rabbit-Normalserum (v/v) in TRIS-Puffer

Blocking-Puffer (IF) - altes Protokoll

50 ml 1x PBS

1% (w/v) BSA

10 pL FcR-Blocking-Reagenz pro Objekttréager

Blocking-Puffer (IF) - neues Protokoll

1x PBS

5 % Maus Normal Serum

10 pL FcR-Blocking-Reagenz pro Objekttrager

MACS-Puffer
500 mL 1x PBS
1 % (w/v) BSA
0,4 % (v/v) ACD

PBS-T

1L 1xPBS
0,01 % (v/v) Tween 20
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Reagent alcohol

90 % (v/v) Ethanol

5 % (v/v) Methanol

5 % (v/v) Isopropanol

TRIS-Puffer

17,56 g NaCl

1,8 g Tris Base

13,7 g Tris HCL

ad 2,5 L MQ Wasser (pH 7,4 - 7,6)

TRIS-Tween-Puffer
1 L TRIS-Puffer
0,05 % (v/v) Tween 20

Eindeckmedium fir IF

0, 0125 pg/pL DAPI (4°,6°-Diamidin-2-phenylindol), Sigma Aldrich (# D9542)
in Vectamount Aqueous Mounting Medium

8.3.3.3 Enzyme und gebrauchsfertige Reaktionssysteme (Kits)

Bezeichnung Hersteller
Trypsin/ EDTA 0,05 % Life Technologies

RosetteSep™ CTC Enrichment Cocktail STEMCELL Technologies

Containing Anti-CD36 (# 15127)

Pan T Cell Isolation Kit (# 130-096-535) Miltenyi Biotec

Tumor Dissociation Kit (# 130-095-929) Miltenyi Biotec
Enzym-Mix pro 1 Gewebeprobe:

-EnzymH 200 pL
-Enzym R 100 pL
-Enzym A 25puL

- DMEM 4,7 mL

8.3.3.4 Medien fur die Zellkultur
Leibovitz‘s-Medium
500 mL Leibovitz‘s-L15-Medium
10 % FBS
1 % Penicillin/Streptomycin
Sterilfiltration
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RPMI-Medium
500 mL RPMI-1640-Medium (ATCC modification)
10 % FBS (v/v)
1 % Penicillin/Streptomycin
Sterilfiltration
Medium fur Kryokonservierung der kommerziellen Zelllinien
95% jeweiliges Kulturmedium
5% DMSO
Medium fur Kryokonservierung von Zellen aus Gewebeproben
90 % FBS
10 % DMSO
1 pL / mL ROCK-Inhibitor Y27632

Konditioniertes Medium Gebrauchslosung (+ Zusatze; modifiziert nach
Palechor-Ceron et al. [109])
Konditioniertes Medium 750 pL/mL

F-Medium 250 pL/mL

ROCK Inhibitor Y27632 2 uL/mL

Hydrocortison 0,8 uL/mL

EGF 0,1 puL/mL

Amphotericin B 1uL/mL  (bei Gewebeproben in der ersten Woche)
Konditioniertes Medium (F-Medium (200 mL) + Zuséatze pro 200 mL)

DMEM 142 mL

Ham’s F12 48 mL

FBS 10 mL

Adenin 400 pL

Insulin 100 pL

Cholera-Toxin 17 L

Penicillin/Streptomycin 2mL

ROCK Inhibitor Y27632 200 pL

Amphotericin B 200 pL

Hydrocortison 160 pL

EGF 20 uL
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8.3.3.5 Antikorper

Es wurden Antikdrper gegen Oberflachenmarkerproteine fiir Separationsverfahren und De-
tektionsmethoden mittels Immunfluoreszenz und -zytochemie verwendet (Tabellen 9, 10,
11).

Tabelle 9 — Antikorper fir die Isolierung mittels MACS

Bezeichnung Konjugat Klonalitat Wirt Hersteller
Produktnummer
anti-CD45 MACS Microbeads | monoklonal Maus Miltenyi Biotec,

# 130-045-801
anti-Fibroblasten | MACS Microbeads | monoklonal Maus Miltenyi Biotec,
# 130-050-601

Tabelle 10 — Primarantikorper

Bezeichnung Konjugat Verdunnung | Klonalitat Wirt | Hersteller,
Produktnummer
anti-panCytoke- | Alexa 1:200 monoklonal | Maus | eBioscience,
ratin AE1/AE3 | Fluor488 bis 1 : 400 # 53-9003-82
anti-CD45 Alexa 1:30 monoklonal | Ratte | BiolLegend,
RA3-6B2 Fluor594 # 103254
anti-panCytoke- | unkonjugiert | 1: 200 monoklonal | Maus | abcam,
ratin C-11 # ab7753

Der anti-panCytokeratin-Antikorper-Klon AE1/AE3 wurde gewahlt, da dieser auch die
Cytokeratine 7 und 19 umfasst, welche zusammen mit den ebenfalls abgedeckten Cytokera-
tinen 8 und 18 eine hohere Spezifitat bei Lungenkarzinomen aufweisen als die Ubrigen
Cytokeratine. Zudem ist das Cytokeratin 19 auch bei Kolonkarzinomen zu finden, wodurch
auch hier die Spezifitat der Antikdrperbindung trotz Fehlen des Antikérpers gegen das flr

Kolonkarzinome typische Cytokeratin 20 etwas verbessert werden kann [59, 185].
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Tabelle 11 — Sekundarantikorper

Bezeichnung Konjugat Verdin-

Klonalitat Wirt Hersteller,

nung

Produktnummer

Mouse

Rabbit-Anti- unkonjugiert | 1:25

polyklonal | Kanin- | Dako,
chen # 720259

Potenzierung der Farbeintensitét
APAAP Dako # D0651 1 : 25

Fuchsin-Substrat-Chromogen-System Dako # K0625

Hématoxylin

8.3.4 Software
Bezeichnung
Adobe Reader DC
BZ-Viewer & Analyzer
Case Viewer
Citavi 5
GIMP Bildbearbeitung Version 2.8.16
GraphPad Prism 9 (Version 9.3.1)
Microsoft Office 2007 & 2013
Pannoramic Scanner & Viewer
SPSS Statistics Version 26

Hersteller

Adobe Systems Inc.

Keyence

3D Histech

Swiss Academic Software GmbH
S. Kimball, P. Mattis

GraphPad Software, LLC
Microsoft

3D Histech

IBM
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8.3.5 Erhobene Daten zu Kapitel 4.3.2

Tabelle 12 — Detaillierte Daten zur Auswertung der Versuche mittels Immunfluores-
zenzfarbung: Zellmorphologie in Abhangigkeit von der verwendeten Isolierungsme-

thode und dem verwendeten Medium

MACS (Konditioniertes Medium), n = 110 Zellen

Mittelwert Median kleinster grofiter
Angaben in pm Wert Wert
kleinster Zelldurchmesser 35,02 30,27 11,35 128,10
grofter Zelldurchmesser 54,91 49,19 23,24 150,80
max. Kerndurchmesser 17,74 17,30 9,73 41,62
max. Lange der Auslaufer 53,79 45,94 14,05 129,72
MACS (Standardmedium), n = 155 Zellen

Mittelwert Median kleinster grofiter
Angaben in pm Wert Wert
kleinster Zelldurchmesser 27,45 24,86 12,97 90,80
grofter Zelldurchmesser 41,80 39,19 16,76 109,18
max. Kerndurchmesser 15,12 15,13 8,11 30,81
max. Lange der Auslaufer 37,24 34,59 22,70 83,78
RosetteSep™-+SepMate™ (Konditioniertes Medium), n = 63 Zellen

Mittelwert Median kleinster grofiter
Angaben in pm Wert Wert
kleinster Zelldurchmesser 40,29 37,84 15,13 127,56
grofter Zelldurchmesser 68,03 62,16 21,08 209,17
max. Kerndurchmesser 17,82 17,84 10,81 31,89
max. Lange der Auslaufer 54,61 49,19 23,78 94,59
RosetteSep™-+SepMate™ (Standardmedium), n = 154 Zellen

Mittelwert Median kleinster grofiter
Angaben in pm Wert Wert
kleinster Zelldurchmesser 28,99 25,94 12,97 163,23
grolter Zelldurchmesser 50,93 45,94 19,46 237,82
max. Kerndurchmesser 16,37 15,67 8,11 31,35
max. L&nge der Ausléaufer 36,66 34,86 24,86 48,65
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