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l. Einleitung

1.1 Einsatz von dreidimensionalen (3-D) Zellkulturmodellen im Anti-Tumor-
Wirkstoff-Screening-Prozess

Fortschritte auf den Gebieten der Genomik und der Proteomik haben die Forschung nach
neuen Wirkstoffen und molekularen Angriffspunkten in der Tumortherapie revolutioniert. For-
schung und die Pharmazeutische Industrie sind dadurch in der Lage, immer mehr relevante
Angriffspunkte zu identifizieren und zielgerichtet gegen diese vorzugehen. Zur erfolgreichen
Entwicklung und geeigneten Auswahl viel versprechender Wirkstoffe werden zuverlassige
und stabile Testsysteme bendtigt. Heutzutage nutzen viele Pharmazeutischen Unternehmen
als ersten Schritt zur Wirkstoffentwicklung ein Reihe spezifischer High-Throuput-Screening
(HTS) Assays. Unter dem Einfluss technologischer und instrumenteller Weiterentwicklungen
wurde in den letzen 10 Jahren eine Vielzahl unterschiedlicher HTS Assays entwickelt. Dazu
gehdren sowohl biochemische, wie z.B. Ligand-Bindungsassays (Pereira et al. 2007), als
auch zellbasierte Assay (Gill et al. 2007; Zimmermann et al. 2008; Trivedi et al. 2008). Die
Vorhersagbarkeit einer klinischen Effizienz dieser Assays ist jedoch nach wie vor in der Dis-
kussion (Kunz-Schughart et al. 2004). Ein standiges Forschungsgebiet ist daher die Entwick-
lung neuer, komplexer Testsysteme, um Erkenntnisse Uber die Effekte und Funktionen di-
verser Wirkstoffmolekile im zelluldaren Kontext zu erhalten. Gegenwartig lassen sich diese
zellbasierenden Assays in drei Gruppen einteilen: (a) allgemeine Zellantwort auf externe
Stimuli (z.B. Proliferation, Vitalitat, Zytotoxizitat), (b) Assays, die Signaltransduktionswege
verfolgen (z.B. Kinaseaktivierung, lonenkanéle), und (c) Zellantwort auf Transkriptions- bzw.
Translationsebene (z.B. Reportergene, Aktivierung von Transkriptionsfaktoren).
Pharmazeutische Unternehmen nutzen heutzutage in vitro HTS-Assays hauptséchlich zum
Screening von Wirkstoffoanken und fur die Entwicklung neuer Wirkstoffklassen. Obwohl viele
der zellbasierten Assays in vitro schon jetzt in der Wirkstoffentwicklung eingesetzt werden,
vor allem in den gut beschriebenen Krebszelllinienmodellen (Johnson et al. 2001; Monga et
al. 2002), bleibt die Prognose fir eine klinische Antwort auf neue Wirkstoffe wahrscheinlich
eher begrenzt (Sausville 2000; Pelkonen et al. 2001; Balis 2002). Die Limitierung dieser
zweidimensionalen (2-D) zellbasierten Assays ist darauf zurlickzufuhren, dass diese Syste-
me die Antwort von Zellen im 3-D Mikromilieu (wie in Geweben und Tumoren in vivo) nur
unzureichend bzw. gar nicht widerspiegeln. Darum erscheint es sinnvoll, die Méglichkeiten
technisch ausgereifterer in vitro Modelle zu nutzen, um die Situation in vivo besser nach-
zuahmen. 3-D Zellkulturmodelle kdnnen das Verhalten vieler Zelltypen in vivo deutlich bes-
ser imitieren (Kunz-Schughart et al. 2004). Der Einsatz solcher Modelle im Wirkstoff-

Screening scheint deshalb sehr aussichtsreich. Eine Zusammenfassung der bestbekannten
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3-D Zellkulturmodelle, die bislang in der Tumorbiologie eingesetzt werden, ist in Tabelle 1

wiedergegeben.

Tabelle 1. Zusammenfassung von 3-D Zellkulturmodellen, die gegenwaértig in der Zell- und Tu-
morforschung eingesetzt werden.

Zellkulturmodell

Beschreibung

u.a. verwendet zur

Beobachtung von

Zellularer

Multilayer

Ubereinander liegende Zell-
schichten, die auf einer durch-
lassigen Membran geziichtet

werden

Wirkstofftransport/-bindung, Therapie-
resistenz, Invasion (Hicks et al. 1997;
Padron et al. 2000; Duong et al. 2005)

Matrix-

eingebettete

Einzelzellen oder Zellaggrega-
te, die in einer durchlassigen,

extrazellularen Matrix gezlich-

Tumorzellbiologie, Zell-Zell-Inter-
aktionen, Zellmigration/-invasion artifi-
zieller Organe (Casciari et al. 1994,

Muralidhar et al. 2001; Nelson et al.

Kulturen
tet werden 2005; Debnath et al. 2005; Lee et al.
2007)
Zellen, die innerhalb eines | Tumorzellmetabolismus, Therapie-
Hollow-Fiber Netzwerks durchstromter, arti- | resistenz, artifizieller Organe (Gillies
Bioreaktor fizieller Kapillaren gezichtet | et al. 1993; Legallais et al. 2001; Du-

werden

long et al. 2002; Matsuura 2006)

ex vivo Kulturen

Operativ entfernte Gewebe-
oder Tumorsticke, die in vitro

kultiviert werden

Therapieresistenz, Zell-Zell-Inter-
aktionen, Tumormarker (Berglund et

al. 2002; Ochs et al. 2003)

Multizellulares

Sphéroid

Spharisches Zellaggregat in
stehender oder gerihrter Sus-

pensionskultur

Tumorzellbiologie, Therapieresistenz,
Zell-Zell-Interaktionen, Wirkstoffpenet-
ration/-modelling, Tumormarker, Nahr-
stoffverteilung,  Tumorzellmetabolis-
(Sutherland  1988;
Schughart et al. 1998; Mueller-Klieser
2000; Friedrich et al. 2007a)

mus Kunz-

Der Hauptgrund, warum diese oder andere 3-D Zellkulturmodelle bislang noch nicht im Wirk-

stoff-Screening-Prozess eingesetzt werden kdnnen, ist das Fehlen einfacher, kontrollierter

Techniken und Protokolle fur einen schnellen, standardisierten Assay zur Bestimmung der

zellularen Antwort in situ. Erschwerend kommt hinzu, dass der Forschungsschwerpunkt des

in vitro Wirkstoff-Screenings Uber viele Jahre auf der Weiterentwicklung des High-
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Throughput-Verfahrens einfacher Kultursysteme lag, nach dem Motto: kleiner, schneller,
mehr (z.B. 384-Well-Platten, Analyse von Einzelzellen). Dennoch gibt es bereits erste An-
sétze, um zuverlassige HTS-Methoden, die urspriinglich fir Monolayer-Kulturen entwickelt
wurden, an hoher-entwickelten Kultursystemen anzuwenden (Kunz-Schughart et al. 2004).
Dies wuirde die Prognostik eines Screening-Systems stark verbessern, ohne dabei den High-
Throughput-Charakter zu verlieren. Ein weiterer Aspekt dieser Entwicklung ware, die Anzahl
von Tierversuchen im Wirkstoffentwicklungsprozess verringern zu kénnen. 3-D Testsysteme
koénnten als Zwischenglied zwischen 2-D zellbasierten Assays und Tiermodellen (Xenografts,
Autologe Hollow-Fiber) dienen (Kunz-Schughart et al. 2004).

1.2 Das multizellulare Tumor-Sphéaroid-Modell (MCTS-Modell)

Das klassische und meist beschriebene 3-D Tumormodellsystem ist das multizellulare Tu-
mor-Sphéaroid-(MCTS)-Modell. Von den in Tabelle 1 beschriebenen 3-D in vitro Modellen
besitzen MCTSs, neben Matrix-eingebetteten Kulturen, das groRte Potential fir einen Ein-

satz in der Anti-Tumor-Wirkstoff-Entwicklung im HTS-Verfahren.

1.2.1 Wachstum und pathophysiologische Eigenschaften

Zahlreiche Reviews und Buchkapitel fassen die Geschichte des Spharoidmodells seit seiner
Einfuhrung in die Krebsforschung durch Radiobiologen in den friihen siebziger Jahren (Su-
therland et al. 1970; Sutherland et al. 1971a; Sutherland et al. 1971b) zusammen. Seit da-
mals wurde das klassische, von Sutherland und Mitarbeitern eingefiihrte System von sphari-
schen, multizellularen Kulturen tierischer Zelllinien stetig weiterentwickelt.

Beim Einsatz von Spharoiden in therapeutischen Testsystemen sind deren pathophysiologi-
sche Eigenschaften besonders hervorzuheben. So imitieren Spharoide das Wachstum und
das Mikromilieu avaskularer Tumormikroregionen, sowie morphologische und funktionelle
Eigenschaften von Tumorzellen in vivo (siehe Abbildung 1). Zellen in der Spharoidperipherie
entsprechen dabei Zellzyklus-aktiven Tumorzellen, die in vivo an Kapillaren angrenzen. Im
Gegensatz dazu befinden sich die innersten Zellen eines Sphéroids im Ruhezustand, ster-
ben letztendlich durch Apoptose oder Nekrose und bilden dadurch einen sekundar-
nekrotischen Kern. Die konzentrische Anordnung heterologer Zellpopulationen in Sphéaroiden
und das Auftreten eines pathophysiologischen Gradienten gleichen der Situation in Mikrome-
tastasen, vaskularer Tumoren oder interkapillaren Tumorregionen (Mueller-Klieser 1987;
Sutherland 1988).
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d = 605 ym ‘ n potentielle
Differenzierung

sekundare
Nekrose

potentielle
Differenzierung

Mikrotumor,
Mikrometastase

Abbildung 1. MCTSs (oben links, d = Durchmesser, N = sekundéare Nekrose, VR = vitale Rand-
schicht) zeigen Wachstumscharakteristika und zahlreiche pathophysiologische Eigenschaften
von avaskularen Tumormikroregionen und/oder entstehenden Mikrometastasen (unten). Wei-
terhin ahnelt der Versorgungs-/Abbaugradient in Sphéaroiden der Situation von der Kapillare
hin zur Peripherie in Tumormikroregionen (oben rechts) (Friedrich et al. 2007a).

Uber einen kritischen Durchmesser von meist 500-600 pm hinaus bilden die meisten Spha-
roidtypen aus etablierten Zelllinien im Kern eine zentrale, sekundare Nekrose aus. Dieser ist
Ublicherweise von einer 100-300 um breiten Schicht aus lebenden Zellen umgeben und kor-

reliert mit einer eingeschrankten Einwarts-/Auswartsdiffusion positiver und negativer Regula-
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toren. Dadurch kommt es zur Unterversorgung mit Sauerstoff und N&hrstoffen, einer An-
sammlung von Abfallprodukten und einem verringertem pH-Wert (siehe Abbildung 2) (Acker
et al. 1987; Carlsson et al. 1988). Mehrere Arbeitsgruppen studierten die dauerhafte Vertei-
lung von Glukose, Laktat und energiereicher Phosphatasen, sowie die Aktivitat der Mito-
chondrien in Sphéaroiden (Freyer et al. 1990; Walenta et al. 1990; Freyer et al. 1991; Bredel-
Geissler et al. 1992; Teutsch et al. 1995). Diese Studien zeigen eine Anpassung des Meta-
bolismus innerer Spharoidregionen an Umgebungsbedingten Stress, unter Aufrechterhaltung

intrazellularer Homoostase bis kurz vor den Zelltod.

DAPI&Fluorescein

Farbung
>21 >21
18-21 1.8-2.1
15-18 15-1.8
12-15 12-15
9-12 09-1.2
6-9 06-0.9
3-6 0.3-0.6
0-3 e 0.0-0.3
Glukose (umol/g) Y s ATP (umol/g)
120101 . .
81-100 Autoradiographie
61— 80 . -
21— 60 H-Thymidin Einbau
21— 40
1-20
0
pO; (mmHg) s
9.0-105
7.5- 90
6.0- 75
45- 60
30- 45
15- 30
0.0- 15
Laktat (umol/g)

Abbildung 2. Ubersicht {ber die Verteilung von ATP, Glukose, Laktat (Falschfarben ermittelt
Uber Biolumineszenz an Gefrierschnitten (Walenta et al. 1990; Kunz-Schughart et al. 2000a) und
Sauerstoff (ermittelt Uber Sauerstoffmikroelektroden) in einem MCTS. Zusatzlich abgebildet ist
eine Autoradiographie zum Nachweis proliferierender Zellen (dunkelbraun), und eine DA-
PlI&Fluorescein Farbung zum Nachweis von DNA-Strangbriichen in apoptotischen Zellen
(grin). Der innere gestrichelte Kreis markiert den Bereich der zentralen, sekundaren Nekrose.

Hier wird jedoch auch sichtbar, dass sich Tumorzellen in Bezug auf ihre Sensitivitat gegenu-
ber diesen Stresssituationen massiv unterscheiden. Dies ist auf die Eigenschaft zuriickzufih-
ren, dass Tumorzellen sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen sehr

variable Energie produzieren kénnen. Neben den erwdhnten Eigenschaften besitzen MCTS
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ein komplexes 3-D Netzwerk aus Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen und verfiigen teil-
weise Uber eine ausgedehnte Extrazellularmatrix (ECM). Diese Komponenten beeinflussen
nicht nur die Verteilung und Funktion biologischer Regulatoren (z.B. Hormone, Wachstums-
faktoren) (Winters et al. 2006), sondern auch die Penetration und Aktivitdt von Wirkstoffen
(Goodman et al. 2007).

1.2.2 Spharoidtechnologie

Fur die Kultivierung von Sphéroiden aus tierischen Zellen wurden bereits verschiedene
Techniken beschrieben (Mueller-Klieser 1987; Lund-Johansen et al. 1992; Kunz-Schughart
et al. 2000b). Abbildung 3 zeigt die am haufigsten verwendeten Methoden, die sowohl der
Erzeugung grol3er Mengen an Spharoiden, als auch der Beobachtung von einzelnen Spha-
roiden dienen. Im Grof3en und Ganzen hat sich die Kultivierungstechnologie in den letzten
zwanzig Jahren kaum verandert. Spinnerflaschen sind dabei immer noch eine der wichtigs-
ten Methoden, um grof3e Mengen von Sphéroiden eines definierten Grof3enbereichs unter
optimaler Nahstoffversorgung zu kultivieren. Hier wird durch standiges Ruhren ein Anhaften
der Tumorzellen am Flaschenboden verhindert, wodurch diese sphéarische Aggregate ausbil-
den. Als Alternative dazu kénnen Sphéroide wahrend eines Initiationsintervalls aus Tumor-
zellen in nicht-adharenten, z.B. bakteriologisch oder Agar-beschichteten ,mother dishes”
generiert und spater in Spinnerflaschen uberfihrt werden. Ein vergleichbarer Ansatz, um
grol3e Mengen an Spharoiden zu kultivieren und dabei die Nebeneffekte von ,stehendem*”
Medium zu vermeiden, sind Rollerrohren/-flaschen oder ein Rotationsschittler. Eine neue,
interessante Technologie, die dhnliche Vorteile aufweist und durch kontinuierlichen Mediumf-
lul sogar noch gleichmaRigere Kulturbedingungen garantiert, ist der NASA Bioreaktor (,rota-
ting wall vessel“). Dieses rotierende Zellkultursystem wurde urspriinglich entwickelt, um die
Mikrogravitation nachzuahmen und Zellen unter méglichst geringer Scherspannung in Sus-
pension zu halten (Ingram et al. 1997). Weiterhin wurde es auch zur Kultivierung einfacher
und komplexer Spharoide eingesetzt (Clejan et al. 2001; Song et al. 2004; Vamvakidou et al.
2007). Obwohl diese Methode bestens zur Kultivierung von (Primar-) Zellen geeignet
scheint, birgt sie aufgrund des komplizierten Systemaufbaus und der sich daraus ergeben-
den Problematik der Gewahrleistung der Sterilitat sowie der hohen Kosten gegentiber Spin-
nerflaschen keine wesentlichen Vorteile fur ein adaquates Wirkstoffscreening.

Weitere Ansétze zur Kultivierung von Spharoiden sind stationare Zellkulturtechnologien. Zu
diesen Methoden z&hlt auch die Aussaat von aggregierenden Tumorzellen in Agarose-
beschichtete 96-Well Platten, die daraufhin je Well ein einzelnes Sphéaroid ausbilden. Mit
dieser Technik ist somit die Beobachtung bzw. Manipulation einzelner Spharoide mdglich.

Fur einen Einsatz dieser Methode als angewandtes Therapie-Testsystem sprechen folgende
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Punkte: (a) hohe Reproduzierbarkeit der Spharoidbildung, (b) mdgliche Analyse einzelner

Sphéaroide vor und nach Behandlung und (c) geringe bendtigte Mengen einer Testsubstanz.

Herstellung grofier Mengen

Rollerflaschen

Spinnerflaschen

Rotationsschittler
,mother dish”, Kurzzeit-Kultur
=
[r—
ﬂ Soft-Agar,
Monitoring einzelner Spharoide, "Liquid QOve rlay”
Co-Kultivierun
TeesuEwEm ;
’/1 "
Ty Hangender Tropfen
,Rotating wall
Vessel”
(NASA Bioreaktor)

Abbildung 3. Ubersicht haufig verwendeter Methoden zur Anzucht von MCTS aus Zelllinien
oder Primarzellen, Sphéaroid-Co-Kulturen und Zellverbanden aus Gewebematerial (Friedrich et
al. 2007a).

In zahlreichen friiheren Studien wurde gezeigt, dass fir die Kultivierung von Sphéaroiden im
,Liquid-Overlay“-Verfahren Flachbodenplatten, die mit 1,5 - 3% Agar/Agarose in serumfreien
Medium beschichtet wurden besonders geeignet sind (Carlsson et al. 1984). Weiterhin wur-
den auch Modifikationen dieser Technik, wie die Beschichtung von Rundbodenplatten mit
0,5% poly-HEMA (Hydroxyethylmethakrylat) in 95% Ethanol, beschrieben (Tong et al. 1992;

Hoevel et al. 2004, Ivascu et al. 2006). Leider ist es nach wie vor erforderlich, die Platten zur
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Spharoidkultivierung manuell zu beschichten, da kommerziell erhaltliche 96-Well-Platten fur
nicht-adh&rente Zellkulturen keine verlassliche Sphéaroidbildung garantieren. Dieser Nachtell
mag mit dafur verantwortlich sein, dass man heutzutage unter anderem die Technik des
.hangenden Tropfens" (hanging drop), die urspringlich zur Kultivierung von ,Embryoid-
Bodies" eingesetzt wurde (Kelm et al. 2003; Del et al. 2004), fir die Anzucht von MCTS ver-
wendet. Hierbei ist zwar keine Beschichtung von Zellkulturplatten notig, allerdings eignet sich
diese Methode nur zur kurzzeitigen Kultivierung von Sphéaroiden (d.h. zur MCTS-Initiation),
solange Sphéroide nicht behandelt bzw. gefittert werden missen.

Mittels der beschriebenen Kulturtechniken konnten bislang viele humane Tumorzelllinien in
spharischen Kulturen geziichtet und studiert werden. Tabelle 2 liefert einen Uberblick einiger
epithelialer Tumorzelllinien verschiedenen Ursprungs, die bereits daftr bekannt sind, Spha-
roide ausbilden zu kdnnen.

Tabelle 2. Ubersicht einiger epithelialer Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs, die
Sphéaroide ausbilden kénnen (Friedrich et al. 2007a). Angegeben ist auch, welche der Zelllinien

im 60-Zelllinien-Screen des National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
(NCI-DTP; http://dtp.nci.nih.gov/branches/btb/ivclsp.html) enthalten sind.

NIH-
Entitat Zelllinie DTP Literatur
Screen
1483 - (Sturgis et al. 1994)
A431 - (Ng et al. 1987; Casciari et al. 1988; Kwok et al. 1991)
CaSki - (Casciari et al. 1988; Kwok et al. 1991; Lohr et al. 1995)
. FaDu - (Stuschke et al. 1992)
Platten.eplthel- HEp-2 - (Kohno et al. 1988)
karzinom HN-1 - (Schwachofer et al. 1989)
MDA 686LN - (Sturgis et al. 1994)
MDA 886Ln - (Sacks et al. 1989; Nishikawa et al. 1990; Sturgis et al. 1994)
SQ5 - (Nakayama 1991)
AB549* + (lvascu et al. 2006)
NCI-H125 - (Schwachofer et al. 1991)
Lunge NCI-H322M + (lvascu et al. 2006)
NSCLC NCI-H40* + (lvascu et al. 2006)
_______________________ SK-MES-1 - (Audran et al. 1994)
SCLC DMS53 - (Douple et al. 1985)
COLO 205* + (lvascu et al. 2006)
DLD-17 + (Nicholson et al. 1997; Mellor et al. 2005)
HCT-15%* + (lvascu et al. 2006)
HCT-116 + information by word of mouth
HT29 + (L_egs et al. ;981; Sutton et al. 1982; Sutherland et al. 1986;
Kolon Simiantonaki et al. 2002; Lowthers et al. 2003)
LoVo _ (Sor_ar_120 et al. 1986; Soranzo et al. 1988; Pervez et al. 1989;
Dolfini et al. 2005)
LS174T - (Horan et al. 1985; Langmuir et al. 1989)
SW620* + (lvascu et al. 2006)
WiDr§ _ (Chan et al. 1991; Banks et al. 1994; Jansen et al. 1994; Buffa et
al. 2001)
K MIAPaCa2 - (McLeod et al. 1997)
Pankreas Pancl - (McLeod et al. 1997)
Hep3B - (Lin et al. 2006)
Leberzell- HepG2* (Gorlach et al. 1994; Selden et al. 2000; Kelm et al. 2003; Ivascu
karzinom ep } et al. 2006; Lambert et al. 2006; Lin et al. 2006)
Huh-7 - (Tonary et al. 2006)
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BT20 - (Muller-Holzner et al. 1996)
BT474 - (Kunz-Schughart et al. 2001; Seidl et al. 2002)
MCE-7 + (Pourreau-Schneider et al. 1984; Olea et al. 1992; Kunz-
Schughart et al. 2001; Kelm et al. 2003; Ivascu et al. 2006)
MDA-MB-231 T (Ivascu et al. 2006; Muir et al. 2006)
MDA-MB-361 - (Hoevel et al. 2004; Ivascu et al. 2006)
Brust MDA-MB-468 + (lvascu et al. 2006)
SK-BR-3 - (Kunz-Schughart et al. 2001; Ivascu et al. 2006)
T47D + (Ronen et al. 1990; Kan et al. 2001; Kunz-Schughart et al. 2001,
Seidl et al. 2002; Ivascu et al. 2006)
MEZA3_5,Y|B_ + (Stuschke et al. 1995; Ivascu et al. 2006)
NCI/ADR™E>: + (Walker et al. 2004; Ivascu et al. 2006)
IGR-OV1* + (lvascu et al. 2006)*
MCAS - (Sonoda et al. 2003)
Ovar OVCAR-3 + (Bardies et al. 1992; Filippovich et al. 1996)
OVCAR-5 + (Casey et al. 2001)
" (Makhija et al. 1999; Frankel et al. 2000; Casey et al. 2001;
SKOV3 + Ivascu et al. 2006)*
) HelLa-S3 - (Sommers et al. 1998)
Cervix SiHa _ (Olive et al. 1996; Olive et al. 1997; Durand et al. 1998; Oloumi et
al. 2000; Oloumi et al. 2002)
786-0 + (Lieubeau-Teillet et al. 1998)
Niere A498 + (Heuser et al. 2003)
(HEK)-293 - (Talts et al. 2000; Ivascu et al. 2006)
UO-31 + (lvascu et al. 2006)
J82 - (Lottner et al. 2004)
MGH-U1 - (Tannock et al. 1986; Kerr et al. 1991; Erlichman et al. 1992)
MGH-U3 - (LaRue et al. 1997; Kilani et al. 2003)
Blase RT-4 - (Konur et al. 1998)
RT-112 - (Huygens et al. 2003; Kamuhabwa et al. 2003)
T24 - (Kawai et al. 2001)
UROtsa - (Lottner et al. 2004)
DU-145 + (Essand et al. 1993; Frankel et al. 2000; Enmon, Jr. et al. 2002;
Wartenberg et al. 2002; Wartenberg et al. 2003)
" ) (Ballangrud et al. 1999; Ballangrud et al. 2001; Konduri et al.
Prostata LNCAP 2001; Enmon et al. 2003; Ivascu et al. 2006)*
PC-3* + (Donaldson et al. 1990; Hedlund et al. 1999; Enmon, Jr. et al.
2002; Ivascu et al. 2006)*
A375 - (Cheng et al. 1991; Mills et al. 2002; Martiny-Baron et al. 2004)
BEX-c = (Hystad et al. 1994; Rofstad et al. 1996)
BRO - (Schwachofer et al. 1990; Schwachofer et al. 1991)
C32 = (Yuhas et al. 1984)
C918 - (Braun et al. 2007)
C8161 - (Strasberg et al. 2004)
CaCL 73-36 - (Kwok et al. 1988; McFadden et al. 1988; Kwok et al. 1989)
DC-10 - (Feder-Mengus et al. 2007)
HBL - (Feder-Mengus et al. 2007)
Haut/ HMV-I R (Kubota et al. 1984; Kuwashima et al. 1988; Kuwashima et al.
Melanom 1993)
Hs294 - (Offner et al. 1996)
IGRI - (Gorlach et al. 1994)(Porwol et al. 1996)
Mel108 - (Gottfried et al. 2006)
Mellm - (Gottfried et al. 2006)
MeWo - (Offner et al. 1996; Jorgensen et al. 2005)
NAS8 - (Ghosh et al. 2005; Feder-Mengus et al. 2007)
OM467 - (Parry et al. 1992)
OomM482 - (Parry et al 1992)
SB-2 - (Mills et al. 2002)
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SK-MEL-28 + (Freyer 1988; Freyer et al. 1989; LaRue et al. 2004)
ST-ML-11 - (Offner et al. 1996)
ST-ML-12 - (Offner et al. 1992; Offner et al. 1993)
ST-ML-14 - (Offner et al. 1996)
ST-ML-25 - (Offner et al. 1996)
WIX-c - (Hystad et al. 1994; Rofstad et al. 1996)
WM9 - (Francia et al 2005)
WM35 - (Shellman et al. 2003; Jorgensen et al. 2005; Francia et al. 2005)
WM45.1 - (Jorgensen et al. 2005)
WM115 - (Fang et al. 2005; Monzani et al. 2007)
WM164 - (Rieber et al. 2006)
WM239 - (Francia et al 2005)
WM902B - (Jorgensen et al. 2005)
WM1341B - (Jorgensen et al. 2005)
WM3517 - (Fang et al. 2005)
WM3523 - (Fang et al. 2005)
WM3539 - (Fang et al. 2005)

*unter Zugabe rekombinanter Basalmembran (rBM) (lvascu et al. 2006)

’DNA Fingerprinting Analysen deuten darauf hin, dass die beiden Zelllinien HCT-15 und DLD-1 von
ein und demselben Spender stammen (Vermeulen et al. 1998)

SWiDr Zellen wurden als Abkdmmlinge von HT29 Zellen beschrieben (Chen et al. 1987)

Tder Ursprung von MDA-MB-435 aus Brustkrebsgewebe ist fraglich, da diese Zellen Melanozyten
spezifische Gene expremieren (Ellison et al. 2002; Rae et al. 2004)

*NCI/ADR™®® wurden als Abkémmlinge der Ovarzelllinie OVCAR-8 beschrieben (Garraway et al. 2005)

Jedoch konnte beobachtet werden, dass nicht alle dieser Tumorzelllinien Sphéaroide ausbil-
den, d.h. adhé&rieren. Um dennoch ein Ausbildung dichter und fester Sphéaroide mit solchen
Zelllinien zu erreichen, kam es zu einer Erweiterung der Spharoidkultivierung durch Ivascu
und Kubies (2006). So ist die Spharoidformierung durch Zugabe von Komponenten der Ex-
trazellularmatrix (ECM) bei der Sphéroidinitialisierung mdoglich. Als Alternative dazu kann
anstelle der ECM Methylzellulose zugesetzt werden, ein Ansatz, der erstmals bei der Etablie-

rung eines Endothelzellsphéaroid-Modells zum Einsatz kam (Korff et al. 1998).

1.2.3 MCTS im Arzneimittel-Screening: Fortschritte und Herausforderungen

Schon lange wird eine Vielzahl sehr unterschiedlicher Methoden eingesetzt, um intakte und
lebende, eingefrorene, in Paraffin eingebettete oder auch dissoziierte Spharoide zu analysie-
ren (Kunz-Schughart et al. 1998). Heutzutage werden zudem neueste, molekulare Techniken
genutzt, um Spharoidzellen auf zellularer, Protein-, RNA- und auch DNA-Ebene zu untersu-
chen. Hinsichtlich eines Wirkstoff- oder Therapie-Screenings stehen jedoch nach wie vor
keine automatisierten, einfach zu bedienenden Analysemethoden zur Verfigung. Erschwe-
rend kommt hinzu, dass noch immer keine definierten und standardisierten Endpunktmes-
sungen festgelegt sind, was die Grundvoraussetzung fur den routinemaRigen Einsatz von
MCTS im Wirkstoff-Screening darstellt.
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Das Sphéaroid-Wachstum, welches mittels Gompertz Gleichung (Marusic et al. 1994; Kunz-
Schughart et al. 1996) oder anderer mathematischer Modelle (Tabatabai et al. 2005) be-
schrieben werden kann, bzw. eine Wachstumsverzdgerung nach beginnender Behandlung
ist nur ein Parameter, der routinemalig dokumentiert werden sollte. Dazu miissen die Spha-
roid-Durchmesser Uber einen l&angeren Zeitraum hinweg analysiert werden. Da diese Analy-
se des Sphéaroidvolumens bzw. des Spharoidvolumenwachstums technisch einfach ist gilt sie
immer noch als die am haufigsten verwendete Methode, um die Effekte wachstumsférdern-
der bzw. wachstumshemmender Faktoren und Wirkstoffe in MCTS zu bewerten. Eine einfa-
che Auswertung von Sphéaroidvolumenzunahme oder -abnahme ist heute mittels Phasen-
Kontrast-Mikroskopie und (teil-)automatisierter Bildanalyse mdglich. Da eine aussagekraftige
Bestimmung des Spharoidvolumens mittels dieser Methode nur an annéahernd gleichmaRig
runden, d.h. nicht abgeflachten, Spharoiden durchfiihrbar ist, muss hier neben der Zirkulari-
tat in X/Y-Richtung, unbedingt auch auf die Spherizitat in Z-Richtung geachtet werden. Zu-
satzlich zur Analyse des Sphéaroidvolumens kann mit diesem Verfahren die Spharoidintegri-
tat nach einer Behandlung dokumentiert werden. Allerdings ist zu beachten, dass die Auf-
nahme der Phasenkontrastbilder zur Bestimmung des Spharoidvolumens bislang gréf3ten-
teils manuell bewerkstelligt werden muss, was einen hohen Arbeits- bzw. Zeitaufwand in sich
birgt.

Beobachtungen des Spharoid-Wachstums (z.B. verzogertes oder erneutes Wachstum) las-
sen keine Unterscheidung zwischen den Effekten auf die Lebensfahigkeit und den Effekten
auf die Wachstumsrate bzw. Rekrutierung von ruhenden Zellen, die wieder in den Zellzyklus
eintreten, zu. Hierfir werden andere analytische Methoden bendtigt. Zu den wohl interessan-
testen Parametern fur eine potentielle automatisierte Analyse gehoren die Zellvitalitat bzw.
das Uberleben der Zellen, das Auswachsverhalten oder die Migration von Spharoidzellen,
aber auch der (pathophysiologische) Status in Spharoiden. Vor einigen Jahren wurde eine
Technik vorgestellt, mit der Therapeutika mit Hilfe von Echtzeit Impedanzmesssungen an
MCTS getestet wurden. Dabei wurden Sphéaroide in einer Messkapillare positioniert, um de-
ren Impedanzspektrum, das als MaR fir die Spharoid-Morphologie, -Physiologie und Zellin-
tegritat gilt, gemessen. Aufgrund der anspruchsvollen Handhabung und einer schwierigen
Bewertung der Ergebnisse konnte dieses Biohybrid System bislang nicht zur routinemaRigen
Analyse eingesetzt werden (Thielecke et al. 2001a). Kirzlich wurde diese Methode dazu
verwendet, genetisch veranderte und Methotrexat-behandelte MCF-7 Spharoide zu untersu-
chen (Bartholoma et al. 2005). Fur ein Wirkstoffscreening muss diese Technik aber erst noch
validiert werden.

Von groRerer Bedeutung ist, dass eine Vielzahl von Versuchen unternommen wurde, um die
Bestimmung von Zellzahl und Lebensfahigkeit von Zellen in MCTSs zu erleichtern. Bislang

wird die Zellvitalitat bzw. Zellzahl pro Sphéaroid haufig mittels einer milden enzymatischen



Einleitung 16

Dissoziation bestimmt. Dieser folgt dann die Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer Zahlkammer
oder Zellanalysegeraten, wie der Coulter Counter® (Beckman Coulter Inc., Miami, FL, USA)
oder das Casy 1 System (Schéarfe System GmbH, Reutlingen). Oftmals werden diese Analy-
sen mit Zellvitalitatsfarbungen, wie Trypanblau oder Propidiumiodid, das mittels Durchflu3zy-
tometrie oder im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann, kombiniert. Da Ublicherwei-
se die respiratorische Aktivitat dazu angesehen wird, den Zellstatus widerzuspiegeln und mit
der Zellvitalitéat zu korrelieren, beobachteten Torisawa et al. mit Hilfe der Scanning elektro-
chemischen Mikroskopie (SECM) diese Aktivitat (nicht invasiv) in MCF-7 MCTSs (Torisawa
et al. 2005). Die Ergebnisse korrelierten mit denen des MTT &quivalenten WST-8 Assays,
der nach der Dissoziation der Spharoide durchgefihrt wurde (MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid; WST-8: 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-di-sulfophenyl)-2H tetrazolium mono-sodium). Weiterhin haben zahlreiche Wissen-
schaftler versucht, standardmafilig angewandte Zellvitalitatsassays, wie den MTT Assay oder
ahnliche Testsysteme, an Spharoiden zu testen. In den meisten Fallen jedoch konnten diese
nicht bei Spharoiden grol3er 200 um ohne deren Dissoziation durchgefiihrt werden. Da die
Dissoziation von MCTS einen artifiziellen Verlust von Zellen, vor allem nach therapeutischen
Eingriffen, verursachen kann, sollte diese unbedingt vermieden werden. Eine der wenigen
systematischen Studien, die unterschiedliche Techniken zur Prifung zytotoxischer Effekte in
Sphéaroiden verwendete, beinhaltete nur kleinere Sphéroide, die keine zentrale Nekrose aus-
bilden (Kosaka et al. 1996). Fur eine Beurteilung der Wirkstoffeffekte auf hypoxische und
Zellzyklus-arretierte Zellpopulationen im Zentrum von Spharoiden =2 500 ym sind diese Me-
thoden daher nicht validiert. In einer anderen Studie wurde mittels Bestimmung der Laktat-
dehydrogenase (LDH)-Aktivitat der Zelltod in Spharoiden ermittelt. Hierbei wurden die Pro-
zesse des Zelltods in Spharoid-Sektionen mittels zytometrischer Bildverarbeitung verfolgt.
Die aufwendige Prozessierung der paraffinierten Sphéroid-Schnitte limitiert diese Methode
fur einen Einsatz im High-Throughput-Screening (De Witt Hamer et al. 2005). Fir Untersu-
chungen an Monolayer-Kulturen gibt es neben der klassischen Methode der LDH Messung
in den Uberstanden behandelter vs. unbehandelter Zellen, bereits eine Vielzahl kommerziell
erhaltlicher Zytotoxizitats-/Vitalitatsassays, die auf Absorptions-, Lumineszenz- oder Fluores-
zenzmessungen basieren. Abhangig vom zu messenden Parameter (z.B. Membranintegritat,
intrazellulare Aktivitat, energetischer Status) werden diese Messungen in Zelliberstanden
oder an intakten bzw. lysierten Zellen durchgefuhrt. Trotz umfangreicher Tests konnte bis-
lang keiner dieser Assays flir einen Einsatz an Sphéroiden validiert werden (Dol3 2008).

Fur ein High-Throughput-Wirkstoff-Screening auf der Basis von MCTS werden technologi-
sche Weiterentwicklungen und eine erweiterte Standardisierung bendétigt. Trotzdem hat die
stetige Weiterentwicklung der Sphéaroidtechnologie in den letzten Jahren das Potential von

MCTS fir einen Einsatz im Wirkstoff-Screening merklich erhoht. Studien zur lokalen Wirk-



Einleitung 17

stoffpenetration, Wirkstoffverteilung im Gewebe und Bindungseigenschaften mit Hilfe von
Sphéaroiden stellen eine weitere Herausforderung dar. So ist ein grol3er Vorteil des Sphéroid-
Modells, dass effektive Wirkstoffkandidaten in den Zellverband penetrieren missen. Die
Analyse dieser Penetrationsstudien kann mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie
(Martin et al. 2003; Kostarelos et al. 2004; Mellor et al. 2005) oder auch der Multiphotonen
Mikroskopie erfolgen. Da die Dissoziation und die Schnittdarstellung von Sphéaroiden ver-
mieden werden sollte, sind diese Analysemethoden zurzeit hinsichtlich eines schnellen, au-

tomatisierten Einsatzes limitiert.

1.3 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ziel der Arbeit war die Anpassung eines seit langem in der Forschung etablierten 3-D Zell-
systems an industrielle Anforderungen durch Optimierung, Standardisierung und Adaption
von Kulturbedingungen und Analytik, mit einer mittel- oder langfristigen Aussicht auf eine
Reduktion von Tierexperimenten in der onkologischen Wirkstoffprifung der pharmazeuti-

schen Industrie.

Fortschritte in der kombinatorischen Chemie und Verfahrenstechnik, sowie Erkenntnisse aus
Genom- und Proteomforschung haben tber die letzten 5-10 Jahre zu einem exponentiellen
Anstieg in der Verfligbarkeit neuer bzw. neuartiger Wirkstoffkandidaten zur Behandlung ma-
ligner Erkrankungen gefiihrt. Damit stehen Forschung und Industrie vor dem Problem, immer
mehr Wirkstoffkandidaten in Tiermodellen testen zu missen, wobei die klinische Relevanz
der im Antitumor-Drug-Testing eingesetzten Tiermodelle kaum belegt und daher umstritten
ist. Dies hat zur Entwicklung vielfaltiger zweidimensionaler, Zell-basierter Testsysteme im
Rahmen des sekundaren Drug-Screenings gefiuihrt. Derzeit etablierte 2-D Assays sind zwar
erheblich komplexer als klassische biochemische Anséatze, reflektieren die in vivo-Situation in
vieler Hinsicht jedoch nach wie vor nur unzureichend. 3-D Kulturmodelle, wie das seit lan-
gem bekannte Spharoid-Kultursystem, kdnnten im industriellen Screening einen bedeuten-
den Beitrag zur besseren Auswabhl der vielversprechendsten Wirkstoffkandidaten und deren
Anwendungsparameter vor der bzw. fir die Applikation in Tiermodellen leisten, und so lang-
fristig zu einer deutlichen Einsparung an Versuchstieren fuhren. Da solche Modellsysteme
aufgrund der gegeniiber herkdmmlichen Systemen aufwandigeren Kultur- und Analysetech-
nik noch keinen Eingang in die routinemalfiige Wirkstofftestung gefunden haben, sollte im
Rahmen der durchgefiihrten Arbeit eine grundlegende technologische Plattform zum Einsatz
multizellularer Sphéaroide beim Screening neuer Anti-Tumor-Therapeutika geschaffen wer-
den. Um langfristig die Akzeptanz der Plattform fiir den industriellen Einsatz eines Sphéroid-
basierten Screens erreichen zu kdnnen, waren folgende spezifische Arbeitsziele im Rahmen

der vorliegenden Arbeit anvisiert:
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A.  Standardisierung und Automatisierung der Spharoidkultivierug
- Testung neuer anti-adhéasiver Oberflachenbeschichtungen fur die High-

Throughput-Sphéroid-Kultur
B. Adaption und Automatisierung der Sphéaroidanalytik

- automatisierte Analyse von Spharoidvolumen und Wachstumskinetik
- Testung geeigneter Methoden zur Detektion von Zytotoxizitat/Vitalitat in
High-Throughput-Verfahren

- Charakterisierung des Auswachsverhaltens

C. Etablierung und Bewertung des APH Assays an Spharoiden durch Einsatz definier-

ter Kontrollsubstanzen und fiir die Testung neuer Wirkstoffklassen

D. Kombination des APH Assays mit komplexem Expressionsmonitoring zur Beurtei-
lung von Wirkstoffkandidaten

Die Testung geeigneter Methoden zur Detektion von Zytotoxizitat/Vitalitat in Spharoiden soll-
te an den sieben Kolonkarzinomzelllinien HT29, HCT-116, HCT-15, KM12L4A, KM20L2 und
WiDr erfolgen. HT29 Zellen sollten weiterhin zur Charakterisierung des Auswachsverhaltens
von Spharoiden verwendet werden.

Zur Etablierung und Bewertung des APH Assays an Sphéaroiden der Kolonkarzinomzelllinien
HT29 bzw. HCT-116 sollten zunéchst die Kontrollsubstanzen 5-Fluorouracil (5-FU),
Cyclophosphamid, Carboplatin, Cisplatin, CCNU/ Lomustin, Paclitaxel, Mitoxantron, Doxoru-
bicin, Epidoxorubicin und Irinotecan im Konzentrationsbereich von 0,1 - 200 pM eingesetzt
werden. Fir die Testung neuer Wirkstoffkandidaten standen WMC-79 und C-1311 zur Verfi-
gung.

Zusatzlich sollten die Genexpressionsmuster 5-FU bzw. WMC-79 behandelter und unbehan-
delter HT29 Monolayer- und Spharoid-Kulturen mit den Ergebnissen des APH Assays kom-
biniert werden. AbschlieRend sollte die Genexpressionsanalyse an exponentiell-wachsenden
bzw. konfluenten Monolayer-Kulturen und Spharoiden unterschiedlicher Gro3e der Kolon-
karzinomzelllinien HT29, HCT-116 und KM12L4A, der Mammakarzinomzelllinien BT474 und
MCF-7, und der Lungenkarzinomzelllinien A549 und NCI-H460 erfolgen.
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Il. Material und Methoden

1.1 Materialien und Gerate

1.1

Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel

Tabelle 3. Verwendete Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel.

Produkt

Hersteller

Aufsatz fur Multipipette, Plastibrand
(2,5 ml)

Brand, Wertheim

Eppendorf-Reaktionsgefalle 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Reaktionsgefalie 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Filterpapier

Engelbrecht, Edermiinde

Kryoréhrchen Cryo.S, PP, steril

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Messpipetten, Serologie, Glas

Brand, Wertheim

Objekttrager Super Frost Plus

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig

Paraffin-Einbettungskasetten

Engelbrecht, Ederminde

Pasteurpipetten, Glas

Brand, Wertheim

PCR-Reaktionsgefal MicroAmp®,
96-Well

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Petrischalen Cellstar 94/16 mm

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipettenspitzen weil3 0,5-20 pl Plastib-
rand

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen gelb 5-100 pl Plastib-
rand

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen blau 200 -1000 pl
Typ Eppendorf

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Pipettenspitzen Matrix SerialMate® Tips
Standard 5-220 pl

Thermo Fisher Scientific, Wilmslow, UK

Polypropylenréhrchen 15 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Polypropylenréhrchen 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Spritze 10 ml + Kanule BD Microlance

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Zellkulturflaschen T 25, T 75, T 175

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellkulturplatte 96-Well Deep Well

Corning Costar®, Cambridge, MA, USA

Zellkulturplatte 96-Well, Rundboden,
Suspensionszellen

Sarstedt, Numbrecht

Zellkulturplatte 96-Well Standard Mic-
roplate

ABgene Germany, Hamburg

Zellkulturplatte BD BioCoat™ Kollagen |
Cellware

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Zellkulturplatte HydroCell 96 Multi-well
plate

Nunc™ GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Zellkulturplatte Low Cell Binding U96 W
Lid

Nunc™ GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Zellkulturplatte Microplate, 96-Well, U-
Bottom

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellkulturplatte Microtest™, 96-Well,
Flachboden

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Zellkulturplatte Microtest™, 96-Well,
U-Bottom

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Zellkulturplatte Zero-Trap TC

NoAb Bio Discoveries, Mississauga, On-
tario, CA
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11.1.2

Zellkulturmedien, -puffer und -l6sungen

Tabelle 4. Verwendete Zellkulturmedien, -puffer und -lI6sungen.

Produkt

Hersteller

Bovine Serum Albumine (BSA), acety-
liert (50 mg/ml)

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Casy®ton, isotonische Verdiinnungs-
l6sung fur Casy Zellzéhler und Analysa-
tor

Scharfe System GmbH, Reutlingen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (+ je 1,0 g/l D-Glukose und
Natriumpyruvat)

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Fotales Kéalberserum (FKS)

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Penicillin/Streptomycin (1000 U Pen./
10 mg Strep. pro ml)

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PBS (phosphatgepufferte Salzlésung)
w/o Ca**, Mg**

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Trypsin/EDTA-L6sung (0,5% / 0,2%ig)

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

11.L1.3 Chemikalien und Wirkstoffe

Tabelle 5. Verwendete Chemikalien und Wirkstoffe.

Produkt

Hersteller

2’-Desoxycytidin (dC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

5-Fluorouracil (5-FU)

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA

Agarose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bromodeoxyuridin (BrdU)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

C-1311 (Symadex™)

Avalon Pharmaceuticals, Germantown,
MD, USA

Carboplatin Calbiochem, San Diego, CA, USA
CCNU/Lomustin ChemPacific Corp., Baltimore, MD, USA
Chloroform Merck KGaA, Darmstadt

Cisplatin Calbiochem, San Diego, CA, USA
Cyclophosphamid Calbiochem, San Diego, CA, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt

Doxorubicin Fluka Biochemika, Buchs, CH

EDTA Dinatriumsalz (0,5M)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Epidoxorubicin

Calbiochem, San Diego, CA, USA

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt

Formafix (37% Formalin)

SG Planung, Holzkirchen

Hering sperm DNA (10mg/ml)

Promega, Madison, WI, USA

Irinotecan

Toronto Research Chemicals (TRC) Inc.,
North York, ON, CA

Isopropanol

Merck KGaA, Darmstadt

Kollagen Typ 1

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Kontroll-Oligo B2 (3nM)

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

MES Hydrat SigmaUltra

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

MES Natriumsalz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt

Mitomycin C

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Mitoxantron

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA
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NaOH

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumacetat 3M, pH 5,2

Calbiochem, San Diego, CA, USA

Paclitaxel (Taxol)

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA

PNPP (p-Nitrophenyl Phosphate, Diso-
dium Salt)

Pierce, Rockford, IL, USA

Pepsin (porcine gastric mucosa)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Propanol

Merck KGaA, Darmstadt

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ribonuclease A

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Salzséure 37%, c(HCI)

Merck KGaA, Darmstadt

TMAC Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
TRIzol Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Tween 10% Pierce, Rockford, IL, USA
WMC-79 Avalon Pharmaceuticals, Germantown,
MD, USA

Xylol Merck KGaA, Darmstadt

11.1.4 Kits

Tabelle 6. Verwendete Kits.

Produkt

Hersteller

Endo Free Plasmid Maxi Kit

Qiagen GmbH, Hilden

GeneChip Eukaryotic Hybridization
Control Kit

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

GeneChip HT IVT Labelling Kit

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

GeneChip HT One-Cycle cDNA Syn-
thesis Kit

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Hamatoxylin-Lésung modifiziert nach
Gill 11l

Merck KGaA, Darmstadt

Qiaquick 96-well

Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy

Qiagen GmbH, Hilden

Ventana Basic DAB Detection Kit

1. Inhibitorlésung (1,1%) Wasserstoffpero-
xid, Natriumazid

2. Biotinylierter Sekundarantikérper

(je < 200 g/ml), Anti-Maus-(IgG und
IgM)/Anti-Kaninchen-Antikorper (IgG) in
Proteinstabilisatorlésung (Konservierungs-
mittel)

3. Avidin-HRPO Konjugat (< 300 g/ml)
Avidin-Meerrettich-Peroxidase in Protein-
stabilisatorlésung (Konservierungsmittel)

4. Wasserstoffperoxidldsung (0,04 - 0,08%)
5. Substratlésung (DAB (3,3'-Diaminobenz-

I6sung
6. Kupfersulfatldsung (Tournigand et al.
2006)

idin-tetrahydro-chlorid) in Proteinstabilisator-

Ventana Medical Systems, Inc.
Tucson, AZ, USA
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11.1.5

Antikorper

Tabelle 7. Verwendete Antikorper.

Produkt

Hersteller

Monoklonaler Mausantikorper
Anti-Human BrdU

Klon: Bu20a
Isotyp: gG 1
Lieferform:

flissige Losung als Gewebekulturiiberstand
(RPMI 1640 Medium mit fotalem Kéalberse-
rum) dialysiert gegen in 0,05 mol/l Tris/HCL
(pH 7,2) mit 15 mmol/l NaN3. IgG Konzent-
ration: 556 mg/l

Dako, Glostrup, Danemark

Monoklonaler Mausantikorper
Anti-Human Ki-67 Antigen

Klon: MIB-1
Isotyp: IgG 1
Lieferform:

flussige Losung aus gereinigtem IgG (Kon-
zentration: 50 mg/l) verdinnt in 0,05 mol/l
Tris/HCI mit 15 mmol/l NaN3 und 1% Kal-
berserumalbumin, pH 7,2

Dako, Glostrup, Danemark

Polyklonale Kaninchen Anti-Maus Im-
munoglobuline/FITC

Lieferform:

gereinigte Immunglobulinfraktion aus Ka-
ninchenserum konjugiert mit FITC. Flissige
Lésung in 0,01 mol/l PBS, 15 mmol/l NaNs,
pH 7,2. Antikdrper Titer: 400 mg/l

Dako, Glostrup, Ddnemark

11.1.6

Gerate

Tabelle 8. Verwendete Gerate.

Produkt

Hersteller

Affymetrix GeneChip HT Scanner

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Automated Multichannel Pipetting Sys-
tem SerialMate®

Thermo Fisher Scientific, Wilmslow, UK

CO,-Inkubator Heraeus (T 6120)

Heraeus, Hanau

DurchfluRzytometer FACSCalibur

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Gefrierschrank -86 ULT Freezer

Thermo Forma, Marietta, OH, USA




Material und Methoden

23

Histocentre 2

Shandon, Frankfurt a. M.

Hypercenter XP Enclosed Tissue Proc-
essor

Shandon, Frankfurt a. M.

Laborwaage L310

Sartorius Laboratory, Gottingen

Microplate Reader Emax® Precision

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA

Mikroskopsystem Axiovert 200 mit
AxioCam MRc Kamera

Zeiss, Jena

Mikroskopsystem Axiovert 200M mit
AxioCam MRm Kamera

Zeiss, Jena

Mikroskopsystem Labovert FS

Leitz, Wetzlar

Mikrotom HM 350

Microm, Heidelberg

Milli Q plus, Millipore Ultra pure water
system

Millipore, Billerica, USA

NexES® IHC Sytem

Ventana Medical Systems, Inc.
Tucson, AZ, USA

Objekttrager-Strecktisch OTS 40

Medite Medizintechnik, Burgdorf

PCR DNA Thermal Cycler 480

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Pipette Multipipette, 8-Kanal

Brand, Wertheim

Pipette Reference-Pipette-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipette Transferpette 0,5-10 pl

Brand, Wertheim

Pipette Transferpette 20-200 pl

Brand, Wertheim

Pipette Transferpette 8-Kanal, 20-200 pl

Brand, Wertheim

Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pli

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetus accu

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Qualifreeze Cryo Einfriergerat

NALGENE® Labware, Neerijse, B

Reinluftwerkbank (Laminair 2472S /
HBB 2448)

Heraeus, Hanau

Stickstofftank GT 75 |

Air Liquide, Dusseldorf

Tischautoklav, Modell DC2002

Biocare Medical, Concord, CA, USA

vakuumtrockner SpeedVac® SPD2010

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Wasserbad GFL 1083

GFL, Burgwedel

Zellzahler und Analysator Casy 1, Mo-
dell1TTC

Schéarfe System GmbH, Reutlingen

Zentrifuge Biofuge pico

Heraeus, Hanau

Zentrifuge Megafuge 1.0

Heraeus Sepatech, Hanau

Zentrifuge Varifuge 3.2RS

Heraeus Sepatech, Hanau
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11.1.7 Tumorzelllinien

Tabelle 9. Verwendete Tumorzelllinien.

Zelllinien der Tumorentitat Kolon Quelle NC|
Screen
DLD-1
Pseudodiploide Kolonkarzinomzellen méannlicher Spender (epithelia-
les kolorektales Adenokarzinom Typ Dukes’ C). DNA Fingerprinting
ATCC +

Analysen deuten darauf hin, dass die beiden Zelllinien DLD-1 und
HCT-15 von ein und demselben Spender stammen (Vermeulen et
al. 1998). Verwendet wurden die Passagen 4-29.
HCT-15
Quasidiploide Kolonkarzinomzellen mannlicher Spender (epitheliales
kolorektales Adenokarzinom Typ Dukes' C). DNA Fingerprinting

. . . - +
Analysen deuten darauf hin, dass die beiden Zelllinien DLD-1 und ATCC
HCT-15 von ein und demselben Spender stammen (Vermeulen et
al. 1998). Verwendet wurden die Passagen 4-30.
HCT-116
Diploide Kolonkarzinomzellen eines erwachsenen Spenders (Kolo- | ATCC +
rektales Karzinom). Verwendet wurden die Passagen 7-32.
HT29
Anoiploide Kolonkarzinomzellen einer 44 jahrigen Spenderin (gut ATCC N
differenziertes Adenokarzinom Grad Il) mit dem HLA-Profil: Al,3;
B12,17; Cwb. Verwendet wurden die Passagen 132-159.
KM12L4A
Anoiploide Sublinie der schwach metastasierenden Zelllinie KM12C
(urspringlich isoliert aus einem primaren, humanen Kolonkarzinom NCI -
Typ Dukes’ B2) (Morikawa et al. 1988). Verwendet wurden die Pas-
sagen 7-27.
KM20L2
Sublinie der Zelllinie KM20C (urspriinglich isoliert aus einem prima-
ren, humanen Kolonkarzinom Typ Dukes D). KM20L2 Zellen wurden NCI +
als Abkdmmlinge von HT29 Zellen beschrieben (Roschke et al.
2005). Verwendet wurden die Passagen 3-25.
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WiDr
Anoiploide Kolonkarzinomzellen einer weiblichen Spenderin (Kolo-
rektales Adenokarzinom) mit dem HLA-Profil: A24,32; B15,18. WiDr | ATCC -

Zellen wurden als Abkdmmlinge von HT29 Zellen beschrieben
(Chen et al. 1987). Verwendet wurden die Passagen 5-27.

NCI

Zelllinien der Tumorentitat Mamma Quelle
Screen

BT474

Hypertetraploide Zellen eines invasiven duktalen Mammakarzinoms DSMZ
einer 60-jahrigen Spenderin. Verwendet wurden die Passagen 14-

35.

MCF-7

Aneuploide Zellen aus epithelialem Adenokarzinom einer 69- | ATCC +

jahrigen Spenderin. Verwendet wurden die Passagen 28-52.

T47D

Hypotriploide Zellen aus duktalem Mammakarzinoms einer 54- | ATCC +

jahrigen Spenderin. Verwendet wurden die Passagen 18-36.

NCI

Zelllinien der Tumorentitat Lunge Quelle
Screen

A549

Hypotriploide Zellen aus NSCLC (Non small cell lung cancer) Karzi- ATCC N
nom eines 58-jahrigen Spenders. Verwendet wurden die Passagen

5-30.

NCI-H460

Hypotriploide Zellen aus NSCLC (Non small cell lung cancer) Karzi- ATCC +

mom mannlicher Spender. Verwendet wurden die Passagen 4-30.

ATCC American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig
NCI National Cancer Institute, Frederick, MD, USA

1.L1.8  Auswerte- und Analysesoftware

Tabelle 10. Verwendete Auswerte- und Analysesoftware.

Produkt Hersteller

AxioVision 4.5 Zeiss, Jena

CellQuest/CellQuest Pro Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
GraphPad Prism 4 GraphPad Software, San Diego, CA, USA
Origin 7.5 SR4 OriginLab Corp., Northampton, MA, USA
Softmax Pro vb5 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
ControlMate® for SerialMate Thermo Fisher Scientific, Wilmslow, UK
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1.2 Methoden der Zellkultivierung

.L2.1  Monolayer-Kulturen
11.2.1.1 Einfrieren und Auftauen von Stammkulturen

Zur langerfristigen Lagerung wurden die Stammkulturen in flissigem Stickstoff eingefroren.
Als Einfriermedium wurde FKS mit 10% DMSO, das als Gefrierschutzmittel bei der
Kryokonservierung diente, verwendet. Eingefroren wurden Zellsuspensionen von Monolayer-
kulturen, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Nach Einstellen der
Zellkonzentration auf 10%/ml wurde je 1ml pro Kryoréhrchen, das auf Eis gelagert wurde, por-
tioniert und mit Hilfe eines Qualifreeze Kryo-Einfriergerates (Einfrierrate 1°C/min) bei -80°C
eingefroren. Nach 12 h-24 h wurden die Rohrchen in einem Stickstofftank eingelagert.

Zum Auftauen wurden die Réhrchen fiir wenige Minuten in ein 37°C Wasserbad Uberfuhrt.
Um maogliche, DMSO-bedingte Schadigungen der Zellen zu vermeiden, wurde die angetaute
Zellsuspension schnellstmoglich steril unter der Reinluftwerkbank in eine 250 ml-
Kulturflasche (T 75) mit DMEM 10% FKS uberfuhrt. Abhangig vom Anwachsen der Zellen
wurden diese fir 4 h bis maximal 12 h unter Standardbedingungen (s. 2.1.2) inkubiert, an-

schlieend wurde das Medium gewechselt.

[1.2.1.2 Monolayer-Stammkultivierung

Die Zelllinien wurden in T 75 Zellkulturflaschen (effektive Wachstumsflache: 75 cm?2) unter
Standardbedingungen (Wasserdampf-gesattigt, 37°C, 5% CO;) kultiviert. Die Kultivierung
(Transfer, Fitterung, etc.) der Zellen erfolgte ausschlief3lich steril unter der Reinluftwerkbank.
Als ,Standardmedium” wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 1% Glukose
(1,0 g/l), 1% Natriumpyruvat (1,0 g/l), 1% L-Glutamin (1,0 g/l) und 3,7% NaHCO; (3,7 g/l)
verwendet. Diesem wurden routinemaflig 1% Penicillin (10000 U/ml), 1% Streptomycin (10
mg/ml) und 10% FKS zugesetzt. Ein Wechsel des Mediums erfolgte regelmafig alle 3-4 Ta-
ge. Der Transfer aller in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien erfolgte durch milde enzymati-
sche Dissoziation mit einer 0,05% Trypsin- und 0,02% EDTA (in PBS)-L6sung. Abh&ngig von
ihrer Abstammung und ihrem Wachstum wurden die Zellen fir 3-5 Minuten mit dieser L6-
sung inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion mit Standardmedium wurden die Zellen in ein
Polypropylenréhrchen (50 ml) Gberfihrt und bei 450 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in 10 ml Standardmedium resus-
pendiert. Die Anzahl lebender Zellen und Zellvolumen wurden mit Hilfe des Zellanalyzers
Casy 1 erfasst. Stammkulturen wurden, abhéngig von der Zelllinie, alle 3-5 Tage passagiert,

indem 1 x 10° Zellen in neue T 75 Zellkulturflaschen ausgesat wurden.


http://de.wikipedia.org/wiki/Gefrierschutzmittel�
http://de.wikipedia.org/wiki/Kryotechnik�
http://de.wikipedia.org/wiki/Kryotechnik�
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Tabelle 11. Ermittelte Verdopplungszeiten der in dieser Arbeit verwendeten Tumorzelllinien in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 1% Penicillin, 1% Streptomycin und 10% FKS.

Zelllinie Verdopplungszeit
DLD-1 24,3h
HCT-15 23,5h

HCT-116 19,8h

HT29 24,1h

KM12L4A 30,3h

KM20L2 29,3h
WiDr 35,8h
T47D 48,4h
BT474 67,7h
MCF-7 28,6h
A549 18,2h

NCI-H460 21,0h

[1.2.1.3 Kultivierung in 96-Well-Mikrotiterplatten

Nach Dissoziation der Stammkulturen (s. 2.1.2) wurden die vereinzelten Zellen mit Stan-
dardmedium auf eine Konzentration von 3000 Zellen/ml verdinnt und in 96-Well Zellkultur-
platten (Microtest™ Flachboden, BD) ausgesat. Dabei wurden fir alle Zelllinien 200 pl Zell-
suspension je Well ausgesat, was einer Zellkonzentration von 600 Zellen/Well entspricht.
Nach einem Anfangsintervall von 96h unter Standardbedingungen wurden 50% des Uber-
standes durch frisches Standardmedium ersetzt. Mit Ausnahme der Behandlung (siehe 11.4)

wurde anschlieRend alle 48h 100 pl Uberstand ersetzt.

[1.L2.2  Sphéroid-Kulturen in , Liquid-Overlay“-Technik
[1.2.2.1 Aussaat und Kulturbedingungen

Sphéroide wurden mit Hilfe der ,Liquid-Overlay“-Technik (Carlsson et al. 1984; Kunz-
Schughart et al. 2000b) kultiviert. Daflr wurden 96-Well Platten mit 1,5%iger Agarose be-
schichtet. Fur die Beschichtung der Mikrotiterplatten wurde ein Gemisch aus 0,15 g Agarose
pro 10 ml DMEM (1,5% (w/v)) in geeigneten Becherglasern fir 20 Minuten bei 120°C und 2
bar Uberdruck autoklaviert. Nach Abkiihlen des Autoklaven auf ca. 90°C wurden die Becher-
glaser unter eine Reinluftwerkbank tberfthrt. Um ein rasches Abkihlen, und damit eine ver-
frihte Verfestigung der Agarose zu verhindern, wurden die Becherglaser in einem Wasser-

bad auf einer Heizplatte bei ca. 60°C temperiert. Je Well einer 96-Well Mikrotiterplatte wur-
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den 50 pl flissiger Agarose steril zugegeben. Die Agarose war nach 20 Minuten bei gedffne-
tem Deckel unter der Sterilwerkbank ausgehartet, und die Platten wurden luftdicht verpackt.
Die so beschichteten und verpackten Platten konnten bei Raumtemperatur bis zu 10 Tage
nach dem Ausgiel3en gelagert werden.

Zur Aussaat der Spharoid-Kulturen wurden dissoziierte Zellen der Stammkulturen mit Stan-
dardmedium auf definierte Konzentrationen verdinnt (s. Tabelle 12). Diese richteten sich
nach Vorgaben aus unabhangigen Voruntersuchungen, Uber welche die optimale Zellzahl
zur Aussaat ermittelt wurde, um eine mittlere Sphéroidgrof3e von 370-400 um nach 4 Tagen

Initiationsphase zu erreichen.

Tabelle 12. Zellkonzentration der in dieser Arbeit verwendeten Tumorzelllinien bei der Aussaat
von Sphéroid-Kulturen im , Liquid-Overlay“ -Verfahren.

Zelllinie Konzentration Zellen/well
DLD-1 20000 Zellen/ml 4000
HCT-15 20000 zellen/ml 4000
HCT-116 3750 Zellen/ml 750
HT29 7500 Zellen/ml 1500
KM12L4A 2500 Zellen/ml 500
KM20L2 2500 Zellen/ml 500
WiDr 10000 Zellen/ml 2000
T47D 10000 Zellen/ml 2000
BT474 15000 Zellen/ml 3000
MCF-7 7500 Zellen/ml 1500
A549 7500 Zellen/ml 1500
NCI-H460 2500 Zellen/ml 500

Mit Hilfe einer 8-Kanal-Pipette wurden anschlieBend 200 pl pro Well der Agarose-
beschichteten Platten pipettiert. Die befillten Platten wurden bis zur gewiinschten Spha-
roidgroRe (380-400 um) fur 4 Tage unter Standardbedingungen inkubiert. Nach
96 h wurden 50% des Uberstandes durch frisches Standardmedium ersetzt. Mit Ausnahme
der Behandlung (siehe 11.4) wurde anschlieBend alle 48 h 100 pl Uberstand durch frisches

Medium ersetzt, um eine ausreichende Versorgung der Kulturen zu erreichen.
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[1.2.2.2 Teilautomatisierung der Spharoid-Kultivierung

Grundlage fir einen mdglichen Einsatz von Spharoiden im High-Throughput-Verfahren ist
eine (Teil-)Automatisierung der Sphéroidkultivierung. Mit Hilfe des SerialMate® Automated
Multichannel Pipetting System (Thermo Fisher Scientific) konnte die Aussaat der Sphéaroide,
die Zugabe frischen Mediums zu den 96-Well-Platten und die Wirkstoffoehandlung der Spha-
roide (siehe 11.4) teilautomatisiert werden. Der Einsatz des SerialMate® Automated Multi-

channel Pipetting Systems wird in Kapitel I11.1.2 detailliert beschrieben.

1.3 Methoden der Spharoidanalytik

[.3.1 Teilautomatisierte Bestimmung von Spharoiddurchmesser und -volumen

Phasenkontrastaufnahmen von Spharoid-Kulturen in 96-Well-Platten wurden manuell mit
Hilfe eines Axiovert 200 Inversmikroskops (Zeiss), ausgeristet mit einer AxioCam MRc Ka-
mera, oder automatisch mit Hilfe eines Aviovert 200M Inversmikroskops (Zeiss), ausgerustet
mit einer AxioCam MRm Kamera, aufgenommen (Objektive 2,5x, 5x oder 10x). Spharoid-
durchmesser und -volumen wurden mittels spezifischer Module der AxioVision 4.5 Software
(Zeiss) an diesen Bildern bestimmt. Der Ablauf der teilautomatisierten Bildaufnahme und

-auswertung wird in 111.2 detailliert beschrieben.

[1.3.1.1 Beschreibung des Sphéroidvolumenwachstums mit Hilfe des Gompertz Mo-
dells
Im Allgemeinen kann die Wachstumskinetik von MCTS mit der von Tumoren in vivo vergli-
chen werden: so folgt einer kurzen exponentiellen Wachstumsphase zu Beginn eine konti-
nuierliche Wachstumsretardierung mit einer lang andauernden Phase asymptotischen
Wachstums. Dieses Wachstumsverhalten wurde bereits 1966 von Laird und Kollegen mit
dem Gompertz Modell beschrieben (LAIRD 1964). Demicheli und Bajzer konnten spater zei-
gen, dass dieses Modell auch fur das Volumenwachstum von Sphéaroiden MCTS giiltig ist
(Bajzer et al. 1987; Demicheli et al. 1989). Um die Wachstumskinetik von Spharoid-Kulturen

zu berechnen kann folgende Gleichung nach Gompertz angewandt werden:

a/B ><(1'—(—:‘.>':,:;'_18I \]
V(t) = V(0) x exp \ /

V(t): Sphéaroidvolumen zum Zeitpunkt t
V(0): Spharoidvolumen zu Beginn der Untersuchung
a: initiale Wachstumsrate
B: Verzdgerungsfaktor



Material und Methoden 30

[1.3.2 Spharoiddissoziation und Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in Sphéaroiden definierter Grofe (400 um-1100
um) wurden die Spharoide dissoziiert und Einzelzellsuspensionen mittels des elektronischen
Zellzahlgerates Casy 1 TTC (Scharfe System) gemessen. Fir die Dissoziation wurden je
nach Zelllinie und Sphéaroidgréfie 20 bis 25 Spharoide manuell mit Hilfe einer Pasteurpipette
in ein Polypropylenrohrchen (15 ml) uberfiihrt. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die
gesammelten Sphéaroide mit 2 ml PBS gewaschen. Nach erneuter Abnahme des Uberstan-
des wurden 500 pl 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA in PBS zugegeben, und die Sphéroide
wurden fur 3 Minuten bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Um eine vollstandige Dissozia-
tion der Zellaggregate zu gewéahrleisten, wurden die Zellen durch vorsichtiges Auf- und Abpi-
pettieren mit einer Eppendorfpipette (blaue Spitze, 200-1000 pl) vereinzelt. Die Neutralisation
der Trypsinldsung erfolgte durch Zugabe von 500 pl Standardmedium. Entsprechend der zu
erwartenden Zellzahl wurde die Zellsuspension 1:1 bis 1:100 in Casy®ton verdiinnt. Vor Be-
stimmung der Zellzahl am Casy 1 TTC wurden die Verdinnungskoeffizienten eingestellt und
die Zellldsungen gut durchmischt. Das Messergebnis wurde als Mittelwert einer dreifach
Messung mit jeweils 300 pl Messvolumen ausgegeben. Mit Hilfe dieses Messwertes konnte

auf die Zellzahl eines einzelnen Sphéaroids riickgerechnet werden.

11.3.3 Spharoidhistologie

Zur histologischen Darstellung der MCTS wurde eine herkémmliche Hamatoxilyn-Ge-
genfarbung nach Harris durchgefihrt (siehe Anhang 1). Dazu wurden Spharoid-Kulturen mit
Hilfe einer Pasteurpipette in ein Polypropylenréhrchen (15 ml) Uberfuhrt und mit 2 ml PBS
gewaschen. Darauf folgte ein zweiter Waschschritt mit 5 ml Formalin-Lésung (10% Formafix
in PBS) fur 30 Minuten. Durch Zugabe von 20 pl einer Hamatoxylin-Losung (Merck) und an-
schlieender Inkubation bei Raumtemperatur fur 5 Minuten wurden die Sphéaroide zur leicht-
eren Verarbeitung angefarbt. Nach einem dritten Waschschritt mit 2 ml Formalin-Lésung
(10% Formafix in PBS) wurden die MCTS in Filterpapier und Einbettkassetten fir 48 h in
einem Formalinbad (10% Formafix in PBS) inkubiert. Nun erfolgte die Einbettung in fliissiges
Paraffin (60°C) mit Hilfe eines Hypercenter XP Enclosed Tissue Processors (Shandon). An-
schlielend wurden die Spharoide an einem Histocentre 2 (Shandon) in Blocke ausgegossen,
um das Schneiden am Mikrotom HM 350 (Microm) zu ermdglichen. Die Dicke eines Einzel-
schnittes betrug 5-6 um, jeweils ein Serienschnitt wurde auf einen mit Millipore benetzten
Klarsichtobjekttrager aufgezogen. AbschlieBend wurden die Objekttrager fir 3 h auf einer
Warmeplatte bei 37°C getrocknet.

Zur Farbung wurden die Objekttradger nun fir 60 Sekunden in eine Hamatoxylin-Lésung
(Merck) getaucht. Im Anschluss daran wurden die Proben mit heiRem Leitungswasser fur 5

Minuten gebléut. Darauf wurden sie 15 Sekunden in eine Eosin-Lésung (Merck) getaucht, in



Material und Methoden 31

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert (2x2 Minuten 70% Ethanol, 2x2 Minuten 96%
Ethanol, 2x4 Minuten 100% Propanol) und schlie3lich 2x4 Minuten in Xylol (Merck) inkubiert.

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit Hilfe eines Axiovert 200 Inversmikroskops (Zeiss).

11.3.4 Auswachsen von Spharoiden in 96-Well Mikrotiterplatten
11.3.4.1 Beschichtung mit Kollagen Typ |

Experimente zum Auswachsen von Sphéroiden sollten dazu beitragen, die Adharenz- und
Migrationsfahigkeit von Zellen in dreidimensionalen Zellverb&nden darzustellen. Getestet
wurden eigenbeschichtete Flach- und Rundbodenplatten, sowie BD BioCoat™ Kollagen |
Mikrowellplatten (Becton Dickinson). Die Eigenbeschichtung erfolgte durch die sterile Zuga-
be von 5 pg/cm? Kollagen Typ 1 (Calbiochem) in 0,02 N Essigsaure in unbeschichtete Flach-
bzw. Rundbodenplatten. Nach einer Einwirkzeit von 1h wurde jedes Well mit PBS gespilt
und die Platten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Platten konnten bei luftdichter Verpa-
ckung und einer Lagerung bei 4°C mehrere Wochen verwendet werden. Als Kontrolle kamen
unbeschichtete 96-Well Mikrotiterplatten zum Einsatz. Beobachtet wurde das Auswachsen
von Zellen aus Sphéaroiden mit einem Durchmesser von 380-400 um nach 4 Tagen und nach
7 Tagen. Dazu wurden Spharoide im ,Liquid Overlay* — Verfahren (siehe 11.2.2.1) fur 4 Tage
unter Standardbedingungen kultiviert. Nach diesem Initiationsintervall wurden die MCTS mit
Hilfe einer 8-Kanal-Pipette in einem Volumen von 200 ul auf die Kollagen | beschichteten
Platten transferiert und unter Standardbedingungen inkubiert. Die Aufnahme ausgewachse-

ner Spharoide erfolgte mit Hilfe eines Axiovert 200 Inversmikroskops (Zeiss).

[1.3.4.2 Hemmung der Proliferation in Spharoiden mittels Mitomycin C

Bislang konnte nicht geklart werden, ob das Auswachsen von Zellen aus einem MCTS auf
dem Prinzip der Proliferation oder der Migration beruht. Darum sollte in Sphéaroiden der Zell-
linie HT29 die Proliferation mittels Mitomycin C (Sigma-Aldrich) gehemmt werden. Eine zyto-
toxische Wirkung des Mitomycin C (Abbildung 5) auf MCTS konnte nach einer Zellvitalitats-
bestimmung mittels Acid Phosphatase (APH) Assay (siehe 11.5) ausgeschlossen werden.

Demzufolge wurden Spharoide im ,Liquid Overlay“-Verfahren (siehe 11.2.2.1) fur 4 Tage unter
Standardbedingungen kultiviert. Nach diesem Initiationsintervall wurden 100 pl Uberstand
abgenommen und durch 100 pl Mitomycin (20 pg/ml in PBS) ersetzt (Endkonzentration im
Well: 10 mg/ml Mitomycin C). Als Kontrollen dienten Spharoide, denen neues Standardme-
dium zugesetzt wurde. Nach zweistiindiger Inkubation unter Standardbedingungen wurden
alle Spharoide 3x10 Minuten mit Standardmedium gewaschen und mit Hilfe einer 8-Kanal-
Pipette in einem Volumen von 200 pl auf Kollagen Typ | eigenbeschichtete Rundbodenplat-

ten transferiert. Diese wurden unter Standardbedingungen inkubiert. 0 h, 8 h und 24 h nach
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dem Umsetzen wurde das Auswachsverhalten der Zellen dokumentiert. Die Aufnahme aus-
gewachsener Spharoide erfolgte mit Hilfe eines Aviovert 200 Inversmikroskops (Zeiss), die
Auswachsflache wurde manuell mittels AxioVision 4.5 Software (Zeiss) bestimmt. Zudem
wurde nachtraglich die Proliferations-hemmende Wirkung des Mitomycin C mittels Anti-BrdU-

und Ki67-Farbung getestet.

11.3.4.2.1 Anti-BrdU-Farbung

Die Proliferationsuntersuchungen mit Hilfe der Durchflu3zytometrie beruhen auf dem Einbau
des synthetischen Thymidin-Analogons Bromodeoxyuridin (BrdU) in die DNA wahrend der
DNA-Replikation, wobei Zellen einem kurzzeitigen BrdU-Puls ausgesetzt sind. Der Nachweis
dieser Substitution erfolgt dann tber eine immunologische Antikorperfarbung (siehe Anhang
2) (Brockhoff 2007).

Zunéchst wurden Spharoid-Kulturen angezichtet, nach dem standardmafigen Initiations-
intervall von 4 Tagen wurden sie fur 2 h mit Mitomycin C behandelt und anschlieend 3x10
Minuten mit 200 pl Standardmedium gewaschen (siehe 11.3.4.2). Nach Abnahme von 100 pl
Uberstand erfolgte die simultane Zugabe von 20 pmol/l BrdU und 10 umol/l Desoxycytidin
(dC) in 100 ul Standardmedium mit anschlielender 30-mindtiger Inkubation unter Standard-
bedingungen. Um BrdU nahezu vollstandig zu entfernen wurden die MCTS-Kulturen 3x mit
Standardmedium gewaschen und fiir 8 h unter Standardbedingungen inkubiert. Da eine
gleichmaRige Fixierung der Zellen im 3-D Verbund eines MCTS nicht gewahrleistet werden
kann, wurden die Spharoide in 15 ml Polypropylenréhrchen gesammelt und dissoziiert (siehe
11.3.2). Die Fixierung der entstandenen Einzelzellsuspension erfolgte in 2 ml eiskaltem,
70%igem Methanol. In diesem Stadium kénnen die Zellen bei 4°C gelagert oder direkt wei-
terverarbeitet werden.

Zur Farbung wurden die Zellen zunéchst zweimal mit PBS gewaschen. Fiur den RNA-Verdau
wurde 1 mg/ml Ribonuclease A zugegeben und fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
5-mindtiger Zentrifugation bei 450 x g wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in PBS,
0,01 N HCI und 5 mg/ml Pepsin resuspendiert und fir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von eiskaltem PBS gestoppt, anschlieRend wurden die Zellen
in PBS gewaschen. Die DNA-Denaturierung erfolgt mit 2 N HCI (in PBS) fir 10 Minuten bei
37°C. Die Zellen wurden erneut grindlich mit PBS gewaschen und befanden sich somit wie-
der in einer Umgebung mit neutralem pH-Wert. Darauf wurden fur 30 Minuten 10 pg/ml des
Anti-BrdU-Antikdrpers (Dako, Verdinnungsfaktor des Stammantikérpers = 1:50) zugegeben.
Nach einem Waschschritt mit PBS wurde den Zellen fur 30 Minuten 20 pg/ml ,Rabbit-anti-
Mouse“-FITC Sekundarantikorper (Dako, Verdinnungsfaktor des Stammantikérpers = 1:20)
zugesetzt, anschlieRend wurde erneut gewaschen und dann 2,5 pug/ml Propidiumiodid (Ver-

dunnungsfaktor des Stammldsung = 1:400) zugegeben. Danach konnte die Einbaurate von
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BrdU in die DNA, als MaR fur die Fahigkeit zur Proliferation, am Durchflusszytometer be-

stimmt werden.

11.3.4.2.2 Ki-67-Farbung

Anfang der achtziger Jahre generierten Gerdes et al. erstmals einen monoklonalen Antikér-
per, der gegen ein Antigen gerichtet war, welches dann als Ki-67 Antigen bezeichnet wurde.
Erst einige Jahre spéter konnte dieses Antigen als Protein (pKi-67) identifiziert werden (Ge-
rdes et al. 1991). Auffallig war das charakteristische Farbeverhalten des Ki-67 Antikorpers,
das auf die Anwesenheit des Ki-67 Antigens ausschliel3lich in Kernen proliferierender Zellen
(sowohl in ,normalen” Zellen, als auch in Tumorzellen) zurtickgefuihrt werden konnte. Daher
eignet sich das Ki-67-Antigen hervorragend als Marker, um die Wachstumsfraktion einer
Zellpopulation zu bestimmen (Scholzen et al. 2000). Zur Durchfuihrung der Proliferationsana-
lyse wurden MCTS-Serienschnittpraparate einer Doppelfarbung mit Ki-67 Antikdrper (Klon:
MIB-1) und Hamotoxylin unterzogen (siehe Anhang 3). Vor der Farbung wurden die Schnitte
wie folgt entparaffinisiert: 2x5 Minuten in Xylol (Merck) inkubieren, danach mit einer abstei-
genden Alkoholreihe behandeln (2x3 Minuten 100% Propanol, 2x3 Minuten 95% Ethanol,
2x3 Minuten 80% Ethanol). Nach 10-maligem Eintauchen in destilliertem Wasser wurden die
Schnitte in Waschlosung (Ventana) aufbewahrt und anschlieRend in das NexES® IHC Sys-
tem geladen. Zur Visualisierung des Primarantikorpers wurde der Ventana Medical Systems
Basic DAB Detection Kit verwendet. Die Hamatoxylin-Gegenfarbung diente der Anfarbung
Ki-67 negativer Zellkerne. Um die eventuell noch vorhandene Aktivitdt gewebeeigener Pero-
xidasen zu hemmen, wurden entsprechend dem automatisierte Protokoll fir das NexES®
IHC System jedem Schnitt 100 pl Inhibitorlésung zugegeben (4 Minuten bei 37°C). Per Hand
wurden dann 100 pl Ki-67-Antikorperlésung (Verdiunnungsfaktor des Stammiésung = 1:20)
auf die Objekttrager pipettiert (24 Minuten bei 37°C). Anschlieend erfolgte die Inkubation
mit 100 ul des biotinylierten Sekundarantikérpers (8 Minuten bei 37°C), danach folgte die
Inkubation mit 100 pl Avidin-HRPO-Konjugat (8 Minuten bei 37°C). Die Zugabe von 100 pl
DAB-L6sung erfolgte zeitgleich mit der Zugabe von 100 pl Wasserstoffperoxidldsung. Beide
Losungen wurden Gber 8 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Signalverstarkung wurden die
Schnitte hoch mit 100 pl Kupfersulfatlésung (4 Minuten bei 37°C) behandelt bevor abschlie-
Rend die Gegenfarbung mit Hamatoxylin (4 Minuten bei 37°C) erfolgte. Nach jedem Inkuba-
tionsschritt wurden die Proben mit Waschlésung (Ventana) gewaschen. Die Aufnahme ge-

farbter Schnittpraparate erfolgte mit Hilfe des Axiovert 200 Inversmikroskops (Zeiss).
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1.4 Behandlung von Monolayer- und Spharoid-Kulturen

Zur Behandlung von Monolayer- und Spharoid-Kulturen wurden diese entsprechend 11.2.1.3
bzw. im ,Liquid Overlay“-Verfahren (siehe 11.2.2.1) ausgesat und fir 4 Tage unter Standard-
bedingungen kultiviert. Nach diesem Initiationsintervall wurden 50% des Uberstandes (100

pl) abgenommen und durch Triton X-100 bzw. Wirkstofflésung ersetzt.

I1.4.1  Triton X-100

Nach Zugabe von 100 pl einer 20%-igen Triton X-100 Lésung (verdunnt in PBS, Endkon-
zentration im Well: 10% Triton X-100) wurden die Zellkulturen fiir mindestens 2 h unter Stan-
dardbedingungen inkubiert. Diese Proben dienten als Totzellkontrollen, d.h. es sollte der

Messwert ,100% Nekrose* simuliert werden.

11.4.2  Wirkstoffe

Zur Behandlung von Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen wurden alle Wirkstoffe abgewogen
und in 100% Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck) geldst. AnschlieBend wurden Stammlésungen
aller Wirkstoffe (Konzentration: 200 mM) bei -20°C eingefroren und gelagert. Bei Bedarf wur-
den die Stammldsungen aufgetaut, in Standardmedium entsprechend verdiinnt und sofort
eingesetzt. Grundsatzlich sollte die Wirkstoffoehandlung in einem Konzentrationsbereich von
0,1 - 200 uM erfolgten. Aufgrund personlicher Mitteilungen des Lehrstuhls fur Pharmakologie
der Universitat Regensburg, die darauf hinweisen, dass selbst eine Wirkstoffkonzentration
von 200 uM weder in Geweben eines Tiermodells, noch im Patienten erreicht werden kann,
wurde in dieser Arbeit auf Testungen mit einer maximalen Wirkstoffkonzentration > 200 uM
verzichtet.

Nach Zugabe von 100 pl jeder Wirkstoffverdiinnung zu den in den Wells verbliebenen 100 pl
Standardmedium wurden die Zellkulturen fur 72 h unter Standardbedingungen inkubiert. Da-
bei war zu beachten, dass die Wirkstoffverdiinnungen bei der Zugabe zu den Zellen noch-
mals im Verhéltnis 1:1 verdinnt wurden. Parallel dazu wurden unbehandelte Monolayerzel-
len und Sphéaroide immer als Referenz kultiviert. Hierbei waren den Kulturen 100 pl Stan-
dardmedium mit einer DMSO-Konzentration entsprechend der hdchsten Wirkstoffkonzentra-
tion zugegeben. Kontrollversuche mit 0,01% - 2% DMSO in Standardmedium zeigten, dass
eine Endkonzentration an DMSO bei Wirkstoffoehandlung mit maximal 200 uM (~ 0,2%
DMSO) Zellwachstum und Vitalitat nicht beeinflusst. Um eine gleichmaRiges Inkubation der
einzelnen Zellkulturen zu gewahrleisten, wurden unbehandelte Wells am Rand einer 96-
Well-Platte wahrend des 72-stiindigen Behandlungsintervalls mit 200 pl Standardmedium
beflllt. Abbildung 4 zeigt das routinemalige Behandlungsschema der in dieser Arbeit durch-

gefuhrten Wirkstofftestungen.
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Abbildung 4. Schematische Darstellung einer Wirkstoffbehandlung von Monolayer- bzw. Sphéa-
roid-Kulturen im 96-Well-Format. Die Zellkulturen wurden entsprechend 1.2.1.3 bzw. 1.2.2.1
ausgesat und fir 4 Tage kultiviert. Nach Abnahme von 100 ul Uberstand je Well erfolgte die
Wirkstoffbehandlung. Dabei wurden 100 pul jeder Wirkstoffverdinnung zu den in den Wells ver-
bliebenen 100 pl Standardmedium zugegeben. Die Abbildung zeigt ein Behandlungsschema im
Konzentrationsbereich von 0,1 - 200 pM. Als Kontrollen dienten Kulturen, denen 100 pl Stan-
dardmedium mit 0,4% DMSO zugegeben waren.

Tabelle 13 zeigt die Wirkstoffe, die nach oben genanntem Schema auf anti-tumoraler Effekte
in Monlayer- und Spharoid-Kulturen hin untersucht wurden. Ausfihrliche Informationen zum

klinischen Einsatz dieser Wirkstoffe finden sich im Anhang (siehe Anhang 5).
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Tabelle 13. Wirkmechanismen und Strukturformeln fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Wirk-
stoffe (Quelle: “Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie”, Urban & Fischer
Verlag, 9.Auflage, 2004).

Wirkstoff Stoffgruppe | Wirkmechanismus Struktur
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Doxorubicin
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1.5 Acid Phosphatase (APH) Assay zur Bestimmung der Zytotoxiztat/Zell-
vitalitat

[1.L5.1 Theoretische Grundlagen

Die saure Phosphatase (Acid Phosphatase, APH) ist eine der sauren Hydrolasen, die sich in
der Regel in den Lysosomen befinden. Entdeckt wurde die saure Phosphatase in der Prosta-
ta, inzwischen konnte sie auch in anderen Geweben (Niere, Leber, etc.) nachgewiesen wer-
den. Urspringlich wurde der APH Assay fir einen Einsatz an Monolayerkulturen entwickelt.
Das Prinzip des APH Assays beruht auf der Quantifizierung zytosolischer Enzymaktivitat in
den zu untersuchenden Zellen. Intrazellulare saure Phosphatase katalysiert den Umsatz
eines exogen zugegebenen Substrates. Hierbei handelt es sich um p-Nitrophenylphosphat
(PNPP), das frei in lebende Zellen diffundiert und dort zu p-Nitrophenol umgebaut wird. Nach
Zugabe von Natronlauge (NaOH) wird p-Nitrophenol zu p-Nitrophenolat hydrolysiert (siehe
Abbildung 5). p-Nitrophenolat absorbiert Licht bei einer Wellenlange von A = 405 nm, was mit
Hilfe eines Mikrotiterplattenlesegeréates (z.B. Emax® Precision Microplate Reader) gemessen
werden kann. Im Bereich von 1000 bis 100.000 Monolayerzellen ist die Absorption direkt
proportional zur Zellzahl (Yang et al. 1996), d.h. je weniger lebende Zellen im Testsystem,

desto geringer das APH Signal (Absorption bei 405 nm).

1. Phosphatase - Reaktion

OPO, OH
H,O
______ a4 + PI
72N\ /N\\
o O
p-Nitrophenylphosphat p-Nitrophenol

2. Farbreaktion (nach Zufuhr von NaOH)

OH (0]
OH "
..... M - --_---’
N\\ /,N
O O O O
p-Nitrophenol p-Nitrophenolat

Abbildung 5. Prinzip des Acid Phosphatase (APH) Assays. APH katalysiert den Umsatz von
p-Nitrophenylphosphat (PNPP) in p-Nitrophenol. Durch Zugabe von NaOH wird dieses zu
p-Nitrophenolat hydrolysiert.
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[1.L5.2  Durchfihrung an Monolayer-Kulturen

Der Einsatz des APH Assays erfolgte an Monolayer-Kulturen, die mit Triton X-100 (siehe
11.4.1) bzw. verschiedenen Wirkstoffen (siehe 11.4.2) behandelt wurden. Nach entsprechender
Inkubationszeit (d.h. 2 h bei einer Behandlung mit Triton X-100- bzw. 72h bei einer Wirkstoff-
behandlung) wurde der Uberstand abgenommen, und die Kulturen mit 200 pl PBS je Well
gewaschen. Daraufhin wurden je Well 100 pl frisches PBS zugegeben. Fir jeden APH Assay
war das PNPP-Substrat frisch in Assaypuffer (0,1M Natriumacetat (3M Stammldsung,
pH 5,2) und 0,1% Triton X-100 in destilliertem Wasser) zu l6sen. Zur Herstellung der Subs-
tratlosung (finaler pH 4,8) wurden 2 mg/ml PNPP gel6ést. Davon wurden je Well 100 pl zuge-
geben und unter Standardbedingungen fir 90 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 10 pl
einer 1 N NaOH erfolgte die Absorptionsmessung bei 405 nm am Emax® Precision Micropla-
te Reader. Zur Bestimmung des Hintergrundsignals dienten Wells, die nur mit 100 pl PBS,
100 pl gelostes PNPP und 10 pl NaOH beladen waren.

[1.5.3  Durchfiihrung an Sphéroid-Kulturen

Fur den Einsatz an Spharoid-Kulturen musste der APH Assay modifiziert werden. MCTS
wurden im ,Liquid-Overlay“-Verfahren (siehe 11.2.2.1) kultiviert und anschlieend mit Triton
X-100 bzw. verschiedenen Wirkstoffen behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei
einer Behandlung mit Triton X-100- bzw. 72 h bei einer Wirkstoffoehandlung wurden die
Sphéaroide mit einer 8-Kanal-Pipette mitsamt des umgebenden Mediums in 96-Well-
Flachbodenplatten tberfiihrt (1 Well— 1 Well). Um Spharoide, Zellverbande und Einzelze I-
len am Plattenboden zu sammeln, wurden die unbeschichteten Flachbodenplatten fir
10 Minuten bei 400 x g in einer Heraeus Sepatech Varifuge 3.2RS zentrifugiert. Das Spha-
roid-/Zellpellet wurde vorsichtig gewaschen, indem 160 pl Uberstand durch PBS ersetzt wur-
den. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand durch entsprechende Abnahme auf
ein Endvolumen von 100 pl je Well eingestellt. Je Well wurden nun 100 pl der PNPP-
Substratlésung (siehe 11.5.2) zugegeben und unter Standardbedingungen fir 90 Minuten
inkubiert. Nach Zugabe von 10 pl einer 1 N NaOH erfolgte die Absorptionsmessung bei 405
nm am Emax® Precision Microplate Reader. Zur Bestimmung des Hintergrundsignals dienten
Wells, die mit 100 pl PBS, 100 pl geléstes PNPP und 10 pl NaOH beladen waren.

1.6 Genexpressionsmonitoring (HITS®™)

Fur diesen Teil der Arbeit konnte auf die von Avalon Pharmaceuticals Inc. erarbeiteten Rich-
tlinien fir die Qualitdtsanforderungen (Menge, Reinheit, Isolationsprotokolle) zur Expressi-
onsanalyse in Spharoiden unter Einsatz verschiedener RNA Praparationsprotokolle zurtick-
gegriffen werden. Darauf aufbauend wurden Affymetrix Gene Chips kombiniert mit dem ge-

nannten komplexen Expressionsmonitoring eingesetzt, um Veranderungen in der RNA-
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Expression in HT29 Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen unter Einsatz der Wirkstoffe 5-
Fluorouracil und WMC-79 darzustellen. Weiterhin sollten die Expressionsmuster der Zellli-
nien HCT-116, KM12L4A, T47D, BT474, MCF-7, A549 und NCI-H460 in Monolayer- und

Sphéroid-Kultur analysiert und verglichen werden.

11.6.1 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation aus Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen wurden diese laut 11.2.1.3 bzw. im
.Liquid Overlay“-Verfahren (siehe 11.2.2.1) ausgesat und fiir 4 Tage unter Standardbedingun-
gen kultiviert. Je nach Bedarf wurden die Zellen dann behandelt (siehe 11.4) bzw. bis zur ge-

wiinschten GréRe/Konfluenz weiterkultiviert, und anschlief3end fiir die RNA-Isolation lysiert.

[1.6.1.1 RNA-Isolation bei Monolayer-Kulturen

Vor Isolation der RNA mussten die Zellen lysiert werden. Diese erfolgte unter einem Abzug,
wobei die Zellen auf Eis gelagert wurden. Nach Absaugen des kompletten
Uberstandes wurden je Well 100 pl TRIzol (Invitrogen) zugegeben und das Zelllysat mit Hilfe
einer Pipette gut durchmischt. Es wurden immer jeweils 8 Wells in ein Well einer 96-Deep-
Well-Platte (Corning Costar®) iiberfithrt (Endvolumen 800 pl). Die Proben konnten nun bei
-80°C gelagert werden. Zur Weiterverarbeitung wurden je 150 ul Chloroform pro 800 pl im
Deep-Well zugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur und 5600 x g zentrifugiert. An-
schlieBend wurde die obere, wéassrige Phase in ein neues Deep-Well Gberfihrt. Bei einem
Volumen von 800 ul TRIzol werden ca. 450 pl wassrige Phase erwartet. Dem neuen Reakti-
onsgefall wurden 200 ul 70% Ethanol (wassrige Phase:Ethanok 2:1) zugegeben, das G e-
misch wurde dann gut durchmischt. Nach Transfer der Proben in RNeasy Reaktionsgefal3e
wurde nach dem ,RNeasy Protokoll fir die Isolation der Totalen RNA aus tierischen Zellen®
(Vakuum/Spin Verfahren) von Qiagen verfahren.

[1.L6.1.2 RNA-Isolation bei Sphéaroid-Kulturen

Vor Isolation der RNA aus Spharoid-Kulturen mussten diese gesammelt werden. Hierzu
wurden immer 8 Spharoide in einem Volumen von je 150 pl in einem 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefall gesammelt (Endvolumen 1200 pl). Es folgte eine Zentrifugation fir 2 Minu-
ten bei Raumtemperatur und 10000 x g (Heraeus Biofuge pico) . Die weiteren Schritte erfolg-
ten unter einem Abzug, die Zellen wurden dabei auf Eis gelagert. Nach Absaugen des komp-
letten Uberstandes wurden je Reaktionsgefa? 800 pl TRIzol (Invitrogen) zugegeben und das
Zelllysat mit Hilfe einer Pipette sehr gut durchmischt, bis keine Spharoidreste mehr zu er-
kennen waren. Die Proben wurden in je ein Well einer 96-Deep-Well-Platte tberfihrt (Endvo-

lumen 800 pl) und konnten nun bei -80°C gelagert werden. Zur Weiterverarbeitung wurde
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gemal Kapitel 11.6.1.1 verfahren, auch hier wurden je 150 pl Chloroform pro 800 pl im Deep-

Well zugegeben.

[1.6.2  Affy-Chip Labelling und Hybridisierung

Mit Hilfe des Affy-Chip Labellings war es méglich, die Genexpressionsmuster in verschiede-
nen Monolayer- und Spharoid-Kulturen zu analysieren. Das Prinzip des Chip Labellings be-
ruht auf der komplementaren Bindung von cRNA-Fragmenten lysierter Zellen an einzelne,
.gespottete” Gensequenzen auf einem Affimetrix Gen Chip. Dabei wurde die zuvor isolierte
RNA (siehe 11.6.1) zuerst in cDNA umgeschrieben, diese aufgereinigt und in cRNA Ubersetzt.
Bei der Ubersetzung wurde die cRNA gleichzeitig mit Biotin gelabelt. Vor der Fragmentierung
der gelabelten cRNA, wurde diese erneut aufgereinigt. Die Visualisierung an den Gene Chip
hybridisierter cRNA erfolgte tber das an die cRNA gebundene Biotin. Anhand der Quantifi-
zierung des Biotinsignals war es mdoglich, die Expressionsrate einzelner Gene in den zu un-
tersuchenden Zellen zu bestimmen und zu vergleichen. Das in der vorliegende Arbeit durch-
gefuihrte Affy-Chip Labelling erfolgte nach Vorgaben des ,Affy-Chip RNA Labelling und Hyb-
ridization Protocols* von Avalon Pharmaceuticals Inc.:

Zur Synthese von cDNA mit Hilfe des GeneChip HT One-Cycle cDNA Synthesis Kits (Affy-
metrix) wurden auf Eis 0,5 - 1,0 ug der in Kapiteln 11.6.1 isolierten RNA je Well einer 96-Well
PCR Platte (Applied Biosystems) vorgelegt. Das finale Volumen jedes Wells wurde mit RNa-
se-freiem Wasser (RNeasy Kit, Qiagen) auf 5 pl eingestellt (Proben mit einer Ausgangskon-
zentration > 0,5 - 1,0 pg/5 pl wurden mit Hilfe eines Speed Vacuum Trockners (Thermo
Scientific) eingetrocknet und in 10 yl RNase-freiem Wasser resuspendiert). AnschlieRend
wurden 5 pl des 1x T7 Oligo(dT) Primers (GeneChip HT One-Cycle cDNA Synthesis Kit, Af-
fymetrix) je Well zugegeben. Das ,Primer Annealing” erfolgt nach guter Durchmischung der
Proben im PCR Thermo Cycler (70°C fur 10 Minuten, dann 4°C fir 5 Minuten), die 96-Well
Platten wurden danach auf Eis gelagert. Im nachsten Schritt wurde der .15 strand cDNA
Synthesis Mix“ vorbereitet (siehe Anhang 4a). Nach Zugabe von 10 pl dieses Gemisches je
Well wurden die Proben (Gesamtvolumen 20 pl) vorsichtig gemischt, im PCR Thermo Cycler
inkubiert (42°C fur 60 Minuten, dann 4°C fir 5 Minuten) und erneut auf Eis gelagert. Fur die
Synthese des zweiten cDNA-Stranges wurde nun der ,2" strand cDNA Synthesis Mix“ vor-
bereitet (sieche Anhang 4a). Zusétzlich zu den 39 pl dieses ,2" strand cDNA Synthesis Mix"
wurden je Probe 91 pl destilliertes Wasser zugegeben. Nach vorsichtiger Durchmischung der
Proben (Gesamtvolumen 150 pl) erfolgte eine Inkubation im PCR Thermo Cycler (16°C fur
120 Minuten, dann 4°C fur 5 Minuten bzw. UN). Den Abschluf? des GeneChip HT One-Cycle
cDNA Synthesis Kits bildete die Zugabe von 4 ul , T4 mix“ (siehe Anhang 4a) je Well einer
96-Well-Platte mit anschlielender Inkubation der Proben im PCR Thermo Cycler (16°C fir
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10 Minuten, 72°C fur 10 Minuten, dann 4°C fur 5 Minuten). Bis zur Aufreinigung der cDNA
wurden die Proben bei 4°C gelagert.

Die Aufreinigung der cDNA erfolgte mittels Qiaquick 96-well Kit (Qiagen) laut Angaben des
Herstellers, wobei die gereinigte, doppelstrangige cDNA abschlieRend in je 70 ul destilliertem
Wasser eluiert wurde. Die Proben wurden dann in einem Speed Vacuum Trockner einget-
rocknet und in 25 ul RNase-freiem Wasser resuspendiert.

In einem nachsten Schritt sollte mit Hilfe des GeneChip HT IVT Labelling Kits (Affymetrix) die
gereinigte cDNA in Biotin-gelabelte cRNA Ubersetzt werden. Dabei musste zunachst der
VT Master Mix“ vorbereitet werden (siehe Anhang 4c). In einer neuen 96-Well PCR Platte
wurden dann je Well 22 ul cDNA und 38 pl IVT Master Mix* vorsichtig gemischt und an-
schlieRend UN bei 37°C inkubiert.

Vor der Hybridisierung auf einem Affymetrix Gene Chip sollte die gelabelte cRNA aufgerei-
nigt und fragmentiert werden. Dazu wurde ein modifiziertes Protokoll des RNeasy Kits (Qia-
gen) verwendet: in einer neuen 96-Deep-Well-Platte wurden die Proben (60 pl) mit 350 pl
Lysepuffer (LNS) und 250 pl 100 % Ethanol gemischt, anschlieRend in RNeasy Reaktionsge-
faRe Ubertragen und in 70 pl destilliertem Wasser eluiert. Darauf folgte eine Qualitatskontrol-
le der gereinigten cRNA, indem je Probe 40 pl auf eine neue 96-Well-Microtiterplatte tber-
fuhrt und mit Hilfe eines Absorptionsmessgeréates (Microplate Reader) die cRNA Konzentra-
tionen bestimmt wurden. Mit destilliertem Wasser wurde jede Probe auf eine finale Konzent-
ration von 0,2 pg/pl eingestellt. Je 40 ul der eingestellten Proben wurden dann auf eine neue
96-Well PCR Platte Uberfuhrt, mit 7 pl Fragmentationspuffer versetzt und bei 95°C fur 35
Minuten inkubiert.

Die fragmentierten, Biotin-gelabelten cRNA-Proben konnten jetzt auf einen Affymetrix Gene
Chip geladen werden. Vor jeder Hybridisierung wurden alle Puffer frisch angesetzt (siehe
Anhang 4d) und bendtigte 96-Well PEG-Platten (Affymetrix) adéaquat vorbereitet. Dazu wur-
den die PEG-Platten spatestens 15 Minuten vor einer Hybridisierung in 96-Well ,Pre-Hyb"-
Mikrotiter-Platten eingetaucht, die mit Pre-Hyb Puffer (70 pl/Well) beflllt waren. Ein Eintrock-
nen der PEG-Platten bis zur Hybridisierung sollte anschlieRend unbedingt vermieden wer-
den. Weiterhin wurden je Well einer 96-Well PCR Platte 70 ul Hybridisierungspuffer vorge-
legt und mit den fragmentierten cRNA-Proben vermischt (Gesamtvolumen ~ 110 pl). Zur De-
naturierung der Proben in Hybridisierungspuffer folgte eine Inkubation in einem PCR Thermo
Cycler bei 95°C fur 5 Minuten. Letzendlich wurden die Proben auf einen Gene Chip (Hybridi-
sierungplatte) geladen und die PEG-Platten aus den Pre-Hyb-Platten ziigig auf den Gene
Chip uberfiihrt. Beim VerschlieBen der Hybridisierungsplatten mit den PEG-Platten wurden
darauf geachtet eventuell entstandene Luftblasen zu entfernen. Nach einer 16-stiindigen
Inkubation bei 37°C im Warmeschrank konnten die Daten der Gene Chips mit Hilfe eines

Affymetrix GeneChip HT Scanners eingelesen werden.
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11.6.3

Expressionsanalyse

Die Auswertung der Affy-Chips erfolgte mit folgenden Analyse-Werkzeugen:

Basic SAM (significance analysis of mircoarrays)
GeneLinker™ Platinum von 10S (Improved Outcomes Software, Kingston, ON, CA)

PCA (principle component analysis)
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lll. Ergebnisse

.1 Standardisierung und Teilautomatisierung der Spharoidkultivierung

Fur einen mdglichen Einsatz von Spharoiden im High-Throughput-Verfahren sollten in dieser
Arbeit mdgliche Schritte zur Standardisierung und (Teil-)Automatisierung der Sphéaroidkulti-
vierung getestet bzw. etabliert werden. Dies beinhaltete v.a. die Testung neuer anti-
adhasiver Oberflachenbeschichtungen und der Einsatz eines ,Automated Multichannel Pipet-

ting Systems*” (Thermo Fisher Scientific).

[1.L1.1 Testung neuer anti-adhéasiver Oberflachenbeschichtungen fir eine High-
Throughput-Spharoid-Kultur

Bezuglich der Testung neuer anti-adhasiver Oberflachenbeschichtungen wurden mehrere
96-well Mikrotiterplatten (bakteriologische Zellkulturplatten, Zellkulturplatten fir Suspensi-
onszellen, usw.) von sechs Herstellern im Hinblick auf folgende Kriterien getestet: (a) Sphéa-
roidbildung, Reproduzierbarkeit der Spharoidbildung und des Sphéroiddurchmesser (b) in-
nerhalb einer Platte, (c) zwischen mehreren Platten einer Produkcharge und (d) zwischen
Platten mehrerer Produktchargen. Fir einen dauerhaften Einsatz dieser Platten bei der
Spharoidkultivierung sollten Zellen vergleichbar mit den im ,Liquid-Overlay“-Verfahren (siehe
11.2.2) kultivierten Sphéaroiden anwachsen. Agarose-beschichtete 96-Well Mikrotiterplatten
zeichnen sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit bei der Sphéroidbildung und geringe
Standardabweichung des Spharoiddurchmessers nach einem Initiationsintervall von 96 h
innerhalb einer Platte (SEx 10%) aus (siehe Abbildung 6). Entsprechend der konkaven
Oberflachen innerhalb einer Agarose-beschichteten Mikrotiterplatte, die eine Aggregation
von Zellen im Zentrum eines Wells férdern, sollten in dieser Arbeit ausschlieBlich Rundbo-
den-Mikrotiterplatten getestet werden. Als Referenz fiur diese Versuche diente die Kolonkar-
zinomzelllinie HT29, eine Ausweitung der Versuche auf weitere Zelllinien fand im Rahmen
dieser Arbeit nicht statt. Die Versuche wurden fur jede getestete Platte (Plattentyp und

-charge) mindestens zweimal wiederholt.
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Abbildung 6. Représentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in einer Agarose-
beschichteten 96-Well Mikrotiterplatten (,Liquid-Overlay“, siehe 11.2.2) nach 96 h Inkubation
unter Standardbedingungen. Ausgesat wurden 1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.

[11.1.1.1 Tissue Culture Plate 96-Well Round Bottom Suspension Cells (Sarstedt)

Das Plattensystem der Fa. Sarstedt (#83.1837.500; ,Tissue Culture Plate 96-Well Round
Bottom Suspension Cells) wurde an HT29 Zellen getestet, die zur Sphéaroidbildung unter
Standardbedingungen inkubiert wurden. Zusatzlich wurden Platten auf einem von Sarstedt
entwickelten und zur Verfigung gestellten Plattenschuttler unter Standardbedingungen inku-

biert. Durch sanftes und gleichm&Riges Schiitteln sollte die Adh&asion von Zellen am Platten-
boden zusatzlich erschwert werden.

111.1.1.1.1 Inkubation ohne Schiittler

Die Kolonkarzinomzelllinie HT29 zeigt in ,Tissue Culture Plates, 96-Well Round Bottom,
Suspension Cells” (Sarstedt) nur vereinzelt eine Spharoidbildung, d.h. ein Sphéroid pro Well.
Die Reproduzierbarkeit war zudem sehr gering (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in ,Tissue Culture Plate,
96-Well Round Bottom, Suspension Cells" (Sarstedt) nach 96 h Inkubation unter Standardbe-
dingungen. Ausgesat wurden 1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.

111.1.1.1.2 Inkubation mit Schuttler

Unter Einsatz eines Schittlers wahrend des 4-tagigen Initiationsintervalls konnte die Spha-
roidbildung von HT29 Zellen in ,Tissue Culture Plates, 96-Well Round Bottom, Suspension
Cells" (Sarstedt) auffallend verbessert werden (siehe Abbildung 8). Leider konnten gleich-
maRig geformte Spharoide in hdochstens 48 Wells einer 96-Well Platte nachgewiesen wer-
den, d.h. die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Versuchsansatzes/einer Platte betrug
< 50%. Dieselben Ergebnisse wurden fir weitere Versuchsanséatze auf Platten einer Produk-
tionscharge bzw. dreier unterschiedlicher Produktionschargen beobachtet, weitere versuche
mit diesen Platten wurden daher eingestellt.
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Abbildung 8. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in ,Tissue Culture Plate,
96-Well Round Bottom, Suspension Cells® (Sarstedt) nach 96 h Inkubation auf einem Schittler
unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden 1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.

[11.1.1.2 Zero-Trap TC (NoAb)

Das Plattensystem der Fa. NoAb (#TR-2302-2; Zero-Trap TC, Non-Binding Clear U-bot 96-
well Microplates) wurde ebenfalls auf die Spharoidbildung von HT29 Zellen hin untersucht. In
diesem System trat Spharoidbildung, d.h. ein Sphéroid pro Well, nur sporadisch zu Tage
(siehe Abbildung 9), daher wurden nach dreifacher Testung die Versuche mit diesen Platten
ebenfalls eingestellt.
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Abbildung 9. Reprasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in ,Zero-Trap TC" 96-Well
Mikrotiterplatten (NoAb) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden
1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.
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[11.1.1.3 Microplate, 96-well, U-Bottom (Greiner Bio-One)

Weitere Tests zur Sphéroidbildung von HT29 Zellen wurden auf Microplates, 96-well, U Bot-
tom von Greiner Bio-One (#650161) durchgefihrt. Nach Inkubation unter Standardbedingun-
gen konnte auch hier nur sporadisch eine sphéaroidartige Aggregation beobachtet werden
(siehe Abbildung 10). Nach dreifacher Testung mit inadaquaten Ergebnis erfolgte keine wei-

tere Testung dieser Platten.
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Abbildung 10. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in , Microplates, 96-well, U
Bottom (Greiner Bio-One) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgesat wurden
1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.

[11.1.1.4 96-well Standard Microplate (ABGene)

96-well Standard Microplates der Firma ABGene (#AB-0796) dienten der weiteren Untersu-
chung der Sphéroidbildung von HT29 Zellen auf neuen anti-adh&siven Oberflachenbeschich-
tungen. Eine Spharoidbildung nach entsprechendem Initiationsintervall unter Standardbedin-
gungen blieb jedoch ganzlich aus (siehe Abbildung 11). Auch bei zweifacher Wiederholung
konnte keine nennenswerte dreidimensionale Zellaggregation mit dem Ergebnis eines Spha-

roides pro Well erreicht werden.
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Abbildung 11. Reprasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in ,,96-well Standard Mic-
roplates” (ABGene) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden 1500
Zellen pro Well. VergréBerung 5x Objektiv.
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[11.1.1.5 Microtest™ U-Bottom (Becton-Dickinson Labware)

Weiterhin wurden Mikrotest™ U-Bottom Platten von Becton-Dickinson (#353077) auf die
Sphéroidbildung von HT29 Zellen nach Inkubation unter Standardbedingungen untersucht.
Jedoch konnte auch hier in wiederholten Ansatzen keine Spharoidbildung nach entspre-
chendem Initiationsintervall unter Standardbedingungen beobachtet werden (siehe Abbil-
dung 12).

Abbildung 12. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in , Mikrotest™ U-Bottom
Plates” (Becton-Dickinson) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgesat wur-
den 1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.

[11.1.1.6 Low-Cell-Binding U96 W Lid (Nunc™)

AbschlieBend wurden Plattensysteme der Fa. Nunc™ auf die Spharoidbildung von HT29
Zellen nach Inkubation unter Standardbedingungen getestet. Mit der ,Low-Cell-Binding U96"
Mikrotiterplatte (LCB, #145399) konnten erstmals an einem kommerziell erhéltlichen Platten-

system sehr gute und reproduzierbare Spharoide erzielt werden (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13. Reprasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in ,Low-Cell-Binding*
Mikrotiterplatten (Nunc™) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgesat wurden
1500 Zellen pro Well. VergrofRerung 5x Objektiv.
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Der mittlere Durchmesser von Sphéaroiden, die auf drei unterschiedlichen Platten der ersten
Testcharge fur 96 h unter Standardbedingungen kultivierten wurden betrug 360 (+ 10) pm
(siehe Tabelle 14). Dieses gute Ergebnis konnte auch auf Platten zweier weiterer Produkit-
chargen reproduziert werden (siehe Tabelle 14). Die Standardabweichung des Sphéroid-
durchmesser lag dabei sowohl innerhalb einer Produktcharge, als auch zwischen den unter-
schiedlichen Platten unter 5 %. Jedoch unterscheiden sich die Resultate vom Sphéroid-
durchmesser der fir 96 h unter Standardbedingungen im ,Liquid-Overlay“-Verfahren kulti-
vierten Spharoide (395 (£12) um, siehe Tabelle 14).

Tabelle 14. Mittlerer Spharoiddurchmesser und Lebendzellzahl/Sphéaroid in HT29 Sphéroiden.
HT29 Zellen wurden in Agarose-beschichteten Mikrotiterplatten und in LCB Mikrotiterplatten
(Nunc™) dreier verschiedener Produktchargen ausgesét und fur 96 h unter Standardbedingun-
gen inkubiert. Ausgesat wurden jeweils 1500 Zellen pro Well.

Platte mittlerer Spharoiddurchmesser | lebende Zellen/Spharoid
,Liquid-Overlay* 395 (+12) pm 10424 (+299)
LCB Testcharge 1 360 (£ 10) um 7924 (£756)
LCB Testcharge 2 353 (£12) pm -
LCB Testcharge 3 359 (£ 5) um -

Der Vergleich der Anzahl lebender Zellen im Sphéroid (siehe Kap. 11.3.2) und Untersuchun-
gen an Spharoidschnittpraparaten (siehe Kap. 11.3.3) zeigen, dass der geringere Durchmes-
ser von Sphéaroiden in LCB Mikrotiterplatten (Nunc™) auf eine verringerte Zellzahl im 3-D
Zellverbund zurtickzufuihren ist (siehe Tabelle 14). Eine erhéhte Kompaktation von Zellen im
Spharoid konnte mittels histologischer Untersuchungen nicht nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 14).

Liquid-Overlay LCB (Nunc™)

Abbildung 14. Reprasentative Phasenkontrastbilder H&E gefarbter, 5-6 um dicker Mittelschnitte
von HT29 Sphéroiden. HT29 Zellen wurden in einer Agarose-beschichteten und einer LCB Mik-
rotiterplatte (Nunc™) ausgesat und fur 96 h unter Standardbedingungen inkubiert. Ausgesét
wurden jeweils 1500 Zellen pro Well. Vergro3erung 10x Objektiv.
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Fur vergleichende Beobachtungen des Volumenwachstums von HT29 Sphéroiden in Agaro-
se-beschichteten und LCB Mikrotiterplatten als Funktion der Zeit wurde der Kurvenverlauf
mit Hilfe der Gompertz-Funktion beschrieben (siehe Kap. 11.3.1.1). Es zeigte sich, dass die
in LCB Mikrotiterplaten kultivierten HT29 Sphé&roide im Vergleich zu den im ,Liquid-Overlay“
kultivierten nach einem 96-stiindigen Initiationsintervall unter Standardbedingungen wiede-
rum einen verringerte Sphéaroiddurchmesser, und damit auch ein verringertes Sphéroidvolu-
men aufweisen. Mit fortschreitender Dauer weisen die unterschiedlich kultivierten Sphéaroide
jedoch einen sehr &hnlichen Kurvenverlauf fiir das Volumenwachstums auf (siehe Abbildung
15).
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Abbildung 15. Darstellung des Volumenwachstums von HT29 Spharoiden als Funktion der Zeit
in einer Agarose-beschichteten und einer LCB Mikrotiterplatte (Nunc™) unter Standardbedin-
gungen. Alle Datenpunkte sind mittlere Sphéroidvolumen + SD fiir & n < 16 Spharoide. Nach
Aussaat von jeweils 1500 HT29 Zellen pro Well und einem Initiationsintervall von 96 h unter
Standardbedingungen wurde der Kurvenverlauf mit Hilfe der Gompertz-Funktion (siehe Kap.
11.3.1.1) beschrieben:

Liquid-Overlay V(0) = 4,1x10" pm3, o =0,20829 + 0,00788, B = 0,06540 + 0,00476

LCB V(0) = 2,9x10" um3, o =0,33002 * 0,02805, B = 0,13956 + 0,01901

Neben der Referenzzelllinie HT29 konnten auf den Low-Cell-Binding Platten auch mit den
beiden humanen Kolonkarzinomzelllinien HCT-116 und DLD-1 sehr gute und reproduzierba-
re Spharoide erzielt werden. Der mittlere Durchmesser von HCT-116 Sphéaroiden, die auf
einer LCB-Platte fuir 96 h unter Standardbedingungen kultivierten wurden (Abbildung 16)
betrug 420 (+ 11) um, die Standardabweichung des Sphéaroiddurchmesser lag somit bei ca.
3 % (siehe Tabelle 15).



Ergebnisse 52

Abbildung 16. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HCT-116 Zellen in ,Low-Cell-Binding*
Mikrotiterplatten (Nunc™) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden
750 Zellen pro Well. VergréRRerung 5x Objektiv.

Erneut unterschiedet sich dieser Wert vom Spharoiddurchmesser der fur 96 h unter Stan-
dardbedingungen im ,Liquid-Overlay“-Verfahren kultivierten Kontrollsph&roide (385 (+14) pum,
siehe Tabelle 15). Im Gegensatz zu HT29 Zellen, weisen HCT-116 Sphéaroide, die in einer

LCB-Platte kultiviert wurden einen grof3eren Durchmesser an Tag 4 nach der Aussaat auf.

Tabelle 15. Mittlerer Spharoiddurchmesser in HCT-116 MCTS. HCT-116 Zellen wurden in einer
Agarose-beschichteten und einer LCB Mikrotiterplatte (Nunc™) ausgeséat und fur 96 h unter
Standardbedingungen inkubiert. Ausgesét wurden jeweils 750 Zellen pro Well.

Platte mittlerer Spharoiddurchmesser
,Liquid-Overlay” 385 (£14) pm
LCB Testcharge 1 420 (+11) pm

DLD-1 Sphéroiden, die auf einer LCB-Platte fir 96 h unter Standardbedingungen kultiviert
wurden (Abbildung 17) wiesen einen mittleren Durchmesser von 404 (+ 13) um auf (siehe
Tabelle 16). Auch hier konnte eine sehr geringe Standardabweichung des Sphéroiddurch-

messer von ca. 3 % beobachtet werden.

&

Abbildung 17. Reprasentative Phasenkontrastbilder von DLD-1 Zellen in ,Low-Cell-Binding“
Mikrotiterplatten (Nunc™) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgesat wurden
4000 Zellen pro Well. VergréfZerung 5x Objektiv.
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Anders als bei den beiden vorher getesteten Zelllinien scheint sich der Spharoiddurchmesser
nicht von dem der fir 96 h unter Standardbedingungen im ,Liquid-Overlay“-Verfahren kulti-
vierten Spharoide (382 (x8) um) zu unterscheiden (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16. Mittlerer Spharoiddurchmesser in DLD-1 MCTS. DLD-1 Zellen wurden in einer Aga-
rose-beschichteten und einer LCB Mikrotiterplatte (Nunc™) ausgesat und fir 96 h unter Stan-
dardbedingungen inkubiert. Ausgeséat wurden jeweils 4000 Zellen pro Well.

Platte mittlerer Spharoiddurchmesser
,Liquid-Overlay” 382 (£8) pm
LCB Testcharge 1 404 (£13) pm

Ehe weitere Untersuchungen zum Wachstum von HCT-116 und DLD-1 Spharoiden auf LCB
Platten (Zellzahlbestimmung, Spharoidhistologie, Volumenwachstum) durchgefiihrt werden
konnten, traten unerwartete Schwierigkeiten auf. So konnten in keiner der nachfolgenden
Produktionschargen gute und reproduzierbar Ergebnisse bei der Ausbildung von Sphéroiden
erzielt werden (siehe Abbildung 18). Da trotz intensiver Zusammenarbeit mit der Fa. Nunc™
dieses Problem nicht nachvollziehbar und somit nicht I6sbar war, mussten die Versuche mit

diesen Platten im Frihjahr 2007 bedauerlicherweise eingestellt werden.
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Abbildung 18. Reprasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in einer ,Low-Cell-
Binding” Mikrotiterplatte (Nunc™) einer nachfolgenden Produktcharge nach 96 h Inkubation
unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden 1500 Zellen pro Well. VergroRerung 5x Objektiv.
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[1.1.1.7 HydroCell 96 Multi-well plate (Nunc™)

Erst im Herbst 2007 konnte ein weiteres Plattensysteme der Fa. Nunc™ auf Spharoidbildung
hin untersucht werden. Auch mit dem HydroCell 96 Multi-well Plate System wurden sehr gute

und reproduzierbare Ergebnisse erzielt (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19. Reprasentative Phasenkontrastbilder von HT29 Zellen in ,,HydroCell* Mikroti-
terplatten (Nunc™) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgesat wurden 1500
Zellen pro Well. VergréBerung 5x Objektiv.

Mit einer ersten Produktcharge des HydroCell Plattensystems wurden HT29 Spharoide ge-
neriert, die nach dem 96-stlindigen Initiationsintervall unter Standardbedingungen einen mitt-
leren Durchmesser von 359 (x 7) um aufwiesen (siehe Tabelle 17). Die Standardabweichung
des Spharoiddurchmesser innerhalb dieser Produktcharge lag bei ca. 2%. Ahnlich der Kulti-
vierung auf ,Low-Cell-Binding" Platten, unterscheidet sich der Durchmesser der HT29 Spha-
roide von den Ergebnissen der im ,Liquid-Overlay“-Verfahren kultivierten Kontrollspharoide

(382 (x11) um, siehe Tabelle 17).

Tabelle 17. Mittlerer Spharoiddurchmesser und Lebendzellzahl/Spharoid in HT29 Spharoiden.
HT29 Zellen wurden in einer Agarose-beschichteten Mikrotiterplatten und einer ,HydroCell*
Mikrotiterplatte (Nunc™) ausgesat und fir 96 h unter Standardbedingungen inkubiert. Ausge-
sat wurden jeweils 1500 Zellen pro Well.

Platte mittlerer Spharoiddurchmesser | lebende Zellen/Spharoid

,Liquid-Overlay* 382 (+11) um 8988 (+1069)
HydroCell Test-
charge 1

359 (+7) um 7257 (+874)
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Auch hier zeigen Untersuchungen an Sphéroidschnittpraparaten und der Vergleich der An-
zahl lebender Zellen im Sphéroid, dass der geringere Durchmesser von Spharoiden in den
kommerziell erhaltlichen Mikrotiterplatten auf eine verringerte Zellzahl im 3-D Zellverbund
zurickgefuhrt werden muss (siehe Tabelle 17). Histologische Untersuchungen lassen erneut

nicht auf eine erhohte Kompaktation der Zellen im Sphéroid schliel3en (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20. Représentative Phasenkontrastbilder H&E gefarbter, 5-6 um dicker Mittelschnitte
von HT29 Spharoiden. HT29 Zellen wurden in einer Agarose-beschichteten und einer ,Hydro-
Cell* Mikrotiterplatte (Nunc™) ausgesat und fir 96 h unter Standardbedingungen inkubiert.
Ausgesat wurden jeweils 1500 Zellen pro Well. VergroRerung 10x Objektiv.

Parallel zu den Versuchen mit der Referenzzelllinie HT29 wurde auf den HydroCell Platten
auch die Sphéaroidbildung der beiden humanen Kolonkarzinomzelllinien HCT-116 und HCT-
15 untersucht. Beide Zelllinien zeigten hierbei adaquate und reproduzierbare Ergebnisse. So
betrug der mittlere Durchmesser von HCT-116 Sphéaroiden, die auf einer HydroCell Platte
kultivieten wurden (Abbildung 21) 425 (x14) um, die Standardabweichung des Sphéroid-

durchmesser lag somit bei ca. 3 % (siehe Tabelle 18).
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Abbildung 21. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HCT-116 Zellen in einer ,HydroCell*
Mikrotiterplatten (Nunc™) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden
750 Zellen pro Well. VergréRRerung 5x Objektiv.
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Erneut weisen HCT-116 Spharoide, die auf Platten der Fa. Nunc™ kultiviert wurden im Ver-
gleich zu Kontrollsph&roiden im ,Liquid-Overlay* (383 (¥19) um, siehe Tabelle 18) einen gro-
Reren Durchmesser an Tag 4 nach der Aussaat auf.

Tabelle 18. Mittlerer Spharoiddurchmesser in HCT-116 MCTS. HCT-116 Zellen wurden in einer
Agarose-beschichteten und einer ,HydroCell* Mikrotiterplatte (Nunc™) ausgeséat und fir 96 h
unter Standardbedingungen inkubiert. Ausgeséat wurden jeweils 750 Zellen pro Well.

Platte mittlerer Spharoiddurchmesser
,Liquid-Overlay* 382 (£8) um
HydroCell Testcharge 1 425 (£14) pm

HCT-15 Spharoiden, die auf einer HydroCell Platte kultiviert wurden (Abbildung 22) zeigten
nach dem 96-stiindigen Initiationsintervall unter Standardbedingungen einen mittleren
Durchmesser von 452 (+ 21) um (siehe Tabelle 19), die Standardabweichung des Spharoid-
durchmesser innerhalb dieser Platten betrug somit ca. 5 %. Parallel dazu wurden HCT-15
Spharoide im ,Liquid-Overlay“-Verfahren kultiviert, deren Durchmesser mit 382 (x8) um be-
stimmt wurde (siehe Tabelle 19). Vergleichbar mit HCT-116 Zellen kann bei HCT-15 Spha-
roide im HydroCell Plattensystem ein gréRerer Durchmesser an Tag 4 nach der Aussaat be-

obachtet werden.
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Abbildung 22. Repréasentative Phasenkontrastbilder von HCT-15 Zellen in einer ,HydroCell*
Mikrotiterplatten (Nunc™) nach 96 h Inkubation unter Standardbedingungen. Ausgeséat wurden
4000 Zellen pro Well. VergréRRerung 5x Objektiv.
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Tabelle 19. Mittlerer Spharoiddurchmesser in HCT-15 MCTS. HCT-15 Zellen wurden in einer
Agarose-beschichteten und einer ,HydroCell“Mikrotiterplatte (Nunc™) ausgeséat und fiir 96 h
unter Standardbedingungen inkubiert. Ausgeséat wurden jeweils 4000 Zellen pro Well.

Platte mittlerer Spharoiddurchmesser
,Liquid-Overlay” 388 (£8) um
LCB Testcharge 1 452 (£21) um

Leider konnte von diesem Plattensystem bislang nur eine Produktionscharge getestet wer-
den, da sich dieses noch in einer Testphase befindet. Weitere Versuche mit neuen Produkti-
onschargen, die Ende September 2008 zur Verfiigung stehen sollten, sind in Zusammenar-

beit mit Nunc™ bereits geplant.

I1.1.2  Sphéroidkultivierung mit Hilfe des SerialMate® (Thermo Fisher Scientific)

Zur (Teil-)Automatisierung der Spharoidkultivierung wurden Pipettierautomaten mehrerer
Hersteller — u.a. der epMotion 5070 (Eppendorf), der Aquarius™ (Tecan) oder der Preci-
sion™ XS Microplate Sample Processor (BioTek) — in Betracht gezogen und getestet. Nicht
zuletzt wegen seiner einfachen Handhabung wurde in der vorliegenden Arbeit das SerialMa-
te® Automated Multichannel Pipetting System (siehe Abbildung 23) verwendet. Mit diesem
System konnte die Aussaat von Sphéaroiden im ,Liquid-Overlay“-Verfahren, die Zugabe fri-
schen Mediums zu den 96-Well-Platten und zusatzlich die Wirkstoffoehandlung der Spharoi-
de (siehe 11.4) teilautomatisiert werden. Dieselben Schritte wurden ebenfalls fur die Kultivie-
rung von Monolayerkulturen im 96-Well Format validiert.

Abbildung 23. Darstellung des SerialMate® Automated Multichannel Pipetting System (Thermo
Fisher Scientific). In der Detailabbildung (rechte Seite) werden die Positionen der Pipettenspit-
zen (1), der Flussigkeitsreservoirs (2) und der 96-Well Platten (3) gezeigt.



Ergebnisse 58

Um steriles Arbeiten mit den Zellen zu gewahrleisten wurde der SerialMate® unter einer
Reinluftwerkbank positioniert. Mit Hilfe der mitgelieferten ControlMate® Software (Thermo
Fisher Scientific) wurden Protokolle generiert, mit denen der Ablauf jedes bendtigten Arbeits-
vorganges festgelegt werden konnte. Die Software konnte sowohl Uber ein Touch-Screen-
Dialogfenster direkt am SerialMate®, als auch iiber einen ans Gerat angeschlossenen Com-
puter bedient werden. Je nach Positionierung von Pipettenspitzen und 96-Well Mikrotiterplat-
ten konnten alle Arbeitsschritte im 8-Kanal- oder im 12-Kanal-Verfahren durchgefuhrt wer-
den.

Zur Aussaat von Tumorzellen wurden Zellsuspensionen und Agarose-beschichtete Platten
gemal 11.2.2.1 vorbereitet. Position 1 des Pipettierautomaten wurde mit sterilen Pipettenspit-
zen besetzt, die Zellsuspensionen wurden unter sterilen Bedingungen in die von der Firma
Matrix hergestellten Flussigkeitsreservoirs umgeflllt, die dann auf Position 2 gegeben wur-
den. Je nach Versuchsansatz (Aussaat von Monolayer- bzw. Spharoid-Kulturen) wurde Posi-
tion 3 mit (Agarose-beschichteten) 96-Well Mikrotiterplatten besetzt. Das Protokoll zur Zell-

aussaat wurde in der ControlIMate® Software wie folgt programmiert:

¢ Aufnahme neuer Spitzen

e Resuspendieren der Zellsuspension in den Reservoirs durch einmaliges Auf- und
Abpipettieren

o Transfer von 200 ul Zellsuspension je Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte

e Abwurf der Spitzen in Abfallbehalter

Durch Einsatz des Pippetierautomaten konnte die Abweichung (SD) des Sphéaroiddurchmes-
sers von vier Tage alten Sphéaroiden eines Versuchsansatzes auf < 5% reduziert werden.

Beim Fittern bzw. bei der Behandlung von Zellkulturen wurden zuerst je Well 100 pl Uber-
stand abgenommen und in einen Abfallbehélter entsorgt. Ein Verlust von Zellen durch Ab-
saugen des Uberstandes konnte mit Hilfe des SerialMate® nahezu ausgeschlossen werden.
Fir den Verbleib von exakt 100 pl je Well wurde die Eintauchhdhe der Pipettenspitzen genau
festgelegt. Dies war vor allem fur die Wirkstoffoehandlung von grof3em Vorteil, da damit die
gleich bleibende Wirkstoffkonzentration zwischen Wells einer Versuchsreihe gewéhrleistet
werden konnte. Nach Abnahme des Uberstandes wurden je nach Bedarf 100 pl frisches
Standardmedium bzw. Wirkstoffverdinnungen zu den Zellkulturen zugegeben. Um eine Ver-
schleppung verschiedener Zelltypen oder Wirkstoffkonzentrationen zwischen den Reihen
einer Platte bzw. zwischen zwei Platten zu verhindern, konnten verwendeter Spitzen inner-

halb eines Protokolls jederzeit abgeworfen werden.
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.2 Standardisierung und Teilautomatisierung der Spharoidanalytik

[1.2.1 Bildaufnahme mittels AxioVision 4.5 Software (Zeiss)

Die Bildaufnahme von Spharoiden einer 96-Well Mikrotiterplatte konnte mit Hilfe eines Axio-
vert 200 M (Zeiss) Mikroskops (Abbildung 24) und der AxioVision 4.5 Software vollstandig
automatisiert werden. Detaillierte Abbildungen zum Ablauf einer automatisierten Bildaufnah-
me finden sich in Anhang 6, das ermittelte Protokoll ist im Folgenden wiedergegeben:
o Platzieren der 96-Well Platten auf dem motorisierten Mikroskoptisch
e Einstellungen des Live-Bilds im Arbeitsbereich ,Mikroskop*
e Auswahl des passenden Objektivs, der passenden Aufnahmegeschwindigkeit und
Kontrastierung nach Offnen des Live-Bilds
o Weitere Live-Bild Einstellungen (Belichtungszeit, Weil3abgleich, etc.) im Arbeitsbe-
reich ,Kameras — AxioCam MR*
¢ Aufnahme einzelne Bilder durch Aktivierung des ,Aufnahme*“-Feldes
e Manuelle Definition einer Nullposition auf der 96-Well Platte (standardmafig Well A1)
zur automatischen Bildaufnahme
Zur automatischen Bildaufnahme muss manuell eine Nullposition auf der 96-Well Platte defi-
niert werden, die standardmafiig als Well A1 bestimmt wurde. Dazu wird die Wellposition Al
im Live-Bild-Modus bei einer 2,5fachen VergroRerung zentral im Blickfeld positioniert. Als
nachstes wird das Fenster ,Mark + Find“ ge6ffnet. Hier wird nun die Start-/0-Position manuell
festgesetzt. Im Arbeitsbereich ,Mehrdimensionale Bildaufnahme* werden nun folgende Ein-
stellungen in den Unterments vorgenommen. Im Untermend ,Experiment” wird der zu foto-
grafierenden 96-Well Platte ein Dateiname zugeteilt. Zurtick im ,Mark + Find" Bereich wird im
Untermend ,Multiwell-Grafik” die Art des zu fotografierenden Objekttragers, sowie dessen
relevante Positionen angegeben. Weiterhin kann hier im Untermenu ,Fokus* der Bereich des
automatischen Fokus bestimmt werden. Im Untermeni ,XY* im Bereich ,Mehrdimensionale
Bildaufnahme* werden die ausgewdahlten Wellpositionen nun fur die automatische Bildauf-
nahme eingelesen. Weiter wird im Unterment ,C* unter ,Aufnahme® die optimale Belich-
tungszeit fur die unter ,Hardware Einstellungen” festgelegte Vergrof3erung (5x oder 10x) ein-
gestellt und der Autofokus aktiviert. Nach ,Start* wird die Bildaufnahme der gewunschten
Positionen mit Hilfe des motorisierten Tisches und der automatischen Fokussierung selbst-
andig ausgefuhrt. Die digitalen Bilder wurden in einem Ordner unter entsprechendem Bild-
namen mit Angabe der Wellposition gespeichert. Der generelle Zeitbedarf fur die automati-
sche Aufnahme aller 96 Spharoide einer Platte betragt nun < 10 Minuten (ohne Autofokus)
bzw. 12 Minuten (mit Autofokus), gegentber 30 Minuten pro Platte bei manueller Bildauf-

nahme.
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[1.2.2 Bestimmung von Sphéaroiddurchmesser und -volumen

Durchmesser und Volumen der in Ill.2.1 dokumentierten Sphéaroide konnten mittels eines
eigens hierfur erstellten Skriptes im Softwareprogramm AxioVision 4.5 bestimmt werden.
Detaillierte Abbildungen zum Ablauf einer teilautomatisierten Bildanalyse befinden sich in
Anhang 7, das ermittelte Protokoll ist im Folgenden wiedergegeben:

Zum Starten der Auswertung wird das Fenster ,(Skript) Wiederholen” geoffnet. Darin werden
die Quelldateien und das zu verwendende Skript (hier ,Spharoid“) ausgewabhlt. Innerhalb des
Skriptes wird fur jedes Bild zunachst ein ,Medianimage” erstellt, bei dem ein Graustufen-
weichzeichner angewendet wird. Im Fenster ,Schwellwerte interaktiv‘ kann nun der zu be-
stimmende Graustufenbereich manuell angegeben werden. Nach Bestétigen dieses Be-
reichs wird mit Hilfe des Binarbildeditors Uber die Zwischenstufen ,Segmentedimage*, BinFil-
lImage” und ,BinScraplmage” ein Binarbild erzeugt, bei dem Ldcher automatisch aufgefullt
und Regionen definierter Gro3e automatisch entfernt werden. An diesem Bild kdnnen noch-
mals abschlieBende Korrekturen (Entfernen, Hinzufiigen) vorgenommen werden, ehe Uber
die Taste ,OK" die Messung gestartet wird. Danach kann der gesamte Ablauf fiir das folgen-
de Bild wiederholt werden.

Alle Daten eines Ansatzes werden nach Beendigung der Messung des letzten Bildes in einer
regionsspezifischen Excel-Tabelle (,RegionTableSpheroid“) im Format .csv zusammenge-
fasst. Angegeben werden dabei Spharoidflache (Area), durchschnittlicher Sphéaroiddurch-
messer (Diameter), Spharoidvolumen (Volume), minimaler und maximaler Spharoiddurch-
messer (FeretMin, FeretMax), Zirkularitat (FormCirc) und Dateiname (ImageName).
Abbildung 24 gibt einen Uberblick tiber die Bildaufnahme und -analyse mittels des automati-

sierten Axiovert 200 M Mikroskopsystems (Zeiss) und der AxioVision 4.5 Software (Zeiss).
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Abbildung 24. Uberblick iiber die Bildaufnahme und -analyse von Sphéaroiden. Sphéaroide wur-
den in 96-Well Mikrotiterplatten unter Standardbedingungen kultiviert und anschlieRend auf
den motorisierten Objekttragertisch des Axiovert 200 M Inversmikroskops (Zeiss) uberfihrt
(rechts). Phasenkontrastbilder wurden in den VergroRerungen 5x oder 10x Objektiv aufge-
nommen (siehe 1). Die teilautomatisierte Bildanalyse erfolgte mittels eigens hierfur erstellter
Algorithmen im Softwareprogramm AxioVision 4.5 (Zeiss). Die zuverlassige und reproduzierba-
re Auswahl der Sphéaroidflache (siehe 2 — roter Bereich) erméglicht die Bestimmung des Spha-
roiddurchmessers und -volumens. Eine routinemaRig erzeugte Datentabelle gibt die folgenden
morphometrischen Informationen des festgelegten Auswahlbereiches (siehe 3 — rote Markie-
rung) wieder: Spharoidflache (Area), durchschnittlicher Sphéaroiddurchmesser (Diameter),
Spharoidvolumen (Volume), minimaler und maximaler Spharoiddurchmesser (FeretMin, Feret-
Max), Zirkularitat (FormCirc) und Dateiname (ImageName). Der Dateinahme richtet sich dabei
nach Zelllinie, Datum und Zeitpunkt der Messung, Lokalisation auf der Platte und Plattennum-
mer.
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1.3 2-dimensionales Auswachsen von Sphéaroidzellen auf Oberflachen-
beschichteten 96-Well Mikrotiterplatten

Aus Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe der Betreuerin dieser Doktorarbeit (personliche
Mitteilung Elisabeth Huber) ist bekannt, dass HT29 Spharoidzellen auf Kollagen Typ | be-
schichteten Platten ein starkes Auswachsverhalten zeigen. Kollagen Typ | ist in Tumoren
haufig sehr stark exprimiert und daher beziglich der Tumorzellmigration von besonderer
Bedeutung. Die Charakterisierung des Auswachsverhaltens von Spharoid-Kulturen als Krite-
rium fur Zelladh&sion, -migration und -proliferation kénnte fir ein Wirkstoff-Screening von
groBRem Interesse sein. Deshalb sollte in dieser Arbeit ein Beitrag dazu geleistet werden die
Analyse des Auswachsverhaltens von Spharoiden auf Kollagen Typ | beschichteten 96-Well

Mikrotiterplatten zu optimieren.

[11.3.1 Auswachsen von HT29-Sphéroiden auf Kollagen Typ | beschichteten Platten
Zuné&chst sollten verschiedene, mit Kollagen Typ | beschichtete Mikrotiterplatten flir ein opti-
males Auswachsen von HT29 Sphéroiden getestet werden.

Fir diese Versuche wurden Microtest™ Zellkulturplatten sowohl mit flachem als auch mit
Rundboden (Becton Dickinson) laut 11.3.4.1 mit Kollagen Typ | beschichtet. Weiterhin wurden
kommerziell erhéltliche, Kollagen Typ | beschichtete Flachbodenplatten (BD BioCoat™ Kol-
lagen 1 Cellware, Becton Dickinson) getestet. An Tag 4 nach Aussaat wurden HT29 Spha-
roide mit einer 8-Kanalpipette auf die mit Kollagen Typ | beschichtete Mikrotiterplatten trans-
feriert. Das Auswachsverhalten an Tag 4 und 7 wurde mittels Phasenkontrastaufnahmen und
manueller Bestimmung der Auswachsflache in der AxioVision 4.5 Software dokumentiert
(siehe Abbildungen 25 & 26).

Das starkste Auswachsverhalten zeigen HT29 Spharoidzellen auf eigenbeschichteten Rund-
bodenplatten. Hier befanden sich fast alle Sphéaroide nach dem Umsetzen zentral im Well,
was die Gefahr eines randstandigen Anwachsens minimiert. In beiden getesteten Typen von
Flachbodenplatten lagerten sich die Spharoide meist am Rand des Wells ab. Beim Aus-
wachsen der Zellen ist die Bestimmung der Auswachsflache dadurch enorm beeintrachtigt.
Die manuelle Auswertung der Auswachsflache mit der AxioVision 4.5 Software gestaltete
sich aufgrund das geringen Kontrastunterschiedes zwischen Hintergrund und ausgewachse-
nen Zellen als sehr schwierig (siehe Abbildung 25). Fir eine (Teil-)automatisierte Analyse
koénnte dieser Kontrast, z.B. durch Farbung der Zellkerne verstarkt werden.
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400 um

Abbildung 25. Uberblick iber Analyse des Auswachsverhaltens von HT29 Spharoiden. Spha-
roide wurden in 96-Well Mikrotiterplatten unter Standardbedingungen kultiviert und an Tag 4
nach der Aussaat auf Kollagen Typ | beschichtete Platten Uberfuhrt (siehe 1). Nach einem defi-
nierten Inkubationsintervall (hier 120 h) wurden Phasenkontrastbilder der ausgewachsenen
Spharoidzellen mit der VergrofRerung 10x Objektiv aufgenommen (siehe 2). Die teilautomatisier-
te Bildanalyse erfolgte mittels eigens hierfir erstellter Algorithmen im Softwareprogramm
AxioVision 4.5 (Zeiss), die eine zuverlassige und reproduzierbare Auswahl der Auswachsflache
eines Spharoids (siehe 3 — roter Bereich) ermdglichen. Eine routinemé&liig erzeugte Datentabel-
le (vgl. Abbildung 24) gibt die folgenden morphometrischen Informationen des festgelegten
Auswahlbereiches (siehe 4 — rote Markierung) wieder: Spharoidflache (Area), durchschnittli-
cher Durchmesser der Auswahlflache (Diameter), minimaler und maximaler Durchmesser der
Auswabhlflache (FeretMin, FeretMax), und Dateiname (ImageName).
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Abbildung 26. Auswachsverhalten von HT29 Spharoidzellen an Tag 4 und Tag 7 nach Umset-
zen auf eigenbeschichtete Flachbodenplatten (FB), BD BioCoat™ Kollagen 1 Cellware Flach-
bodenplatten (BD) und eigenbeschichtete Rundbodenplatten (RB). Die Auswachsflache wurde
manuell mit Hilfe der AxioVison 4.5 Software ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte £ SD fur
n = 8 Spharoide. Zusatzlich sind reprasentative Phasenkontrastbilder von ausgewachsenen
HT29 Spharoiden abgebildet. VergroRerung 10x Objektiv.
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[11.3.2 Hemmung der Proliferation in Spharoiden mittels Mitomycin C

Bei Langzeituntersuchungen mit 3-5 Tagen Beobachtungszeit, wie fir HT29 notwendig, durf-
te das Auswachsverhalten der Zellen primar auf Monolayerwachstum bzw. -proliferation be-
ruhen und weniger auf reine Zelladharenz und Migration zuriickzufiihren sein. Mit Hilfe des
Proliferationshemmers Mitomycin C sollte daher dargestellt werden, ob das Auswachsen von
HT29 Spharoidzellen auf Zellproliferation oder -migration beruht.

Um die Wirksamkeit von Mitomycin C in Spharoiden zu untersuchen, wurden Spharoide vor
dem Umsetzen wie in 11.3.4.2 beschrieben mit Mitomycin C behandelt. Der Nachweis der
Wirksamkeit 8 h nach der Behandlung mit dem Proliferationshemmer erfolgte mittels Anti-
BrdU-Farbung (siehe 11.3.4.2.1) bzw. Ki-67-Farbung (siehe 11.3.4.2.2). Eine zytotoxische Wir-
kung des Mitomycin C in MCTS per se konnte nach Bestimmung der Zellvitalitat in unbehan-
delten und Mitomycin C-behandelten Sphéaroiden mittels APH Assay (siehe Kapitel 11 .5.3)
ausgeschlossen werden. Abbildung 27 zeigt, dass sich eine Ki-67-Farbung anscheinend
nicht zum Nachweis der Wirksamkeit von Mitomycin C 8 h nach der Behandlung eignet. Eine
erste Betrachtung der Sphéroid-Schnittpraparate lasst keinen Unterschied in der Anzahl
Ki67-gefarbter — und damit proliferierender — Zellen (dunkelbraun) in den Kontrollen (siehe
Abbildung 27a) und behandelten Sphéaroiden (siehe Abbildung 27b) erkennen.

Abbildung 27. Représentative Phasenkontrastbilder Ki-67/H&E-geféarbter, 5-6 um dicker Mittel-
schnitte von (a) Mitomycin C-unbehandelten und (b) Mitomycin C-behandelten HT29 Sphéroi-
den 8 h nach Behandlung. Gré3e der Sphéaroide in vivo: d = 372 um (a) und d = 395 pm (b); Ver-
gréRerung 10x Objektiv.

Beim Nachweis mittels Anti-BrdU-Farbung konnte jedoch gezeigt werden, dass Mitomycin C
tatséchlich den Einbau von BrdU in die Spharoidzell-DNA, und folglich die Proliferation von
MCTS-Zellen hemmt. 8 h nach der Behandlung mit Mitomycin C betragt der Anteil proliferie-
render Zellen in HT29-Sphéaroiden lediglich 2,8%, HT29-Kontroll-Spharoide weisen zum sel-
ben Zeitpunkt 11,6% proliferierende Zellen auf (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28. DurchfluRzytometrische Analyse Mitomycin C-unbehandelter (linkes Diagramm)
und Mitomycin C-behandelter (rechtes Diagramm) HT29 Sphéroidzellen. HT29 Zellen wurden
far 30 min mit 10 pmol/l BrdU und 5 pmol/l dC inkubiert. Nach 3-maligem Waschen wurden die
Spharoide fir 8h unter Standardbedingungen inkubiert. Die Farbung der Zellen erfolgte mittle-
res Anti-BrdU- und sekundarem FITC-Antikorper. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
regionenspezifischer Auswahlanalyse.

Nachdem die Proliferationshemmende Wirkung von Mitomycin C in Sphéaroiden nachgewie-
sen werden konnte, sollte in ersten Versuchen untersucht werden, ob bereits bei Beobach-
tungszeiten von bis zu 24 h die Zellproliferation der aus dem Sphéaroid auswachsenden Mo-
nolayer-Kultur in die Messwert fir das Auswachsverhalten eingehen kann. Sphéaroide wur-
den deshalb vor dem Umsetzen wie in 11.3.4.2 beschrieben mit Mitomycin C behandelt. Die
Auswachsflache der HT29 Sphéroide wurde 8 h und 24 h nach Zugabe von Mitomycin C
ermittelt. Nach 8 h konnte noch kein Unterschied des Auswachsverhaltens unbehandelter
und Mitomycin C-behandelter Spharoide beobachtet werden (Abbildung 29). Nach 24 h je-
doch zeigten Mitomycin C-behandelte HT29-Spharoide im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle ein verringertes Auswachsen auf Kollagen Typ 1 beschichteten Rundbodenplatten
(Abbildung 29).
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Abbildung 29. Auswachsverhalten Mitomycin C-unbehandelter (schwarze Balken) und Mito-
mycin C-behandelter (weil3e Balken) HT29 Sphéroidzellen 0 h, 8 h, und 24 h nach Umsetzen auf
eigenbeschichtete Rundbodenplatten. Die Auswachsflache wurde manuell mit Hilfe der AxioVi-
son 4.5 Software ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte + SD fiir n = 8 Sphéroide. Zur statis-
tischen Auswertung wurde ein zweiseitiger TTest verwendet:* P = 0,05; ** P = 0,005.
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.4 Zellzahlbestimmung/Vitalitatsbestimmung mittels APH Assay

[11.4.1 Nachweis eines linearen Zusammenhangs zwischen APH-Signal und Lebend-
zellzahl in Sphéaroiden

Wie bereits erwahnt, wurden bereits verschiedenste Zellvitalitats-/Zytotoxizititsassays ohne
Erfolg an Sphéaroiden getestet (siehe Kapitel 1.2.3). In der vorliegenden Arbeit wurde daher
versucht, den auf einer enzymatischen Aktivitat beruhenden APH Assay fir einen Einsatz an
Sphéroiden zu validieren. Erste Tests mit dem APH Assay erfolgten an Sphéroiden der bei-
den Kolonkarzinomzelllinien HT29 und HCT-116. Zur Bestatigung der Anwendbarkeit des
APH Assays fiir eine zuverlassige und aussagekraftige Bestimmung der Zytotoxizitat/Vitalitat
in Sphéroiden sollte ein linearer Zusammenhang zwischen APH-Signal und der Anzahl le-
bender Zellen im Sphéroid nachgewiesen werden.

Fur die Testung bekannter und neuer Anti-Tumor-Wirkstoffkandidaten, die im weiteren Ver-
lauf dieser Arbeit vorgesehen war, galt es nekrotische Einflisse auf die Zytotoxizi-
tats/Vitalitatsbestimmung nach einer Behandlung zu vermeiden. Fir eine Wirkstofftestung
kamen also primar Spharoide mit einem Durchmesser von < 500 - 600 um in Frage, die noch
keine Anzeichen fir eine sekundare Nekrose zeigen (siehe Kapitel 1.2.1). Neben den beiden
Zelllinien HT29 und HCT-116 sollte der linearer Zusammenhang zwischen APH-Signal und
der Anzahl lebender Zellen in Spharoiden bis zu Grél3en von 500 - 600 um auch fur funf wei-
tere Kolonkarzinomzelllinien gezeigt werden.

Fur alle Versuche wurden Sphéaroide der insgesamt sieben kolorektalen Zelllinien laut Kapitel
I1.2.2 an aufeinander folgenden Tagen ausgeséat. Die Inkubationszeitspanne unter Standard-
bedingungen reichte dabei, abhdngig von der Wachstumsgeschwindigkeit bis zum Erreichen
der maximalen Gr6RRe der unterschiedlichen Kolonkarzinomzell-Sphéroide, von 4 bis 20 Ta-
gen. Danach wurde an den Spharoiden unterschiedlicher GréRRe sowohl die Lebendzellzahl

nach Dissoziation, als auch die APH Aktivitat mittels APH Assays bestimmt.
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[11.4.1.1 HT29 Sphéroide

In HT29-Sphéroiden mit Zellzahlen im Bereich von 8,0x10? bis 4,0x10%Sphéroid war das
Absorptionssignal linear (Abbildung 30). Dieser Bereich schlie3t Sphéaroide bis zu einer Gro-
Be von 650 um ein und erflllt somit die gesetzten Anforderungen fur eine Wirkstofftestung.
HT29 Spharoide gréRer als 650 um mit Zellzahlen gréRer als 4,0x10*/Sphéaroid zeigen einen
starkeren Anstieg des Absorptionssignals bei 405 nm. Dieser Anstieg konnte bis jetzt nicht
erklart werden (Friedrich et al. 2007b). Fur Spharoide mit Zellzahlen > 5,0x10%/Sphéroid ist
eine zuverlassige Bestimmung des Absorptionssignals zudem nicht mehr mdglich, da die
Messwerte Uber dem angegebenen maximalen Messbereich des Absorptionsmessgerates
(ODygps =1,0 - 1,2) liegen.
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Abbildung 30. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in HT29 Spharoiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/S phéaroid, ermittelt durch automatische
Zellzahlbestimmung nach Spharoiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 800 um). Fir
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéroiden gemessen.
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[11.4.1.2 HCT-116 Sphéaroide

In HCT-116 Sphéaroiden war das APH Signal bis zu einer maximalen Zellzahl von
8,0x10*/Sphéaroid und einem Durchmesser von ungefahr 900 um linear (Abbildung 31). Die
Linearitat geht hier weit tber den zu untersuchenden GrdéRenbereich von 500 - 600 um hi-
naus. Dem Einsatz des APH Assays zur Detektion von Zytotoxizitat/Vitalitat in HCT-116
Spharoiden bis zu einer GroRe von 600 um steht somit nichts entgegen (Friedrich et al.
2007b). Ab Zellzahlen von > 8,0x10%Sphéroid kann bei HCT-116 Sphéroide ein starkerer
Anstieg des Absorptionssignals bei 405 nm beobachtet werden, der entsprechend den Er-

gebnissen mit HT29 Spharoiden bislang nicht geklart werden konnte.
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Abbildung 31. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in HCT-116 Spharoiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/Sphéaroid, ermittelt durch automat ische
Zellzahlbestimmung nach Sphéroiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 1200 um). Fir
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéroiden gemessen.
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[11.4.1.3 HCT-15 Spharoide

Fur HCT-15-Spharoide war das Absorptionssignal im Zellzahlbereich von 8,0x103 bis
3,5x10%Spharoid linear (Abbildung 32). Dieser Bereich schlieRt Spharoide bis zu einer Gro-
e von 530 um ein und erfiillt somit nur annahernd die gesetzten Anforderungen. Allerdings
war aus Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe der Betreuerin dieser Doktorarbeit (persén-
liche Mitteilung) schon vorher bekannt, dass die Wachstumskurve von Sphéaroiden dieser
Zelllinie unter Standardbedingungen ab einem kritischen Durchmesser von 530 pum mit dem

Zerfall der Spharoide ohne vorheriges Erreichen eines Plateau-Phase-Wachstums endet.
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Abbildung 32. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in HCT-15 Spharoiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/Spharoid, ermittelt durch automatische
Zellzahlbestimmung nach Spharoiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 530 um). Fir
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéroiden gemessen.
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[11.4.1.4 DLD-1 Sphéaroide

In DLD-1 Sphéaroiden konnte die Linearitat des APH Signals bis zu einer maximalen Zellzahl
von 7,0x10%/Spharoid und einem Durchmesser von ungefahr 780 um nachgewiesen werden
Abbildung 33). Eine Wirkstofftestung auf Basis des APH Assays kann an DLD-1 Spharoiden
somit ohne Bedenken durchgefiihrt werden. Aufgrund des spezifischen Wachstums von
DLD-1 Sphéaroiden unter Standardbedingungen konnten keine Aussagen Uber einen linearen
Zusammenhang ab einem Sphéaroiddurrchmesser von 780 um getroffen werden. Vorarbeiten
innerhalb der Arbeitsgruppe (personliche Mitteilung) zeigten, dass DLD-1 Spharoide Uber
einem kritischen Durchmesser von 780 um hinaus nicht mehr weiter wachsen und letztend-

lich zerfallen.
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Abbildung 33. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in DLD-1 Sphéaroiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/Spharoid, ermittelt durch automatische
Zellzahlbestimmung nach Spharoiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 780 um). Fir
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéroiden gemessen.
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[11.4.1.5 KM12L4A Sphéroide

KM12L4A Sphéaroiden zeigen in einem Zellzahlbereich von 3,0x102 bis 11,5x10%/Sphéroid
einen linearen Zusammenhang zwischen APH Signal und Zellzahl /Sphéaroid (Abbildung 34).
Die ermittelte maximale Zellzahl/Spharoid entspricht hier einem Durchmesser von 1000 pum.

Auch KM12L4A Sphéroide stehen einer Testung von Anti-Tumor-Wirkstoff-Kandidaten mit-
tels des APH Assays ohne Einfluss einer sekundaren Nekrose uneingeschrankt zur Verfi-
gung. Fir Sphéaroide mit Zellzahlen > 11,5x10%Sphéroid lasst sich keine Aussage uber die
Linearitat des Assay Signals zur Zellzahl treffen. Da die Messwerte Uber dem angegebenen
maximalen Messbereich des Absorptionsmessgerdtes (OD4ps = 1,0 - 1,2) liegen, ist eine

zuverlassige Bestimmung des Absorptionssignals hier nicht mehr méglich.
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Abbildung 34. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in KM12L4A Sphéaroiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/Sphéaroid, ermittelt durch automatische
Zellzahlbestimmung nach Sphéroiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 1200 um). Fir
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéroiden gemessen.
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[11.4.1.6 KM20L2 Spharoide

Der linearen Zusammenhang zwischen APH Signal und Zellzahl/Sphéroid konnte in KM20L2
Sphéroiden bis zu einem maximalen Durchmesser von 830 um nachgewiesen werden. Bei
der Zelllinie KM20L2 entspricht dieser Spharoiddurchmesser einer Zellzahl von
8,0x10*/Sphéroid (Abbildung 35). Dariiber hinaus ist eine zuverldssige Bestimmung des Ab-
sorptionssignals nicht mehr moglich. Auch hier kann aufgrund des limitierten maximalen
Messbereiches des Absorptionsmessgerates (ODg4os = 1,0 - 1,2) keine Aussage Uber die
Linearitat des Assay Signals zur Zellzahl mehr getroffen werden. Da ein linearer Zusammen-
hang im geforderten GroRRenbereich gezeigt werden konnte, erfullen KM20L2 Sphéaroide

dennoch die Anforderungen fir eine Wirkstofftestung mit Hilfe des APH Assays.
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Abbildung 35. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in KM20L2 Sphéroiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/Spharoid, ermittelt durch automatische
Zellzahlbestimmung nach Sphéroiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 930 um). Fur
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéaroiden gemessen.
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[11.4.1.7 WiDr Sphéaroide

In WiDr Sphéroiden konnte die Linearitdt des APH Signals bis zu einer maximalen Zellzahl
von 4,7x10*/Spharoid und einem Durchmesser von ungefahr 760 um gezeigt werden (Abbil-
dung 36). Eine Wirkstofftestung auf Basis des APH Assays ist mit WiDr Spharoiden dem-
nach jederzeit durchfiihrbar. Fiir Spharoide mit Zellzahlen > 4,7x10%Sphéroid ist eine zuver-
lassige Bestimmung des Absorptionssignals erneut nicht mehr méglich. Die Absorptionssig-
nale fur WiDr Spharoide liegen in diesem Bereich Uber dem angegebenen maximalen Mess-

bereich des Absorptionsmessgerates (ODy4o5 = 1,0 - 1,2).
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Abbildung 36. Kolorimetrische Messung der APH Aktivitat in WiDr Spharoiden (Mittelwerte
+ SD, n2 8) als Funktion der mittleren Lebendzellzahl/Sphéaroid ermitt elt, durch automatische
Zellzahlbestimmung nach Spharoiddissoziation (bis zu einem Durchmesser von 820 um). Fir
jeden Datenpunkt wurden 3 Aliquots mit je 20-25 Sphéroiden gemessen.
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[11.4.1.8 Ubersicht der Ergebnisse zur Linearitat des APH Signals

Tabelle 20 zeigt eine Ubersicht der maximalen Zellzahlen/Sphéaroid bzw. der maximalen
Sphéaroiddurchmesser der jeweiligen Zelllinie, fir die eine linearer Zusammenhang zwischen

APH Signal und der Zellzahl/Spharoid nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 20. Ubersicht der maximalen Zellzahlen/Sphéaroid und der maximalen Sphéaroiddurch-

messer humaner Kolonkarzinomzelllinien fir ein lineares APH Signal.

Zelllinie maximale maximaler
Zellzahl/Sphéaroid | Spharoiddurchmesser

DLD-1 7,0x10* 780 um
HCT-116 8,0x10* 900 um
HCT-15 3,5x10* 530 pm
HT29 4,0x10* 650 pm
KM12L4A 11,5x10" 1000 um
KM20L2 8,0x10* 830 pm
WiDr 4,7x10* 760 um

[11.4.2 Vergleich der Lebendzellzahl und des APH-Signals in 5-Fluorouracil-
behandelten HT29-Sphéroiden

Nachdem ein linearer Zusammenhang von APH Assaysignal und der Anzahl lebender Zellen
in HT29 Spharoiden bis zu einer GréRe von 600 um nachgewiesen werden konnte, sollte
nun die APH Aktivitdt der Anzahl lebender Zellen in dissoziierten HT29 Sphéroiden nach
einer Behandlung mit 5-Fluorouracil (5-FU) gegenibergestellt werden. Ist der APH Assay
tatséchlich ein zuverlassiges Mittel, um die Wirksamkeit eines Wirkstoffes in Spharoiden zu
untersuchen, so sollte das Assay Signal mit der Anzahl lebender Zellen in behandelten
Sphéaroiden korrelieren.

Fur diese Fragestellung wurden Sphéroide an Tag 4 nach der Aussaat fiir 72 h mit 5-FU be-
handelt. Der Spharoiddurchmesser bei Behandlungsbeginn betrug 380 bis 400 um, was ca.
(0,9-1)x10* lebenden Zellen entspricht. Die Wirksamkeit von 5-FU wurde relativ zur entspre-
chenden unbehandelten Kontrolle (= 100%) ausgewertet. Bei den Kontrollen lag der Totzell-
anteil unter 10%, Sphéaroide zeigten kein nekrotisches/apoptotisches Zentrum. Bei den Ana-
lysemethoden zeigte sich fiir den eingesetzten 5-FU Konzentrationsbereich ein vergleichba-
rer Kurvenverlauf, die APH Aktivitat spiegelt also tatsachlich das Zelliiberleben in HT29
Sphéaroiden nach einer Behandlung wider (Friedrich et al. 2007b). Auffallend ist, dass bei der

automatischen Zellzahlanalyse dissoziierter Spharoide der Wirkstoffeffekt reproduzierbar um
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10% - 20% hdoher ist (siehe Abbildung 37). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll dieser As-

pekt eingehend diskutiert werden.
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Abbildung 37. Vergleich von APH Aktivitat (APH Assay) und Lebendzellzahl in dissoziierten
HT29 Sphéaroiden. Behandlung mit 5-Fluorouracil (5-FU) fir 72 h an Tag 4 nach Aussaat. Die
Wirksamkeit von 5-FU wurde relativ zur entsprechenden unbehandelten Kontrolle verzeichnet.
Kontrollen wurden gemittelt und auf 100% festgelegt. Datenpunkte sind Mittelwerte + SDs (8<
n < 16 fiir APH Assay; n = 3 fir Dissoziation mit je 8 Sphéroiden).

.5 Detektion anti-tumoraler Effekte in Monolayer- und Sphéroid-Kulturen der
beiden Kolonkarzinomzelllinien HT29 und HCT-116

Durch die oben genannten Vorarbeiten zum APH Assays war es mdglich, die Wirkstoffwirk-
samkeit verschiedener Substanzen in Monolayer- und MCTS-Kulturen vergleichend zu un-
tersuchen. Zur Wirkstofftestung wurde eine Gruppe von zehn bereits bekannten Wirkstoffen
(Doxorubicin, Paclitaxel, Carboplatin, Cisplatin, 5-Fluorouracil, Cyclophosphamid, Mitoxant-
ron, CCNU/Lomustin, Epidoxorubicin und Irinotecan) und zwei neue Anti-Tumor-Wirkstoff-
Kandidaten (WMC-79 und C-1311) ausgewahlt. Monolayer- (600 Zellen/Well) und Spharoid-
Kulturen (1500 bzw. 750 Zellen/Well) wurden ausgesat, fir 96 h unter Standardbedingungen
inkubiert und anschlie3end fur 72 h behandelt (siehe 11.4). Die Substanzen wurden in einem
Konzentrationsbereich von 0,1-200 uM eingesetzt, Ausnahmen hierbei waren Epidoxorubi-
cin, Mitoxantron (0,001-200 uM), WMC-79 (0,00001-200 uM) und Paclitaxel (0,00001-50
UM). In den meisten Fallen nahm das APH Assaysignal nach einer Behandlung relativ zur
unbehandelten Kontrolle abhangig von der eingesetzten Konzentration reproduzierbar ab.
Als Beispiel fur die hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des APH Assays an Sphéroiden

zeigt Abbildung 38 die Vitalitatsbestimmung fur drei individuelle Experimente.



Ergebnisse 77

1001 é 4 A
A
AR
z T
T 604
g ____________________________________________________
— 40+
S
i O Experiment 1
§ 20 @® Experiment 2
0 A Experiment 3

01 1 10 100 1000
Irinotecan (UM)

Abbildung 38. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Spharoid-Kulturen nach 72-stiindiger Behand-
lung mit Irinotecan. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fiir n = 8 behandelte und gemesse-
ne Wells bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Gezeigt sind 3 individuelle Experimente.

Mit Hilfe der GraphPad Prism 4 Software wurde die Wirksamkeit der einzelnen Wirkstoffe als
sigmoidale Dosis-Wirkungskurven mit variabler Neigung (= slope) dargestellt. Den Berech-

nungen lag dabei folgende Gleichung zu Grunde:

(Top - Bottom)

y = Bottom + :
10(LogIC50 — x) * Hill Slope

Bottom: niedrigster y-Wert der Kurve
Top: hdchster y-Wert der Kurve
ICs0: (= Konzentration, die nétig ist, um die Zellvitalitat in vitro um 50% zu inhibieren)
Hill Slope: Mal fir die Steilheit der Kurve

Die Variable ,Hill Slope“ beschreibt die Steilheit der Dosis-Wirkungskurve. Ist sie positiv, so
steigt die Kurve mit wachsendem x-Werten an. Bei negativen Werten fur den Hill Slope sinkt
der Kurvenverlauf mit steigendem x. Fur Standard-Dosis-Wirkungskurven mit sigmoidalem
Verlauf ist der Hill Slope auf 1,0 festgesetzt.

Die berechneten ICsy Werte konnten zudem dazu verwendet werden, um den Unterschied
einer Behandlung in 2-D gegenuber 3-D Zellkulturen hervorzuheben.

Zusatzlich zur Bestimmung anti-tumoraler Effekte mittels des APH Assays wurde fir jeden
Versuchsansatz das Spharoidvolumenwachstum und die -integritéat nach einer Behandlung
aufgezeichnet und bewertet. Fir die Bestimmung des Volumenwachstums wurde das Sphéa-

roidvolumen am Tag der Behandlung (Vg44) und nach dem 72-stindigen Inkubationsintervall

(V47) bestimmt.


http://de.wikipedia.org/wiki/In_vitro�
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I11.5.1 DNA/RNA Antimetaboliten
I11.5.1.1 5-Fluorouracil

Bei einer Applikation von 0,1 uM 5-Fluorouracil konnte eine nur unerhebliche Reduktion des
Assaysignals in HT29 Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen beobachtet werden. Eine Behand-
lung von Monolayerkulturen mit 200 uM 5-Fluorouracil resultierte letztendlich in einem Ver-
lust der Zellviabilitat von mehr als 30%. Der berechnete 1Csq Wert fir Monolayerkulturen liegt
bei 5,6 £ 3,3 uM (Abbildung 39). HT29 Sphéaroide zeigten eine deutlich verringerte Sensitivi-
tat gegentber 5-FU. Bei einer maximalen Wirkstoffkonzentration von 200 uM wurde in Spha-
roiden keine Reduktion des APH Signals um 50% erreicht. Ein ICso Wert kann fur den ver-

wendeten Konzentrationsbereich somit nicht angegeben werden (Abbildung 39).
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Abbildung 39. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (©) und Spharoid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit 5-Fluorouracil (5-FU). Alle Datenpunkte der Dosis-
Wirkungskurven sind Mittelwerte + SD fiir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten
und gemessenen Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Repréasentative Phasenkontrastbilder
zeigen die Spharoidintegritat nach Behandlung mit O uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 uM 5-FU. Ver-
groRerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,3725; Sphéaroid -0,1649.

Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit 200 uM 5-FU das Volumen-
wachstum von HT29 Sphéaroiden um mehr ca. 90% relativ zur unbehandelten Kontrolle
hemmt (Abbildung 40). Bereits ab Dosen = 25 pM wurde eine Reduktion des Volumenwach-

stums von mehr als 50% beobachtet. Bei Beurteilung der Spharoidintegritat fiel auf, dass das
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Wachstum von Sphéaroiden bei einer Behandlung mit der maximalen Wirkstoffkonzentration
nicht nur verlangsamt/gehemmt ist, sondern sich vielmehr Zellen aus dem 3-D Verbund 16-
sen (Abbildung 39). Trotz dieses Zellverlustes lag das APH Assay Signal immer noch bei

70% relativ zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 40. Volumenwachstum von HT29 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
5-FU. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fur 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-Vq44, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AViontrole = 100%) dargestellt.

Bereits bei einer Applikation von 0,1 uM 5-Fluorouracil konnte in HCT-116 Monolayerkulturen
eine leichte Reduktion des Assaysignals beobachtet werden. Eine Behandlung mit
200 pM 5-Fluorouracil resultierte letztendlich in einem Verlust der Zellzahl von mehr als 90%.
Der berechnete ICs, Wert fur Monolayerkulturen liegt bei 7,4 + 2,9 uM (Abbildung 41). Die
Daten der HCT-116 Spharoide unterscheiden sich erst in Dosen > 25 uM deutlich von den
Ergebnissen der Monolayerkulturen. Sphéroide zeigen in diesem Bereich eine deutlich ver-
ringerte Sensitivitat gegendber 5-FU. Bei einer maximalen Wirkstoffkonzentration von 200
MM kam es in Sphéroiden zu keiner Reduktion des APH Signals um mehr als 70%. Der ICs
Wert fur MCTS-Kulturen wurde auf 23,6 + 19,7 uM bestimmt (Abbildung 41).
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Abbildung 41. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (0) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit 5-FU. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte = SD fir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéroidin-
tegritat nach Behandlung mit O uM, 0,1 uM, 25 pM und 200 pM 5-FU. VergréRBerung 10x Objektiv.
Hill Slope: Monolayer -0,6638; Sphéroid -0,3793.

Die Analyse des Volumenwachstums lasst auf eine starkere Wirkung von 5-FU auf HCT-116
Sphéaroide schliefen. So verringerte sich das Wachstum bei einer Behandlung mit 10 pM
bereits um 85% relativ zur unbehandelten Kontrolle. In Dosen = 25 yM nahm das Sphéaroid-
volumen nach 72-stindiger Behandlung im Vergleich zum Ausgangsvolumen - bestimmt
beim Beginn der Behandlung - ab (Abbildung 42). Diese Ergebnisse stimmen mit Beobach-
tungen der Sphéaroidintegritat Uberein, da fir Konzentrationen 25  pM eine zunehmende
Ablosung von Zellen aus den Sphéroiden gezeigt werden konnte (Abbildung 41). Dennoch
lag die Enzymaktivitat, die mittels des APH Assays bestimmt wurde in Spharoiden nach der
Behandlung mit der maximalen Wirkstoffkonzentration immer noch bei 30% relativ zur unbe-

handelten Kontrolle.
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Abbildung 42. Volumenwachstum von HCT-116 Spharoiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
5-FU. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fiir 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V44, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.

11.5.2 Alkylierende Substanzen

1.5.2.1 Cyclophosphamid

Keine verringerte Enzymaktivitat zeigten sowohl HT29 Monolayer- als auch Sphéaroid-
Kulturen nach Behandlung mit Cyclophosphamid (Abbildung 43). Bei einer maximalen Kon-
zentration von 200 pM konnte eine Reduktion des Assaysignals um lediglich 10-15% beo-
bachtet werden. Im eingesetzten Konzentrationsbereich konnten somit weder fur Monolayer-
noch fur Spharoid-Kulturen 1Cs, Werte berechnet werden. Auch die Analyse der Spharoidin-
tegritét (Abbildung 43) und des Volumenwachstums zeigte keinen Effekt von Cyclophos-
phamid auf HT29 Spharoide (Abbildung 44).
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Abbildung 43. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HT29 Monolayer- (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit Cyclophosphamid. Alle Datenpunkte der Dosis-
Wirkungskurven sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten
und gemessenen Wells bzw. Spharoiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder
zeigen die Spharoidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 pM und 200 pM Cyclo-
phosphamid. Vergroerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,01460; Sphéroid
-0,1252.
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Abbildung 44. Volumenwachstum von HT29 Sphéroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
Cyclophosphamid. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte = SD fiur 8 behandelte und gemessene
Wells bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,4, das Volumenwachstum
ist relativ zur unbehandelten Kontrolle (AViontroe = 100%) dargestellt.
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Cyclophosphamid zeigte in HCT-116 Monolayerkulturen fir den eingesetzten Konzentrati-
onsbereich nur eine geringe Reduktion der Enzymaktivitat. Bei einer maximalen Konzentrati-
on von 200 pM konnte eine Reduktion des Assaysignals um lediglich 10% beobachtet wer-
den. Ein ICso Wert konnte somit nicht berechnet werden (Abbildung 45). Dagegen wurde
eine deutliche Zunahme des Wirkstoffeffekts von Cyclophosphamid in HCT-116 Sphéaroiden
mit steigender Konzentration verzeichnet. Letztendlich konnte durch Applikation von 200 puM
Wirkstoff die Enzymaktivitat um ~ 50% verringert werden (Abbildung 45). Der ICsq Wert liegt
somit an der oberen Grenze des eingesetzten Konzentrationsbereich bei 2 200 uM. Die Ana-
lyse des Volumenwachstums zeigte im Vergleich zur Dosis-Wirkungskurve einen ahnlichen
Verlauf. Erst Konzentrationen= 25 uM zeigen eine Effekt auf das Wachstum von HCT -116
Spharoiden. Eine Behandlung mit 200 uM Cyclophosphamid resultierte in einer maximalen
Reduktion des Volumenwachstums von 70% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ab-
bildung 46). Das verringerte Volumen dieser Spharoide kann nicht auf eine Absonderung von
Zellen zuriickgefuhrt, alle Spharoid zeigen ein gleichférmiges Wachstum und sind intakt (Ab-
bildung 45).
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Abbildung 45. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Cyclophosphamid. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungs-
kurven sind Mittelwerte + SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und ge-
messenen Wells bzw. Spharoiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen
die Spharoidintegritat nach Behandlung mit O uM, 0,1 pM, 25 pM und 200 pM Cyclophosphamid.
VergrofRerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer 2,981 x 10%; Spharoid: -0,5028.
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Abbildung 46. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Cyclophosphamid. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fiur 8 behandelte und gemessene
Wells bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurdeAV =V 4;-V4,4, das Volumenwachstum
ist relativ zur unbehandelten Kontrolle (AViontroe = 100%) dargestellt.

[11.5.2.2 Carboplatin

Nach den Ergebnissen des APH Assays ist Carboplatin in HT29 Zellen sowohl in Monolayer-
als auch in Sphéroid-Kultur unwirksam. Bei einer maximalen Konzentration von 200 pM
konnte eine Reduktion des Assaysignals um lediglich 20% beobachtet werden. Im eingesetz-
ten Konzentrationsbereich konnten somit weder fir Monolayer- noch fur Sphéaroid-Kulturen
ICso Werte berechnet werden (Abbildung 47). Im Gegensatz dazu zeigte die Analyse des
Volumenwachstums sehr wohl einen Effekt von Carboplatin auf HT29 Spharoide. So wurde
bei Behandlung mit 200 uM Carboplatin das Volumenwachstums auf 35% relativ zur unbe-
handelten Kontrolle reduziert (Abbildung 48). Da auch bei Einsatz der héchsten Wirkstoff-
konzentration alle behandelten Spharoide nach 72 h intakt und nicht zerfallen sind, kann das
verringerte Volumenwachstum nicht auf einen Zellverlust zuriickgefiihrt werden (Abbildung
47).
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Abbildung 47. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (0) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Carboplatin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte £ SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 pM, 0,1 pM, 25 puM und 200 pM Carboplatin. Vergrof3erung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,2019; Sphéroid -0,09751.
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Abbildung 48. Volumenwachstum von HT29 Sphéroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
Carboplatin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte = SD fir 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V44, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AViontroe = 100%) dargestellt.
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In HCT-116 Kulturen zeigte die Behandlung mit Carboplatin eine ahnliche Wirkung wie auf
HT29 Zellen. Auch hier konnte mittels des APH Assays weder im Monolayer noch im Sphé-
roid ein Effekt auf das Zelllberleben beobachtet werden. Bei einer maximalen Konzentration
von 200 uM wurde eine Reduktion des Enzymaktivitat um lediglich 10% festgestellt. Im ein-
gesetzten Konzentrationsbereich konnten somit weder fir Monolayer- noch fir Sphéaroid-
Kulturen 1Cso Werte ermittelt werden (Abbidlung 49). Die Berechnung des Volumenwach-
stums wiederum zeigte erneut einen deutlichen Effekt von Carboplatin auf das Wachstum
von MCTS. Bereits 100 pM Carboplatin hemmen das Volumenwachstums von HCT-116
Spharoiden um ca. 50%, eine Behandlung mit 200 uM Carboplatin ergab eine Reduktion um
70% relativ zur unbehandelten Kontrolle reduziert (Abbildung 50). Nach Beurteilung der
Spharoidintegritat konnte festgestellt werden, dass HCT-116 Sphéaroide, die fir 72 h einer
Wirkstoffkonzentration von 200 uM ausgesetzt waren, keine Anzeichen eines Zerfalls bzw.

einer Ablosung von Zellen aufweisen (Abbildung 49).
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Abbildung 49. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit Carboplatin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Spharoiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit O uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 glM Carboplatin. VergrofRerung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,2178; Sphéaroid -3,306 x 10™.
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Abbildung 50. Volumenwachstum von HCT-116 Spharoiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Carboplatin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte = SD flr 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V44, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroie = 100%) dargestellt.

[11.5.2.3 Cisplatin

Gegenuber Cisplatin wiesen HT29 Monolayer- und MCTS-Kulturen eine identische Sensitivi-
tat auf. Die Behandlung mit 0,1 uM Wirkstoff resultierte in einer nur unerheblichen Reduktion
des Assaysignals. Erst in héheren Dosen war eine Wirkung von Cisplatin auf das Assaysig-
nal zu erkennen. Durch Zugabe von 200 uM Wirkstoff konnte die Enzymaktivitat auf maximal
30-40% reduziert werden. Der berechnete 1Csq Wert fir Monolayerkulturen liegt bei 100,8 +
37,1 uM, fur Sphéroid-Kulturen bei 149,8 + 65,7 uM (Abbildung 51). Ahnliche Effekte konnte
auch auf das Volumenwachstum von HT29 Spharoiden beobachtet werden. Eine Reduktion
des Wachstum um 50% relativ zur unbehandelten Kontrolle wurde nach einer Behandlung
mit 100 uM Cisplatin erreicht, eine Applikation von 200 uM Wirkstoff resultierte in einer
Hemmung um ca. 80% (Abbildung 52). Mit steigenden Konzentrationen nahm das Spharoid-
volumen zwar ab, ein Verlust der Spharoidintegritat wurde jedoch nicht nachgewiesen (Ab-
bildung 51).
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Abbildung 51. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (©) und Spharoid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Cisplatin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte £ SD fiir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéaroidin-
tegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 uM Cisplatin. Vergré3erung 10x Ob-
jektiv. Hill Slope: Monolayer -0,4940; Sphéroid -0,4629.
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Abbildung 52. Volumenwachstum von HT29 Sphéroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
Cisplatin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fur 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AViontrole = 100%) dargestellt.
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HCT-116 Monolayer- und MCTS-Kulturen wiesen gegenuber Cisplatin einen &hnlichen Ver-
lauf der Dosis-Wirkungskurven auf. Da Sphéaroid-Kulturen in Dosen < 50 pM sensitiver, im
Bereich > 50 uM jedoch resistenter gegenuiber Cisplatin sind, kann hier ein flacherer Kurven-
verlauf im Vergleich zu Monolayerkulturen beobachtet werden. Die Behandlung mit 0,1 pM
Wirkstoff resultierte in einer nur unerheblichen Reduktion des Assaysignals. Erst in héheren
Dosen war eine Wirkung von Cisplatin auf das Assaysignal zu erkennen. Durch Zugabe von
200 pM Wirkstoff konnte die Enzymaktivitat im Monolayer auf maximal 20% reduziert wer-
den, in Sphéaroiden dagegen auf nur 35%. Der berechnete ICs, Wert fir Monolayerkulturen
liegt bei 57,3 + 16,1 uM, fur Spharoid-Kulturen bei 61,8 + 41,6 uM (Abbildung 53). Eine ver-
starkte Wirkung von Cisplatin konnte bei der Berechnung des Volumenwachstums von HCT-
116 Spharoide festgestellt werden. So verringerte sich das Wachstum bei einer Behandlung
mit 25 uM bereits um 50% relativ zur unbehandelten Kontrolle. Weiterhin fiel auf, dass das
Spharoidvolumen nach 72-stiindiger Behandlung mit der maximalen Wirkstoffkonzentration
im Vergleich zum Ausgangsvolumen - bestimmt beim Beginn der Behandlung - sogar gerin-
ger war (Abbildung 54). Nach Analyse der Spharoidintegritat konnte diese Abnahme jedoch

nicht mit einer Ablésung von Zellen aus dem 3-D Verband erklart werden (Abbildung 53).
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Abbildung 53. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Cisplatin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte = SD fir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéroidin-
tegritdt nach Behandlung mit O pM, 0,1 pM, 25 uM und 200 pM Cisplatin. VergrofRerung 10x Ob-
jektiv. Hill Slope: Monolayer -1,028; Sphéaroid -0,3707.
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Abbildung 54. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Cisplatin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £+ SD fur 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.

111.5.2.4 CCNU/Lomustin

Gegenldber CCNU/Lomustin wiesen Monolayer- und MCTS-Kulturen eine gleichermal3en
niedrige Sensitivitat auf. Eine Behandlung mit CCNU/Lomustin ergab sowohl in Monolayer-
als auch in Sphéaroid-Kulturen eine nur mafig verringerte Enzymaktivitat. Bei einer maxima-
len Konzentration von 200 puM konnte eine Reduktion des Assaysignals in Monolayerkulturen
auf lediglich 60-70%, in Spharoid-Kulturen auf lediglich 70-80% beobachtet werden (Abbil-
dung 55). Im eingesetzten Konzentrationsbereich konnten somit weder flir Monolayer- noch
fur Spharoid-Kulturen ICso Werte berechnet werden. Auf das Volumenwachstums von HT29
Sphéaroiden zeigte CCNU/Lomustin jedoch einen deutlicheren Effekt. Bereits eine Wirkstoff-
konzentration von 50 pM konnte das Wachstum um ca. 50% hemmen. Bei einer Behandlung
mit 200 uM CCNU/Lomustin wurde das Volumenwachstums auf etwa 15% relativ zur unbe-
handelten Kontrolle reduziert (Abbildung 56). Trotz der nachgewiesenen Effekte von
CCNU/Lomustin auf das Wachstum von HCT-116 Spharoiden konnte kein Einfluss auf die
Spharoidintegritat beobachtet werden (Abbildung 55).
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Abbildung 55. APH Aktivitéat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit CCNU/Lomustin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungs-
kurven sind Mittelwerte £+ SD fiir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und ge-
messenen Wells bzw. Spharoiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen
die Sphéaroidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 uM CCNU/Lomustin.
VergroRerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,3840; Sphéaroid -0,1873.
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Abbildung 56. Volumenwachstum von HT29 Sphéaroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
CCNU/Lomustin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte = SD fiur 8 behandelte und gemessene
Wells bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,4, das Volumenwachstum
ist relativ zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroe = 100%) dargestellt.
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HCT-116 Monolayer- und MCTS-Kulturen zeigten fiur CCNU/Lomustine einen &hnlichen Ver-
lauf der Dosis-Wirkungskurven. Auffallend war, dass die Effekte des Wirkstoffes bei Spha-
roid-Kulturen reproduzierbar um 10-20% hoher lagen. Allerdings zeigte die Behandlung mit
CCNU/Lomustin sowohl in Monolayer- als auch in Sphéaroid-Kulturen insgesamt eine nur
manRig verringerte Zellzahl bzw. APH Enzymaktivitéat. Bei einer maximalen Konzentration von
200 pM konnte weder bei Monolayer- noch bei Sphéroid-Kulturen eine Reduktion des As-
saysignals von 50% erreicht werden (Abbildung 57). Im eingesetzten Konzentrationsbereich
konnten somit weder fiir Monolayer- noch fir Spharoid-Kulturen 1Csy Werte berechnet wer-
den. Entsprechend den Ergebnissen mit der Zelllinie HT29 zeigte CCNU/Lomustin auch auf
das Volumenwachstums von HCT-116 Spharoiden einen verstarkten Effekt. Erneut trat hier
eine Hemmung des Wachstums um ca. 50% bereits bei einer Wirkstoffkonzentration von 50
UM auf. Bei Behandlung mit 200 uM CCNU/Lomustin wurde eine Reduktion des Volumen-
wachstums um 70% bestimmt (Abbildung 58). Ein Einfluss des Wirkstoffes auf die Spharoi-
dintegritat konnte auch bei HCT-116 Sphéaroiden nicht nachgewiesen werden (Abbildung 57).
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Abbildung 57. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (©) und Spharoid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit CCNU/Lomustin. Alle Datenpunkte der Dosis-
Wirkungskurven sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten
und gemessenen Wells bzw. Spharoiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder
zeigen die Sphéaroidintegritat nach Behandlung mit 0 pM, 0,1 puM, 25 pM und 200 pM
CCNU/Lon;ustin. VergrofBerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,2807; Sphéaroid
1,623 x 10™.
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Abbildung 58. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
CCNU/Lomustin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fir 8 behandelte und gemessene
Wells bzw. Spharoide pro Bedingung. Berechnet wurdeAV =V 4;-V44, das Volumenwachstum
ist relativ zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroie = 100%) dargestellt.

I11.5.3 Antimitotische Wirkstoffe

111.5.3.1 Paclitaxel

Aufgrund der hohen Sensitivitat von Monolayer- und Sphéroid-Kulturen der beiden Zelllinien
HT29 und HCT-116 gegenuber Paclitaxel wurde der routinemafig eingesetzte Konzentrati-
onsbereich von 0,1 - 200 uM nach ersten Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) in den Bereich
von 0,01 nM - 50 pM verschoben.

Die Behandlung mit 0,01 nM Paclitaxel zeigte noch keinen Effekt auf die Enzymaktivitat in
HT29 Monolayerkulturen. Durch Behandlung mit Konzentrationen= 0,01 yM war das APH

Signal auf 5-10% relativ zur unbehandelten Kontrolle reduziert. Der berechnete ICso Wert flr
Monolayerkulturen liegt bei 1,9 + 9,2 nM (Abbildung 59). Sphéroide wiesen gegeniuber Pacli-
taxel eine veranderte Sensitivitat auf. Hier resultierte bereits die Behandlung mit 0,01 nM
Paclitaxel in einer leichten Reduktion (~10-15%) des Assaysignals. Paclitaxel ist die einzige
der in dieser Arbeit getesteten Substanzen, die in niedrigen Konzentrationen
(0,01-1 nM) besser in Spharoid-Kulturen als in Monolayerkulturen wirkt. Dagegen zeigten
hoéhere Dosen Paclitaxel im Vergleich zu Monolayerkulturen eine eher geringe Wirkung in
Spharoiden. Ab einer Wirkstoffkonzentration von 0,1 uM war die Enzymaktivitat um etwa
80% reduziert (Abbildung 59). Der berechnete ICg, Wert flr Spharoid-Kulturen liegt bei 7,3 +
5,7 nM.
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Abbildung 59. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HT29 Monolayer- (0) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Paclitaxel. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte £ SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Repréasentative Phasenkontrastbilder zeigen Sphéroi-
dintegritat und -volumen nach Behandlung mit O pM, 0,01 nM, 0,01 pM und 50 pM Paclitaxel.
VergroRRerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -1,199; Sphéaroid -0,1770.

Die Analyse des Volumenwachstum von HT29 Sphéroiden nach einer Behandlung mit Pacli-
taxel ergab, dass Wirkstoffkonzentrationen < 0,001 uM keinen Einfluss auf das Wachstum
zeigen. Bei einer Applikation von 0,01 uM Paclitaxel konnte jedoch eine sprunghafte Reduk-
tion des Volumenwachstums um ca. 60% beobachtet werden (Abbildung 60), die mit einer
starken Ablosung von Zellen aus dem 3-D Verband einher geht (Abbildung 59). Fiir Sphéaroi-
de, die mit Konzentrationer® 0,01 yM behandelt wurden konnte kein Volume nwachstum
mehr berechnet werden, da hier mehr als 50% der behandelten Spharoide zerfallen sind.
Abbildung 59 zeigt exemplarisch eine Phasenkontrastaufnahme eines der wenigen intakten
Spharoide nach Behandlung mit der maximalen Wirkstoffkonzentration von 50 puM. Trotz des
Zerfalls der meisten Sphéroide nach einer Behandlung mi# 0,01 uM lag das APH A ssay

Signal in diesen Wells immer noch bei 20-30% relativ zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 60. Volumenwachstum von HT29 Sphéaroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
Paclitaxel. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fir 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.

Auch in HCT-116 Monolayerkulturen zeigte die Behandlung mit 0,01 nM Paclitaxel noch kei-
nen Effekt auf die Enzymaktivitat. Nach einer Behandlung mit Konzentrationen = 0,01 uM
konnte das APH Signal auf 5-15% relativ zur unbehandelten Kontrolle reduziert werden. Der
berechnete 1Csq Wert flir Monolayerkulturen liegt bei 3,8 £ 0,5 nM (Abbildung 61). In HCT-
116 Spharoiden resultierte die Behandlung mit 0,01 nM Paclitaxel ebenfalls nicht in einer
Reduktion des Assaysignals, in héhere Dosen zeigte Paclitaxel im Vergleich zu Monolayer-
kulturen eine eher geringe Wirkung in Spharoid-Kulturen. Mit einer Wirkstoffkonzentration
von 200 puM konnte die Enzymaktivitat lediglich um etwa 60-65% reduziert werden (Abbil-
dung 61). Der berechnete ICsy Wert fr Sphéroid-Kulturen liegt bei 50 + 30 nM. Bei der Be-
rechnung des Volumenwachstum zeigte Paclitaxel identische Effekte auf HCT116 Spharoide
wie schon bei HT29 Kulturen. Nach einer Behandlung mit < 0,001 puM Paclitaxel konnte kein
Einfluss auf das Wachstum festgestellt werden. Erst bei einer Applikation von 0,01 pM Wirk-
stoff wurde eine drastische Reduktion des Volumenwachstums um ca. 60% beobachtet (Ab-
bildung 62). Vergleichbar zu HT29 MCTSs kam es auch hier zu einem erheblichen Verlust
von Zellen im Sphéaroid (Abbildung 61). Fir Konzentrationen = 0,01 yM konnte erneut kein
Volumenwachstum der Sphéroide mehr berechnet werden, da mehr als 50% der behandel-
ten Sphéaroide zerfallen sind. Als Beispiel fur eines der wenigen intakten Sphéaroide nach Be-
handlung mit maximaler Wirkstoffkonzentration soll die Phasenkontrastaufnahme in Abbil-
dung 61 dienen. Auffallend war, dass das APH Assay Signal der zerfallenen Sphéaroide im-

mer noch bei =2 30% relativ zur unbehandelten Kontrolle lag (Abbildung 61).
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Abbildung 61. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Paclitaxel. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behande Iten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit O uM, 0,01 nM, 0,01 uM und 50 pM Paclitaxel. VergréRRerung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -2,416; Sphéaroid -0,1572.
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Abbildung 62. Volumenwachstum von HCT-116 Spharoiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Paclitaxel. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fiir 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V44, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AViontrole = 100%) dargestellt.
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I11.5.4 DNA/RNA-interkalierende Wirkstoffe
111.5.4.1 Mitoxantron

Erste Versuche mit Mitoxantron zeigten im Monolayer (sowohl fur die Zelllinie HT29, als auch
HCT-116) bereits bei einer Konzentration von 0,1 uM relativ zur unbehandelten Kontrolle
eine um > 50% verringerte Phosphataseaktivitat (Daten nicht gezeigt). Daher wurde der rou-
tinemaRig eingesetzte Konzentrationsbereich in den Bereich von 0,001 uM - 200 uM ver-
schoben.

Eine Behandlung mit 0,001 uM Mitoxantron verringerte die Enzymaktivitdt in HT29 Mono-
layerkulturen relativ zur unbehandelten Kontrolle bereits auf etwa 80%. Nach einer Behand-
lung ab 10 uM Mitoxantron war das Assaysignal durchwegs kleiner als 10% (Abbildung 63).
Der berechnete ICs, Wert fir Monolayerkulturen liegt bei 0,03 + 0,03 puM. Sphéroide zeigten
eine verringerte Sensitivitat gegenuber Mitoxantron. Erst die Behandlung mit 0,1 uM Mito-
xantron resultierte hier in einer Reduktion des Assaysignals um 10%. Nur in héheren Dosen
zeigte Mitoxantron eine signifikante Wirkung auf Sphéaroid-Kulturen. Durch Zugabe von 200
UM Wirkstoff kann die Enzymaktivitat auf etwa 35% reduziert werden (Abbildung 63). Der
berechnete ICsq Wert flr Spharoid-Kulturen liegt bei 16,4 £ 8,3 uM.
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Abbildung 63. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HT29 Monolayer- (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit Mitoxantron. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,001 pM, 1 uM und 200 uM Mitoxantron. VergroRRe-
rung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,4899; Sphéroid -0,2714.
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Wirkstoffkonzentrationen von 0,001 bzw. 0,01 pM zeigten auch bei der Analyse des Volu-
menwachstums von HT29 Sphéaroiden einen Einfluss auf deren Wachstum. So wurde hier
eine Hemmung des Wachstums um 15% beobachtet. Bereits in diesen Konzentrationen kam
es zu einer Abldsung von Zellen aus den 3-D Aggregaten (Abbildung 63). Eine Behandlung
mit 0,1 pM Mitoxantron reduzierte das Volumenwachstum um mehr als 50% (Abbildung 64).
Fur Dosenz 25 uM zerfielen mehr als 50% der behandelten Sphéaroid e, d.h. ein Volumen-
wachstum konnte nicht mehr berechnet werden. Trotz des Zerfalls der Spharoide nach einer
Behandlung mit 200 uM (Abbildung 63) lag das APH Assay Signal in diesen Wells immer

noch bei ~ 35% relativ zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 64. Volumenwachstum von HT29 Spharoiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Mitoxantron. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fur 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Spharoide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroe = 100%) dargestellt.

Eine Behandlung mit 0,001 pM Mitoxantron verringerte die APH-Enzymaktivitat in HCT-116
Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen relativ zur unbehandelten Kontrolle bereits auf etwa 70%.
In Monolayerkulturen war das Assaysignal nach einer Behandlung mit 200 pM Mitoxantron
durchwegs kleiner als 10% (Abbildung 65). Der berechnete ICs, Wert fur Monolayerkulturen
liegt bei 0,3 £ 0,3 pM. HCT-116 Sphéroide zeigten im Bereich bis 1 pM eine vergleichbar
ahnliche Sensitivitdt gegenuber Mitoxantron. Erst in hdoheren Dosen fiel ein verminderter
Wirkstoffeffekt gegeniiber Monolayerkulturen auf. Durch Zugabe von 200 pM Wirkstoff konn-
te die Enzymaktivitat auf nur 30% reduziert werden (Abbildung 65). Der berechnete ICs
Wert fur Sphéroid-Kulturen liegt bei 1,0 £ 1,1 pM.
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Abbildung 65. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit Mitoxantron. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,001 uM, 1 uM und 200 uM Mitoxantron. VergroRRe-
rung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,7616; Spharoid -0,2672.

Auch in HCT-116 Sphéaroiden verursachten Konzentrationen von 0,001 bzw. 0,01 uM eine
Reduktion des Volumenwachstums. Hier wurde eine Hemmung des Wachstums auf bereits
40% relativ zur unbehandelten Kontrolle gemessen (Abbildung 66). Eine Zellabldsung, die
diese starke Reduktion rechtfertigen kdnnte, wurde jedoch nicht beobachtet (Abbildung 65).
In Dosen von 25 bzw. 50 uM nahm das Sphéaroidvolumen nach 72-stiindiger Behandlung im
Vergleich zum Ausgangsvolumen - bestimmt beim Beginn der Behandlung - ab (Abbildung
66). Fur Konzentrationen= 100 uyM konnte erneut kein Volumenwachstum der Spharoide

mehr berechnet werden, da mehr als 50% der behandelten Spharoide zerfielen. Dabei zeig-
ten HCT-116 Zellen auch nach dem Zerfall der Spharoide eine APH Enzymaktivitat von ca.
30% relativ zur unbehandelten Kontrolle. Abbildung 65 zeigt exemplarisch eine Phasenkont-
rastaufnahme eines zerfallenen Sphéroides nach Behandlung mit der maximalen Wirkstoff-

konzentration von 200 pM.
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Abbildung 66. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Mitoxantron. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fir 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V4,, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroie = 100%) dargestellt.

[11.5.5 Topoisomerase-ll-Inhibitoren

111.5.5.1 Doxorubicin

Bereits die Behandlung mit 0,1 uM Doxorubicin verringerte die Enzymaktivitat in HT29 Mono-
layerkulturen relativ zur unbehandelten Kontrolle auf etwa 40%. Nach einer Behandlung mit
200 pM Doxorubicin war das Assaysignal reproduzierbar unter 5% der Kontrolle (Abbildung
67). Der ICso Wert fur Monolayerkulturen liegt bes 0,1 yM. HT29 S phéaroide zeigten eine
deutlich geringere Sensitivitat gegenuber Doxorubicin. Die Behandlung mit 0,1 pM Doxorubi-
cin resultierte hier nicht in einer erheblichen Reduktion des Assaysignals. Erst in héheren
Dosen zeigt Doxorubicin eine Wirkung auf Sphéaroid-Kulturen. Durch Zugabe von 10 pM
Wirkstoff konnte die Enzymaktivitat auf etwa 30% reduziert werden (Abbildung 67), diese
Werte konnte aber auch bei hoheren Dosen bis 200 puM nicht weiter verringert werden. Der
berechnete IC5o Wert flr Spharoid-Kulturen liegt bei 3,7 + 3,0 uM.



Ergebnisse 101

Kontrolle 0,1 uM 25 uM 200 uM

% der Kontrolle

ol

0 LR | LR | LR Ty ™

0.1 1 10 100 1000
Doxorubicin (M)

Abbildung 67. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HT29 Monolayer- (0) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Doxorubicin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experiment e mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 pM, 25 pM und 200 uM Doxorubicin. Vergrdf3erung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,5159; Sphéroid -0,3115.

Auch bei der Analyse des Volumenwachstums konnte fir eine Behandlung mit 0,1 uM Doxo-
rubicin kein Effekt festgestellt werden. Eine starke Abldsung von Zellen aus dem Spharoid
(Abbildung 67), und die damit verbundene Reduktion des Volumenwachstums auf ca. 25%
relativ zur unbehandelten Kontrolle wurde aber schon bei einer Konzentration von 1 uM beo-
bachtet (Abbildung 68). Im Vergleich zum Ausgangsvolumen nahm das Sphéaroidvolumen
nach 72-stundiger Behandlung mit 10 bzw. 25 uM Doxorubicin sogar ab (Abbildung 68). Eine
Berechnung des Sphéaroidvolumenwachstum fiir Konzentrationen= 50 yM war au fgrund des
Zerfalls von mehr als der Halfte der behandelten Spharoide nicht mehr moglich. HT29 Zellen
zeigten allerdings auch nach dem Zerfall der Sphéroide eine APH Enzymaktivitat von ca.
35% relativ zur unbehandelten Kontrolle. Ein Beispiel eines zerfallenen Sphéroides nach
Behandlung mit 200 uM Doxorubicin ist in Abbildung 67 gegeben.
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Abbildung 68. Volumenwachstum von HT29 Spharoiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Doxorubicin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fiir 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V44, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroe = 100%) dargestellt.

Fir HCT-116 Zellen konnte sowohl im Monolayer, als auch im Sphéaroid keine erhebliche
Verringerung der Enzymaktivitat relativ zur unbehandelten Kontrolle bei einer Behandlung
mit 0,1 uM Doxorubicin beobachtet werden. Nach einer Behandlung mit steigenden Dosen
Doxorubicin nahm das Assaysignal in HCT-116 Monolayerkulturen stetig ab. Durch Applika-
tion der hdchsten Wirkstoffdosis (= 200 uM) konnte die APH Aktivitat durchwegs auf < 10%
relativ zur unbehandelten Kontrolle reduziert werden (Abbildung 69). Der berechnete ICsg
Wert fur Monolayerkulturen liegt bei 0,6 £ 0,1 uM. In diesem Bereich zeigten HCT-116 Spha-
roide eine deutlich geringere Sensitivitdt gegeniber Doxorubicin. Zwar konnte die Enzymak-
tivitat bereits durch Zugabe von 10 uM auf etwa 50% reduziert werden (Abbildung 69), dieser
Wert wurde aber auch bei hoheren Dosen bis 200 uM nicht unterschritten. Der berechnete
ICs0 Wert fUr Sphéroid-Kulturen liegt bei 11,6 + 12,1 uM. Eine Konzentrationen von 0,1 uM
fuhrte in HCT-116 Spharoiden bereits zu einer Hemmung des Volumenwachstums = 50%
relativ zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 70). Anhand der Beobachtungen der Sphéa-
roidintegritat konnte diese starke Reduktion aber nicht auf eine Zellablosung zurtickgefihrt
werden (Abbildung 69). Im Konzentrationsbereich von 1-50 uM wurde sogar ein verringertes
Spharoidvolumen nach 72-stiindiger Behandlung im Vergleich zum Ausgangsvolumen beo-
bachtet (Abbildung 70). Fur Konzentrationerz 100 uM konnte kein Volumenwachstum der

Spharoide berechnet werden, da erneut mehr als 50% der behandelten Sphéroide zerfielen.
Obwohl nach einer Behandlung mit 200 UM Doxorubicin alle HCT-116 Sphéroide zerfallen
waren (Beispiel s. Abbildung 69), lag das APH Assay Signal in diesen Wells immer noch bei

knapp 50% relativ zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 69. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Doxorubicin. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 uM Doxorubicin. Vergréf3erung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,6367; Sphéroid -0,1833.
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Abbildung 70. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Doxorubicin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fur 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V44, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AViontroe = 100%) dargestellt.



Ergebnisse 104

[11.5.5.2 Epidoxorubicin

Im Monolayer (sowohl fur die Zelllinie HT29, als auch HCT-116) zeigte bereits die Behand-
lung mit 0,1 uM Epidoxorubicin eine Reduktion des APH Assaysignals von etwa 50% relativ
zur unbehandelten Kontrolle (Daten nicht gezeigt). Der routinemafig eingesetzte Konzentra-
tionsbereich wurde daher in den Bereich von 0,001 uM - 200 uM verschoben.

Doch auch die Behandlung mit 0,001 uM Epidoxorubicin verringerte die Enzymaktivitat in
HT29 Monolayerkulturen relativ zur unbehandelten Kontrolle auf etwa 65%. Durch Zugabe
von 10 uM Wirkstoff konnte die Enzymaktivitat auf < 10% reduziert werden (Abbildung 71),
dieser Wert konnte bei héheren Dosen bis 200 uM nicht weiter verringert werden. Der be-
rechnete 1ICso Wert fur Monolayerkulturen liegt bei 0,2 £ 0,1 uM. Bei einer Applikation von
Epidoxorubicin in Dosen von 0,001 - 0,1 uM zeigten HT29 Spharoide eine deutlich verringer-
te Sensitivitéat. Die Behandlung mit Epidoxorubicin resultierte hier in keiner Reduktion des
Assaysignals. Erst in hoheren Dosen konnte eine Wirkung auf Sphéroid-Kulturen beobachtet
werden. So lag das Assaysignal nach einer Behandlung mit 200 uM Epidoxorubicin relativ
zur unbehandelten Kontrolle bei ca. 15-20% (Abbildung 71). Der berechnete ICs, Wert fur
Sphéaroid-Kulturen betragt 1,0 £ 0,7 pM. Entsprechend den Ergebnisse des APH Assays
wurde bei Behandlung mit 0,001 uM Epidoxorubicin kein Effekt auf das Volumenwachstums
von HT29 Spharoiden festgestellt. Bei einer Konzentration von 0,1 puM jedoch konnte bereits
eine Reduktion des Wachstums auf ca. 55% relativ zur unbehandelten Kontrolle beobachtet
werden (Abbildung 72). Bei Betrachtung der Spharoidintegritat fiel auf, dass in diesen Sphé-
roiden eine starke Abldsung von Zellen auftrat (Abbildung 71). Im Konzentrationsbereich von
1-50 uM nahm das Spharoidvolumen nach 72-stiindiger Behandlung mit Epidoxorubicin im
Vergleich zum Ausgangsvolumen sogar ab (Abbildung 72). Weiterhin verursachten Dosen >
50 uM einen Zerfall der behandelten Sphéaroide (siehe Beispiel Abbildung 71), eine Berech-
nung des Spharoidvolumenwachstum war hier daher nicht mehr mdglich. Eine Restaktivitat
der sauren Phosphatase von ca. 20% relativ zur unbehandelten Kontrolle konnte mittels des
APH Assays allerdings auch nach einer Behandlung mit 200 uM Epidoxorubicin und dem

Zerfall der Sphéroide nachgewiesen werden.
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Abbildung 71. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (0) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Epidoxorubicin. Alle Datenpunkte der Dosis-
Wirkungskurven sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten
und gemessenen Wells bzw. Sphéroiden pro Bedingung. Représentative Phasenkontrastbilder
zeigen die Spharoidintegritat nach Behandlung mit O uM, 0,001 pM, 0,1 pM und 200 pM Epido-
xorubicin. VergroRerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,3199; Sphaéroid -0,4949.

140-
120-
100-
80-
60-
404
20-
o]
-20-
-40- | i
60] 0001001 01 1 10 25 50
Epidoxorubicin (UM)

% der Kontrolle

Abbildung 72. Volumenwachstum von HT-29 Sphé&roiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Epidoxorubicin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fur 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-Vq4, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AVkontroie = 100%) dargestellt.
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In HCT-116 Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen verringerte die Behandlung mit 0,001 pM
Epidoxorubicin die APH-Enzymaktivitat auf etwa 85% relativ zur unbehandelten Kontrolle. In
Monolayerkulturen konnte durch Zugabe von 200 puM Wirkstoff das Enzymsignal reprodu-
Zierbar < 5% reduziert werden (Abbildung 73). Der berechnete ICs, Wert flir Monolayerkultu-
ren liegt bei 0,2 £ 0,1 uM. Bei einer Applikation von Epidoxorubicin in Dosen von 0,001-1 uM
zeigten HCT-116 Sphéaroide einen identischen Verlauf der Dosis-Wirkungskurve. Eine maxi-
male Hemmung des Assaysignals wurde hier schon nach Behandlung mit 10 uM Epidoxoru-
bicin erreicht (Abbildung 73). Auch in gro3eren Konzentration konnte dieser Werte von 35%
nicht weiter unterschritten werden. Der berechnete ICsq Wert flr Spharoid-Kulturen betragt
2,1+1,8 uM.

Kontrolle

% der Kontrolle

1E3 0,01 0,1 1 10 100 1000
Epidoxorubicin (uM)

Abbildung 73. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HCT-116 Monolayer- (0) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit Epidoxorubicin. Alle Datenpunkte der Dosis-
Wirkungskurven sind Mittelwerte £+ SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten
und gemessenen Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Repréasentative Phasenkontrastbilder
zeigen die Sphéaroidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,001 uM, 0,1 uM und 200 uM Epido-
xorubicin. VergroRerung 10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,3644; Spharoid -0,2045.

Noch keine Auswirkungen auf das Volumenwachstum von HCT-116 Spharoiden zeigte die
Behandlung mit 0,001 puM Epidoxorubicin. Eine Konzentration von 0,01 pM jedoch fihrte
bereits zu einer Reduktion des Wachstums um ca. 40%, bei einer Wirkstoffkonzentration von

0,1 uM wurde keine Zunahme des Spharoidvolumens gemessen (Abbildung 74). Im Gegen-
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satz zur Integritat Epidoxorubicin-behandelter HT29 Sphéroide konnte in HCT-116 Sphéroi-
den kein Zellverlust beobachtet werden (Abbildung 73). Nach 72-stiindiger Behandlung mit
1 uM bzw. 10 pM Epidoxorubicin nahm das Sphéaroidvolumen im Vergleich zum Ausgangs-
volumen sogar ab (Abbildung 74). Fur Konzentrationen 2 25 yM war eine Berechnung des
Volumenwachstum aufgrund des Zerfalls aller behandelten Sphéroide nicht mehr mdglich.
Allerdings wurde in diesen Wells mit Hilfe des APH Assays eine restliche Zellvitalitat von ca.
35% relativ zur unbehandelten Kontrolle nachgewiesen. Abbildung 73 zeigt ein Beispiel ei-

nes zerfallenen Sphéroides nach Behandlung mit 200 uM Epidoxorubicin
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Abbildung 74. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Epidoxorubicin. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fir 8 behandelte und gemessene Wells
bzw. Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4;-V44, das Volumenwachstum ist rela-
tiv zur unbehandelten Kontrolle (AViontroe = 100%) dargestellt.

[1.L5.6 Topoisomerase-I-Inhibitoren

I11.5.6.1 Irinotecan

Bei einer Applikation von 0,1 uM Irinotecan zeigten HT29 Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen
keine signifikante Reduktion des Assaysignals. In Monolayerkulturen resultierte die Behand-
lung mit 200 pM Irinotecan jedoch in einem Verlust der Zellvitalitdt von mehr als 90% (Abbil-
dung 75). Der berechnete ICs, Wert fir Monolayerkulturen liegt bei 10,2 + 2,3 pM. HT29
Sphéroide zeigten eine deutlich verringerte Sensitivitat gegentber Irinotecan. Bei einer ma-
ximalen Wirkstoffkonzentration von 200 uM kam es in Sphéaroiden zu keiner Reduktion des
APH Signals um mehr als 50%. Ein ICs, Wert kann fir den verwendeten Konzentrationsbe-
reich somit nicht angegeben werden (Abbildung 75). Die Bestimmung des Volumenwach-

stums zeigte sehr unterschiedliche Effekte von Irinotecan auf HT29 Sphéroide. So fiihrte die
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Wirkstoffbehandlung im Konzentrationsbereich von 0,1-10 uM sogar zu einer Zunahme des
Volumenwachstums um 20-30% relativ zur unbehandelten Kontrolle. Bei einer Behandlung
mit 25 uM Irinotecan wurde kein Effekt auf das Volumenwachstums festgestellt. Die Applika-
tion von 100 uM Wirkstoff reduzierte das Wachstums schliel3lich um ca. 60% (Abbildung 76).
Fur die maximale Wirkstoffkonzentration von 200 uM konnte aufgrund des Zerfalls der be-
handelten Spharoide (Abbildung 75) kein Volumenwachstum mehr ermittelt werden. Trotz
des Zerfalls der Sphéroide lag das APH Assay Signal in diesen Wells immer noch bei > 50%

relativ zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 75. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (©) und Spharoid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit Irinotecan. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fur n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 uM Irinotecan. VergréfRerung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,7975; Sphéaroid -0,5983.
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Abbildung 76. Volumenwachstum von HT29 Spharoiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Irinotecan. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fiir 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V44, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.

Auch in HCT-116 Monolayer- und Spharoid-Kulturen konnte bei einer Behandlung mit 0,1 pM
Irinotecan keiner Reduktion des Assaysignals beobachtet werden. Im Konzentrationsbereich
von 0,1 - 50 pM zeigten Monolayer- und MCTS-Kulturen einen &hnlichen Verlauf der Dosis-
Wirkungskurven, erst in Dosen > 50 uM verringert sich die Sensitivitat in Spharoiden gege-
ndber Irinotecan. Eine Behandlung von HCT-116 Monolayerkulturen mit 200 pM Irinotecan
resultierte in mehr als 95% Verlust der Zellvitalitat (Abbildung 77). Der berechnete ICso Wert
fur Monolayerkulturen liegt bei 20,5 + 3,9 uM. Bei einer maximalen Wirkstoffkonzentration
von 200 uM kam es in HCT-116 Sphéaroiden dagegen zu einer Reduktion des APH Signals
von lediglich 75%. Im Vergleich zum Monolayer weisen Spharoide somit einen flacheren Ver-
lauf der Dosis-Wirkungskurve auf (Abbildung 77). Der IC5, Wert fir Spharoide wurde auf
27,0 £ 3,7 UM bestimmt. Wie schon fur den APH Assay beschrieben zeigte auch die Analyse
des Volumenwachstums von HCT-116 Sphéaroiden keinen Effekt einer Behandlung mit 0,1
UM Irinotecan. Bei einer Konzentration von 0,1 uM allerdings wurde das Wachstums bereits
um 35%, bei einer Konzentration von 10 uM sogar um 90% gehemmt (Abbildung 78). Nach
72-stiindiger Behandlung mit 25 uM bzw. 50 uM Irinotecan konnte eine Abnahme des Sphéa-
roidvolumens im Vergleich zum Ausgangsvolumen beobachtet werden. Dos2n100 uM

fuhrten zu einem Zerfall der behandelten Spharoide, was eine Berechnung des Sphéaroidvo-
lumenwachstum verhinderte. Jedoch konnte auch nach Behandlung mit 200 puM Irinotecan
und dem dadurch bedingten Zerfall der Sphéaroide (Abbildung 77) eine Zellvitalitat von ca.

30% relativ zur unbehandelten Kontrolle nachgewiesen werden.
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Abbildung 77. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit Irinotecan. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven
sind Mittelwerte + SD fir n2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen
Wells bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Spha-
roidintegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 puM, 25 puM und 200 uM Irinotecan. VergréfRerung
10x Objektiv. Hill Slope: Monolayer -1,349; Sphéaroid -0,5403.
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Abbildung 78. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
Irinotecan. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte £ SD fur 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V47-V4,, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.
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I11.L5.7 Neue Wirkstoffkandidaten

Zusatzlich zur Bestimmung zytotoxischer Effekte von zehn bereits bekannten Anti-Tumor-
Wirkstoffen sollte in der vorliegenden Arbeit die Wirksamkeit zweier neuer Wirkstoffkandida-
ten in Spharoiden und Monolayern mit Hilfe des APH Assays untersucht werden. Hierflr
wurden der Topoisomerase-I-Inhibitor WMC-79 und FLT3 Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor
C-1311 verwendet.

[11.5.7.1 Topoisomerase-I-Inhibitor WMC-79

Aufgrund der hohen Sensitivitat von Monolayer- und Spharoid-Kulturen der beiden Zelllinien
HT29 und HCT-116 gegentuber WMC-79 wurde die routinemafig niedrigste eingesetzte
Konzentration von 0,1 uM nach ersten Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) auf 0,01 nM ver-
schoben. Eine Behandlung mit WMC-79 im Konzentrationsbereich von 0,01 nM - 200 um
zeigte einen grolRen Unterschied der Wirkstoffeffizienz dieses neuen Anti-Tumor-Wirkstoff-
Kandidaten auf Monolayer- und Spharoid-Kulturen.

In HT29 Monolayerkulturen wurde die Enzymaktivitat nach einer Behandlung mit 0,01 nM
bereits auf 65% relativ zur unbehandelten Kontrolle verringert. Ab Konzentration 2 10 uM lag
das Assaysignal reproduzierbar unter 5% relativ zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 79).
Der berechnete I1Cs, Wert fur Monolayerkulturen liegt bei 0,03 = 0,03 nM. HT29 Sphéroide
zeigten eine deutlich verringerte Sensitivitdt gegeniber WMC-79. Die Behandlung mit
0,01 nM WMC-79 resultierte hier nicht in einer vergleichbaren Reduktion des Assaysignals.
Tatséachlich konnte eine Wirkung in Spharoid-Kulturen erst in hdheren Dosen nachgewiesen
werden. Allerdings war durch Zugabe der hdchsten eingesetzten Konzentration eine Reduk-
tion der Enzymaktivitat auf lediglich 35-40% festzustellen (Abbildung 79). Der berechnete
IC50 Wert flr HT29 Spharoid-Kulturen liegt bei 1,7 £ 1,5 uM. Die Analyse des Volumenwach-
stums lieferte keinen eindeutigen Trend fir die Effektivitdt von WMC-79 in HT29 Spharoiden.
Im Konzentrationsbereich von 0,01 nM bis 100 uM konnte zwar eindeutig eine Reduktion des
Volumenwachstums bestimmt werden, diese jedoch lief nicht mit steigenden Konzentratio-
nen konform (Abbildung 80). Der Einsatz der maximalen Wirkstoffkonzentration von 200 uM
fuhrte zu einem Zerfall der behandelten Spharoide (Abbildung 79), ein Bestimmung des Vo-
lumenwachstum war somit nicht mehr moglich. Trotz des Zerfalls der Spharoide lag das APH

Assay Signal in diesen Wells immer noch bei ca. 35% relativ zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 79. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HT29 Monolayer- (©) und Spharoid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit WMC-79. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte £ SD fiir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéaroidin-
tegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,01 nM, 0,1 uM und 200 uM WMC-79. Vergréerung 10x
Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,2282; Sphéaroid -0,1588.
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Abbildung 80. Volumenwachstum von HT29 Sphéroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
WMC-79. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fir 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V44, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AViontrole = 100%) dargestellt.
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Eine Behandlung mit 0,01 nM WMC-79 konnte die Enzymaktivitat im HCT-116 Monolayer
bereits auf > 80% relativ zur unbehandelten Kontrolle verringern. Wie bei HT29 Zellen lag
das Assaysignal ab Konzentration= 10 uM reproduzierbar unter 5% relativ zur unbehande I-
ten Kontrolle (Abbildung 81). Der berechnete ICs, Wert fur Monolayerkulturen liegt bei
2,0 £ 2,0 nM. Im Vergleich zum Monolayer wiesen auch HCT-116 Sphéroide eine deutlich
verringerte Sensitivitdt gegentiiber WMC-79 auf. So konnte bei einer Behandlung mit 0,01 nM
keine Reduktion des Assaysignals beobachtet werden. Erst der Einsatz hoherer Konzentra-
tionen zeigte eine Wirkung in Spharoid-Kulturen. Durch Zugabe von 200 uM Wirkstoff konnte
die Enzymaktivitat allerdings auf lediglich 20% reduziert werden (Abbildung 81). Der berech-
nete 1Csq Wert flr Spharoid-Kulturen liegt bei 5,5 £ 7,0 uM.

Kontrolle 0,01 nM 0,1 pM
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Abbildung 81. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit WMC-79. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte £ SD fiir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéaroidin-
tegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,01 nM, 0,1 uM und 200 uM WMC-79. Vergréerung 10x
Objektiv. Hill Slope: Monolayer -0,3365; Spharoid -0,2080.

Auch bei der Analyse des Volumenwachstums konnte fir 0,01 nM WMC-79 kein Effekt auf
HCT-116 Spharoiden beobachtet werden. Die Behandlung mit 0,1 nM WMC-79 allerdings
reduzierte das Wachstum schlagartig um > 90% (Abbildung 82). Im Konzentrationsbereich
von 0,01-25 uM wurde sogar ein verringertes Spharoidvolumen nach 72-stiindiger Behand-

lung im Vergleich zum Ausgangsvolumen beobachtet (Abbildung 82). Fir Konzentrationen=
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50 uM konnte kein Volumenwachstum mehr berechnet werden, da hier alle behandelten
Sphéaroide zerfielen. Trotz dieses Zerfalls, auch nach einer Behandlung mit 200 pM WMC-79
(Abbildung 81), lag das APH Assay Signal in diesen Wells bei knapp 20% relativ zur unbe-

handelten Kontrolle.
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Abbildung 82. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
WMC-79. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fur 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V4,, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.
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[11.5.7.2 FLT3 Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor C-1311

Fur den neuen Anti-Tumor-Wirkstoff-Kandidaten C-1311 konnte ebenfalls ein hoch signifi-
kanter Unterschied der Wirkstoffeffizienz auf Monolayer- und Spharoid-Kulturen beobachtet
werden.

Das APH Assaysignal wurde in HT29 Monolayerkulturen nach einer Behandlung mit
0,1 uM C-1311 auf 80% relativ zur unbehandelten Kontrolle verringert. Wirkstoffkonzentra-
tionen = 25 yM reduzierten die Enzymaktivitat reproduzierbar auf < 10% (Abbildung 83). Der
berechnete ICs, Wert fir Monolayerkulturen liegt bei 1,7 £ 1,2 uM. HT29 Spharoide zeigten
eine deutlich verringerte Sensitivitdt gegentiber C-1311. Hier bewirkte die Behandlung mit
0,1 pM C-1311 keine Reduktion des Assaysignals. In hoheren Dosen jedoch konnte eine
Wirkung auf Sphéroid-Kulturen nachgewiesen werden. Die maximale Hemmung der Enzym-
aktivitat im getesteten Konzentrationsbereich lag hier bei etwa 60% (Abbildung 83). Der be-
rechnete 1Cso Wert flr Sphéaroid-Kulturen betréagt bei 56,7 + 30,2 uM.
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Abbildung 83. APH Aktivitat/ Zellvitalitdt in HT29 Monolayer- (©) und Spharoid-Kulturen (e)
nach 72-stiindiger Behandlung mit C-1311. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte £ SD fiir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéaroidin-
tegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 uM und 200 uM C-1311. VergroéRerung 10x Objek-
tiv. Hill Slope: Monolayer -0,6463; Sphéroid -0,4906.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen des APH Assays ergab die Analyse des Volumenwach-
stums, dass bereits eine Behandlung mit 0,1 uM C-1311 das Wachstum von HT29 Sphéroi-
den auf 30% relativ zur unbehandelten Kontrolle hemmt (Abbildung 84). Bei einer Konzentra-
tion von 10 pM wurde eine Reduktion des Spharoidwachstums um 90% beobachtet. Im Ver-
gleich zum Ausgangsvolumen nahm das Sphéroidvolumen nach 72-stiindiger Behandlung
mit 25 uM C-1311 sogar ab (Abbildung 84), wobei diese Phdnomen hier auf eine starke Ab-
I6sung von Zellen aus dem 3-D Aggregat zurtickgefihrt werden konnte (Abbildung 83). Auf-
grund des Zerfalls von mehr als der Halfte der behandelten Spharoide war eine Bestimmung
des Volumenwachstum fiir Konzentrationen =2 50 uM nicht mehr moglich. HT29 Zellen zeig-
ten allerdings auch nach dem Zerfall der Spharoide eine APH Enzymaktivitat von ca. 40%
relativ zur unbehandelten Kontrolle. Ein Beispiel eines zerfallenen Spharoides nach Behand-
lung mit 200 uM C-1311 ist in Abbildung 83 gegeben.
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Abbildung 84. Volumenwachstum von HT29 Sphéaroiden nach 72-stindiger Behandlung mit
C-1311. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fir 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéaroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V44, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.

Fur HCT-116 Zellen resultierte die Behandlung mit 0,1 pM C-1311 in beiden Kultursystemen
in keiner Reduktion des Assaysignals. Im Monolayer lag die Enzymaktivitat ab Wirkstoffkon-
zentrationen = 50 uM reproduzierbar unter 5% relativ zur unbehandelten Kontrolle (Abbil-
dung 85). Der berechnete ICso Wert fur HCT-116 Monolayerkulturen liegt bei 2,7 £ 1,3 pM.
Ab Konzentrationen von = 10 yM zeigten Sphéaroidzellen eine deutlich verringerte Sensitivitat
gegenuber WMC-79 als HCT-116 Monolayerzellen. Die maximale Hemmung der Enzymakti-
vitdt im getesteten Konzentrationsbereich lag hier bei etwa 60% (Abbildung 85). Der ICsg
Wert fur Spharoid-Kulturen betragt bei 31,7 £ 19,6 uM. Konnte mit Hilfe des APH Assays
noch kein Effekt nachgewiesen werden, so fihrten 0,1 uM C-1311 in HCT-116 Spharoiden
bereits zu einer Hemmung des Volumenwachstums = 50% relativ zur unbehandelten Kont-
rolle (Abbildung 86). Diese starke Reduktion konnte aber nach Analyse der Spharoidintegri-
tat nicht auf eine Zellablésung zurtickgefiihrt werden (Abbildung 85). Wirkstoffdosen von 1-
50 uM zeigten sogar ein verringertes Spharoidvolumen nach 72-stindiger Behandlung im
Vergleich zum Ausgangsvolumen (Abbildung 86). Fir Konzentrationen = 100 uM konnte kein
Volumenwachstum der Spharoide berechnet werden, da erneut mehr als 50% der behandel-
ten Sphéaroide zerfielen. Obwohl eine Behandlung mit 200 pM C-1311 den Zerfall aller HCT-
116 Sphéaroide zur Folge hatte (Abbildung 69), lag das APH Assay Signal in diesen Wells
immer noch bei ungeféhr 35-40%.
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Abbildung 85. APH Aktivitat/ Zellvitalitat in HCT-116 Monolayer- (©) und Sphéaroid-Kulturen (e)
nach 72-stindiger Behandlung mit C-1311. Alle Datenpunkte der Dosis-Wirkungskurven sind
Mittelwerte = SD fiir n 2 3 individuelle Experimente mit je 8 behandelten und gemessenen Wells
bzw. Sphéaroiden pro Bedingung. Reprasentative Phasenkontrastbilder zeigen die Sphéroidin-
tegritat nach Behandlung mit 0 uM, 0,1 uM, 25 pM und 200 uM C-1311. VergroéRRerung 10x Objek-
tiv. Hill Slope: Monolayer -0,9692; Sphéaroid -0,2698.
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Abbildung 86. Volumenwachstum von HCT-116 Sphéaroiden nach 72-stiindiger Behandlung mit
C-1311. Alle Datenpunkte sind Mittelwerte + SD fur 8 behandelte und gemessene Wells bzw.
Sphéroide pro Bedingung. Berechnet wurde AV = V4,-V4,, das Volumenwachstum ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle (AVkontrole = 100%) dargestellt.
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1.6 Kombination des APH Assays mit komplexem Genexpressionsmonito-
ring (HITS®M)

Um die Effizienz von potentiellen Wirkstoffen in Monolayer- gegentiber Sphéaroid-Kulturen
besser beurteilen zu kdnnen, wurden diese beiden Kultursysteme zuséatzlich zu den Untersu-
chungen mit dem APH Assay mittels komplexem Expressionsmonitoring (HITS*") analysiert.
Dabei sollte geklart werden, ob die mit Hilfe des APH Assays ermittelten, im Monolayer und
Spharoid zumeist unterschiedlichen Effekte (siehe Kapitel I11.5) nicht allein auf einer er-
schwerten Diffusion der einzelnen Wirkstoffe im Spharoid beruhen, sondern vielmehr eine
differentielle Expression verschiedener Gene in den beiden Kultursystemen fiir diesen Un-

terschied verantwortlich ist.

[11.6.1 Vergleich der Genexpression in 5-FU bzw. WMC-79 behandelten HT29-Zellen

In einem ersten Versuchsansatz wurden die Wirkstoffe 5-FU und WMC-79 in Monolayer- und
Sphéaroid-Kulturen der Zelllinie HT29 zur Darstellung eines Effektes auf deren RNA-
Expressionsmuster hin getestet. Untersucht wurden hier die Stadien exponentiell wachsen-
der bzw. konfluenter Monolayer und Sphéaroide mit einem Durchmesser von 400 um (ohne
sekundare Nekrose) bzw. 700 um (mit sekundéarer Nekrose). Nach Aussaat der Zellen wur-
den diese unter Standardbedingungen bis zur gewinschten Grél3e bzw. bis zum gewinsch-
ten Stadium inkubiert. Danach folgte eine 72-stiindige Wirkstoffoehandlung (siehe Kapitel
11.4.2) mit anschlielBender Zelllyse und RNA-Isolation. Neben den Kontrollen (0 uM) wurden
zur Behandlung der unterschiedlichen Kultursysteme Wirkstoffdosen verwendet, die laut
APH Assays in etwa im Bereich des ICs, liegen (0,5 pM) bzw. annéhernd zur maximalen
Hemmung der Zellvitalitat (50 pM) fihren (Kapitel 115.1.1 und 11.5.7.1). Die Auswertung der
Affimetrix Genexpressionsanalyse erfolgte mit Hilfe der IOS GeneLinker Platinum Software.
Die Auswahl der Achsen PC1, PC2 und PC3 wurde nach der Clusteranalyse bestimmter
Genexpressionsmuster mittels ,Principle Component Analysis* (PCA) festgelegt (Abbildung
87). Hierbei konnte auf die langjahrige Erfahrung des Kooperationspartners Avalon Pharma-
ceuticals bei der Analyse von Genexpressionsmustern zurtickgegriffen werden. Bei der in
Abbildung 88 gezeigten Auswertung ist ein deutliches Clustering der Spharoidzellen zu er-
kennen (gelb-schwarz), das relativ unabhangig von Wirkstoff, Wirkstoffkonzentration und
Sphéaroidgrofle ist. Das Expressionsmuster in Spharoiden unterscheidet sich systematisch
von der Genexpression in Monolayerzellen. Dagegen kann bei Monolayerzellen eine stéarke-
re Auftrennung nach Wirkstoff, Wirkstoffkonzentration und Wachstumsstatus beobachtet

werden.
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Nach den Arbeiten mit HT29 Zellen wurden auch Studien zur Genexpression der Zelllinien
HCT-116, KM12L4A, T47D, BT474, MCF-7, A549 und NCI-H460 in Monolayer- und Spha-
roid-Kultur ohne Wirkstoffoehandlung durchgefuhrt. Erste Analysen der Expressionmuster
lassen auf ahnlich Ergebnisse, wie fur unbehandelte HT29 Zellen schlieen (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 87. Genexpressionsmuster von 5-FU bzw. WMC-79 behandelten HT29 Zellen im Mo-
nolayer und als MCTS nach , Principle Component Analysis* (PCA).
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Abbildung 88. Expressionsanalytik von 5-FU bzw. WMC-79 behandelten HT29 Zellen im Mono-
layer und als MCTS mittels Affymetrix Gene Arrays mit anschlieRender Clusteranalyse via I0S
GenelLinker Platinum Software.
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V. Diskussion

IV.1 Standardisierung und (Teil-)Automatisierung

Erkenntnisse aus mehr als drei Jahrzehnten Forschung lassen darauf schlie3en, dass der
Einsatz von 3-D Zellkulturmodellen wie dem Sphéaroidsystem im industriellen Screening ei-
nen bedeutenden Beitrag zur effektiven Auswahl von Wirkstoffkandidaten und deren An-
wendung leisten wird (Mueller-Klieser 2000). Jedoch wird das Spharoidmodell momentan im
Wesentlichen an akademischen Institutionen und kaum von der Industrie zur Testung von
Wirkstoffen eingesetzt. Die wesentlichen Ursachen fir den geringen/fehlenden Stellenwert
im Routineprozess der sekundaren Wirkstofftestung liegen in den komplexen und bisher
wenig standardisierten Kultur- und Analysetechnologien (Kunz-Schughart et al. 1998; Kunz-
Schughart et al. 2004).

IV.1.1 Spharoidkultivierung

Grundanforderungen an ein Sphéroid-Kultivierungssystem fur einen moglichen Einsatz bei
der industriellen Wirkstofftestung sind: reproduzierbare Ergebnisse bei der Spharoidbildung,
die Analyse einzelner Spharoide vor und nach Behandlung, sowie ein geringer Verbrauch
von Testsubstanzen. Diese Voraussetzungen werden zur Zeit am besten von einer stationa-
ren Zellkulturtechnologie erfillt, bei der aggregierende Tumorzellen auf Agarose-
beschichtete 96-Well Mikrotiterplatten ausgesat werden (Acker et al. 1992; Kunz-Schughart
et al. 1998; Kunz-Schughart et al. 2000b). Die auch in dieser Arbeit verwendete Methode
der Beschichtung mit Agarose ist zeitintensiv und nur bedingt standardisierbar. Dies gilt
auch fur Beschichtung von Rundbodenplatten mit 0,5% poly-HEMA, eine Technik die bereits
von anderen Arbeitsgruppen durchgefiihrt wurde (Tong et al. 1992; Hoevel et al. 2004, lvas-
cu et al. 2006).

Auf der Suche nach standardisierten und vereinfachten Bedingungen zur Kultivierung von
Sphéaroiden wurden im Rahmen dieser Arbeit neue, industriell gefertigte, anti-adhasive
Oberflachenbeschichtungen getestet. Mit Platten der Fa. Nunc™ konnten erstmals an ei-
nem kommerziell erhaltlichen Plattensystem sehr gute und reproduzierbare Ergebnisse bei
der Sphéroidbildung erzielt werden. Mit dem Plattensystem ,Low-Cell-Binding U96* konnte
jedoch ab einer gewissen Produktionscharge keine reproduzierbaren Ergebnisse mehr erb-
racht werden. Ein Grund hierfir kénnten leichte Veranderungen beim Beschichtungsprozess
sein, die in Zusammenarbeit mit Nunc™ allerdings nicht ausfindig gemacht werden konnten.
Ein zweites Plattensystem der Fa. Nunc™ konnte erneut eine gleichméRige, reproduzierba-
re Generierung von Spharoiden gewahrleisten. Da sich dieses Plattensystem noch in der
Testphase befindet, konnte allerdings bislang nur eine Produktionscharge getestet werden.

Dennoch besteht Grund zur Hoffnung, dass auch spatere Chargen dieser ,HydroCell“-
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Platten fir die Kultivierung von Tumorspharoiden geeignet sind und zu einer Arbeitserleich-
terung durch Vermeidung der manuellen Beschichtung mit Agarose fiihren. Der Einsatz die-
ser Mikrotiterplatten ist somit ein weiterer Schritt hin zur standardisierten und vereinfachten
Kultivierung von Spharoiden. Mit der Fa. Nunc™ wurde im Folgenden eine wissenschatftli-
che Zusammenarbeit initiiert, um eine weiterfiihrende Testung durchzufihren, aus der unter
anderem eine methodische Abhandlung resultieren soll.

Ein weiterer Aspekt, der einen Einsatz von Spharoiden bei der sekundaren Wirkstofftestung
ermdglichen kénnte, ist die in dieser Arbeit etablierte (Teil-)Automatisierung der Spharoidkul-
tivierung unter Verwendung des SerialMate® Automated Multichannel Pipetting Systems. Die
Etablierung dieses Systems zur schnellen und reproduzierbaren Aussaat und Wirkstoffbe-
handlung von MCTSs fihrt nicht nur zu einem enorm verringerten Zeit- und Arbeitsaufwand,

sondern kénnte zuséatzlich den industriellen Stellenwert von Sphéroiden weiter forcieren.

IV.1.2 Spharoidanalytik

Wie bereits erwahnt ist auch die teilweise sehr komplexe und eher wenig standardisierte
Analyse von Sphéaroiden mit dafur verantwortlich, dass Sphéaroide in nur geringem Mal3e eine
Anwendung in der industriellen Testung von Wirkstoffen finden. Obwohl schon seit langerem
Methoden bekannt sind, um intakte und lebende, eingefrorene oder Paraffin-eingebettete
und auch dissozierte Spharoide zu analysieren (Kunz-Schughart et al. 1998), gibt es hin-
sichtlich eines Wirkstoff-/Therapie-Screenings zur Zeit keine automatisierten Analysemetho-
den. Erschwerend kommt hinzu, dass bislang keine definierten und standardisierten End-
punktmessungen festgelegt werden konnten. Um die Effekte wachstumsférdernder bzw.
-hemmender Faktoren und Wirkstoffe in MCTS zu bewerten gibt es drei Parameter, die wohl
am ehesten routinemaRig untersucht werden konnen: das Sphéaroid-Wachstum, welches
mittels der Gompertz Gleichung (Marusic et al. 1994; Kunz-Schughart et al. 1996) oder an-
derer mathematischer Modelle (Tabatabai et al. 2005) beschrieben werden kann, die Spha-
roidintegritat bzw. eine Wachstumsverzégerung nach Behandlung. Dazu missen die Spha-
roid-Durchmesser jedoch Uber einen langeren Zeitraum hinweg analysiert werden. In dieser
Arbeit konnte die Bildaufnahme von Sphéaroiden in einer 96-Well Mikrotiterplatte mit Hilfe
eines Axiovert 200 M Inversmikroskops und der AxioVision 4.5 Software (Zeiss) vollstandig
automatisiert werden. Der generelle Zeitbedarf fur die automatische Aufnahme aller 96
Sphéaroide einer Platte betragt nun 10 Minuten, gegeniiber 30 Minuten pro Platte bei friherer
manueller Bildaufnahme. In die AxioVision 4.5 Software implementierte bildverarbeitenden
Algorithmen erlauben nun zudem eine (semi-)automatisierte Analyse von Sphéaroiddurch-
messer und -volumen. Zusammen ermdglichen diese Weiterentwicklungen daher eine auto-

matisierte, schnelle und einfache Auswertung von Sphéaroidvolumenzunahme/-abnahme.
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Freyer et al. zeigte, dass auch die Durchflusszytometrie zur Analyse und zum Sortieren in-
takter Spharoide genutzt werden kann (Freyer et al. 1987). Aufgrund der hohen technischen
Anforderungen an die géangigen Durchflusszytometer bei der Verarbeitung von Partikeln die-
ser GroRRe wird diese Technik bis heute eher selten eingesetzt. Der seit Kurzem von Union
Biometrica angebotene COPASBIosorter jedoch bietet sowohl die Mdglichkeit der Messung
von Lichtstreuung, von Fluoreszenzanalysen und des Sortierens von Partikeln bis zu einer
GrolRe von ca. 1500 um. Damit konnte ein Einsatz der Durchflusszytomtrie zur Bestimmung
von SpharoidgréRe, zur Spharoidanalyse und zur Auswahl geeigneter Spharoide eine neue

Grundlage erhalten.

IV.2 Zytotoxizitats-/Vitalitatsbestimmung in Spharoid-Kulturen

IV.2.1 Grundlegende methodische Betrachtungen

Beobachtungen des Sphéroid-Wachstums (z.B. verzogertes Wachstum oder erneutes An-
wachsen) ermoglichen keine Unterscheidung zwischen den Effekten eines Wirkstoffes auf
die Lebensfahigkeit der Zellen und denen auf die Wachstumsrate bzw. Rekrutierung von
ruhenden Zellen, die wieder in den Zellzyklus eintreten. Hierfir werden andere analytische
Methoden bendétigt. Zu den wohl interessantesten Parametern einer Wirkstoffanalyse fur eine
potentielle automatisierte Analyse gehdren die Zellvitalitat bzw. -viabilitat, das Auswachsver-
halten und die Migration von Spharoidzellen. Viele Wissenschaftler haben versucht, stan-
dardmafig angewandte Zellvitalitdtsassays an Sphéaroiden zu testen. Bislang wurden zum
einen Membrandefekte anhand der zellularen Aufnahme Membran-undurchdringlicher Farb-
stoffe (z.B. EtHD-1) oder die Freisetzung von Substanzen wie Laktatdehydrogenase (LDH)
oder Glukose-6-Phosphat (G6PD) untersucht. Weiterhin konnte die Aktivitdt mitochondrialer
Dehydrogenasen oder intrazellularer Esterasen oder der zellulare Adenosintriphosphat
(ATP)-Pegel bzw. das Verhaltnis von ATP/Adenosindiphosphat (ADP) bestimmt werden. Alle
diese kommerziell erhéltlichen Testsysteme wurden erfolgreich an Monolayerkulturen unter-
schiedlicher Tumorzelllinien, einschliel3lich Kolonkarzinomzelllinien, eingesetzt. Unerwartet
konnten die meisten getesteten Methoden nicht einfach fir den Einsatz an 3-D Kulturen
adaptiert werden (siehe Anhang 8).

Der Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes) und der ApoGlow™ Adenylat
Nucleotide Ratio Assay (Cambrex, East Rutherford, NJ) wurden in Vorarbeiten auf lhre
Durchfuihrbarkeit an Spharoiden getestet. Sie wurden jedoch von einer weiteren Validierung
ausgeschlossen, da eine Dissoziation von Sphéroiden bei diesen Assays vorausgesetzt wird.
Die Dissoziation von MCTS kann einen artifiziellen Verlust von Zellen, vor allem nach thera-
peutischen Eingriffen, verursachen und sollte deshalb unbedingt vermieden werden. Zudem

ist dieser experimentelle Aufbau sehr arbeits- und zeitaufwendig, da Protokolle und/oder Ar-
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beitsablaufe fur die Dissoziation jedes einzelnen Spharoidtyps optimiert werden mussen
(Kunz-Schughart et al. 1997). Einige Beobachtungen, die zum Ausschluss verschiedener
Assays geflihrt haben, sind in Anhang 8 dargestellt.

Bei der Bestimmung des Zelltodes mittels Quantifizierung freigesetzter Molekille aus Mem-
bran-defekten Zellen in den Uberstand konnen Zellen anschlieRend mdglicherweise weiter
gehend kultiviert werden. Ein Well bzw. MCTS konnte so Uber einen langeren Zeitraum hin-
weg analysiert werden. Obwohl solche Assays winschenswert waren, konnte keines der
bislang untersuchten Testsysteme die Prozesse beim Zelltod in Spharoiden widerspiegein.
So stellt die Entstehung einer sekundaren Nekrose mit zunehmender Kulturzeit und Spha-
roidgréf3e ein grofRes Problem bei dieser Vorgehensweise dar. Es kann zu einer Verstarkung
des Hintergrundsignals kommen, was von den Abstanden bei der Fltterung von Spharoiden
abhangig sein kann. Als Voraussetzung flr eine verlassliche Quantifikation zytotoxischer
Effekte mit diesen Methoden sollte das Hintergrundsignal entweder den tatsachlichen Anteil
toter Zellen (einschlieBlich sekundar-nekrotischer Zellen im Sphéroid) wiedergeben, oder
aber komplett vernachlassigbar sein. Die mittels dieser Testsysteme bestimmten Anteile to-
ter Zellen wurden mit dem Anteil Membran-defekter, Propidiumiodid (Pl)-gefarbter Zellen im
Sphéaroid verglichen. Dazu wurden Spharoide dissoziiert und mittels Durchflusszytometrie
analysiert (siehe Anhang 8a). Der Anteil toter Zellen in HT29 Sphéaroiden mit einem Durch-
messer von 400 um und 600 um lag hier bei 6-10% bzw. 18-22%. Berechnet man den Anteil
toter Zellen mit Hilfe des Fluoreszenz-basierenden Assays zur Bestimmung der G6PD-
Aktivitat (Vybrant® Cytotoxicity Assay, Molecular Probes), so stellt man fest, dass dieser
ebenfalls mit zunehmender Sphéaroidgrof3e steigt. Im direkten Vergleich zu den PI-
Kontrollwerten ist der Wert allerdings stets zu niedrig, dies gilt auch dann wenn die Konzent-
ration des Farbstoffes (Resazurin) verdoppelt wurde (siehe Anhang 8b).

Ein weiterer Membranintegritdtsassay wurde zur Analyse der Freisetzung von LDH verwen-
det (CytoTox-One™ Homogeneous Membrane Integrity Assay, Promega). Obwohl in Vorar-
beiten verschiedene Arbeitsprotokolle eingesetzt wurden, lieferte dieser jedoch kein reprodu-
zierbares und konstantes Assaysignal. Gemessen wurde in Uberstanden intakter und disso-
Ziierter Spharoide, wobei mehrere Losungen zur optimalen Zelllyse und einer damit verbun-
denen maximalen Signalintensitat pro Well getestet wurden. Das Assaysignal bzw. der er-
rechnete Anteil toter Zellen anderte sich in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer mit Resa-
zurin. Durch Zugabe der Stopplésung, die laut Hersteller die fortschreitende Bildung des fluo-
reszierenden Endproduktes beenden soll, konnte dieser Effekt nicht unterdriickt werden. Die
Quantifizierung des rot-fluoreszierenden Endproduktes Resorufin spiegelt demnach nicht
zuverlassig und reproduzierbar die Freisetzung von LDH aus membran-defekten Zellen wi-
der. Moglicherweise beeinflussen chemische, bislang nicht verstandene Nebenreaktionen
wahrend der erforderlichen Inkubation das Assaysignal stark (siehe Anhang 8c).
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Als weiteres Testsystem zur Bestimmung der Membranintegritat von Spharoiden wurde die
Freisetzung von Adanylatkinase bestimmt (ToxiLight® BioAssay Kit, Cambrex), welche ver-
mutlich auf Membrandefekte zurtickzufiihren ist. Schwankungen des Assaysignals um einen
Faktor 20 bereits in Spharoiden mit einem Durchmesser von 400 pm lassen den Schluss zu,
dass diese Methode ebenfalls nicht fir die Messung von zytotoxischen Effekten in Sphéaroid-
Kulturen geeignet ist.

Andere bereits untersuchte Testsysteme werden ausschlieBlich dafir verwendet, um die
Zahl oder den Anteil lebender Zellen relativ zu einer definierten Kontrolle (z.B. unbehandelte
Zellen) zu bestimmen. Zu diesen Vitalitdtsnachweisen gehort neben dem in dieser Arbeit
verwendeten APH Assay auch die Bestimmung metabolisch aktiver Zellen mittels auf Tetra-
zoliumsalz (MTS)-basierter Systeme (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega) oder die Quantifizierung intrazellularen ATPs (ATP-TCA Assay, DCS Inno-
vative Diagnostic Systems). Sollte die metabolische Aktivitat tatsachlich nur die Lebensfahig-
keit von Zellen wiedergeben, sollte das Assaysignal unabhangig von Zelldichte und Vertei-
lung im Zellzyklus sein. Jedoch zeigen bisher alle verwendeten Systeme eine verringerte
Signalintensitat in konfluent wachsenden Monolayer- und Sphéaroidzellen im Vergleich mit
exponentiell wachsenden Monolayerzellen. Somit spiegeln sie nicht nur die Lebensfahigkeit,
sondern auch die Wachstumsphase der Zellen wider. Der Verlust der Signalstarke in Spha-
roiden wére tragbar, wenn das Signal pro Zelle unabhangig vom Spharoidvolumenwachstum
stets konstant bliebe. Diese Bedingung konnte jedoch ausschlie3lich fir den APH Assay
gezeigt werden. Beim Nachweis der NADH/NADPH-abhéangigen Formazanproduktion oder
der ATP-Konzentration in den Zellen ist das Fluoreszenzsignal pro Zelle in Sphéaroiden mit
einem Durchmesser von 600 um im Gegensatz zu Spharoiden mit einem Durchmesser von

400 pum stark verringert.

IV.2.2 Zytotoxizitats-/Vitalitatsbestimmung mittels APH Assay

Nachdem in Vorarbeiten alle oben genannten Assays zur Bestimmung der Zytotoxizi-
tat/Vitalitat in Spharoiden getestet wurden, konzentrierte sich diese Arbeit auf den APH As-
say als die viel versprechendste Methode, die einen Einsatz an nicht-dissoziierten Spharoi-
den unter ,High-Throughput* Bedingungen ermdéglichen kénnte. Unter Verwendung eines
standardisierten Protokolls fur eine schnelle, routineméRige Analyse einzelner Sphéroide
zeigte der APH Assay, der haufig an Monolayerkulturen eingesetzt wird (Connolly et al.
1986; Martin et al. 1991; Martin et al. 1993; Yang et al. 1996; Si et al. 1999), tatsachlich
Uberzeugende Resultate. Im Vergleich zum Einsatz an Monolayerzellen ist fur die Verwen-
dung mit Sphéaroiden allerdings eine Modifikation des Assay-Standardprotokolls notwendig.
Diese betrifft einen zusatzliche Wasch- und Zentrifugationsschritt beim Arbeiten mit Sphéa-

roid-Kulturen.
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Es konnte nachgewiesen werden, dass der APH Assay an einzelnen HT29 Sphéaroiden im
96-Well Format einsetzbar ist, dass dazu eine Dissoziation der Sphé&roide nicht notwendig
ist, und dass das APH Signal in HT29 Sphéaroiden bis zu 40000 Zellen/Sphéroid (~ 650 pm)
linear und hoch sensitiv ist. Weiterhin konnte der APH Assay auch an den Kolonkarzinom-
zelllinien DLD-1, HCT-116, HCT-15, KM12L4A, KM20L2 und WiDr eingesetzt werden. Tabel-
le 20 (siehe Kapitel 111.4.1.8) liefert einen Uberblick liber die Bereiche des linearen Zusam-
menhangs zwischen APH Signal und Zellzahl/Sphéaroid bzw. Sphéaroiddurchmesser fir jede
Zelllinie.

Von besonderem biologischem Interesse ist die Erhéhung des APH Signals in HT29 Spha-
roiden mit einem Durchmesser > 650 um (Abbildung 30), in HCT-116 Spharoiden mit einem
Durchmesser > 900 um (Abbildung 31) und in WiDr Sphéaroiden mit einem Durchmesser >
760 um (Abbildung 36). Dieses Phanomen konnte bislang nicht geklart werden. Eine Erkla-
rung fur den Anstieg der Enzymaktivitat speziell in diesen Sphéroidtypen der Tumorentitat
Kolon kénnte in pathophysiologischen Prozessen wie z.B. Hypoxie oder verstarkten Zell-Zell-
Interaktionen liegen.

Die Beobachtung, dass sich die mit dem APH Assay bestimmte Lebensfahigkeit der Zellen in
HT29 Spharoiden nach einer Behandlung mit unterschiedlichen 5-Fluorouracil Konzentratio-
nen von der Zellzahlanalyse mittels Casy Zellzéhler unterscheidet (Abbildung 37), ist ein zu-
satzlicher Diskussionspunkt. Es ware mdglich, dass das APH Signal im Vergleich zur Zell-
zahlanalyse eine zu hohe Intensitéat anzeigt und somit weniger der Realitét entspricht. Diese
Interpretation wird dadurch gestitzt, dass bei einer Verlangerung der Regressionsgeraden in
Richtung der y-Achse (n = 0) das APH Signal als Funktion von Zellzahl/Sphéaroid bei der Zell-
line HT29 fur 0 Zellen nicht einer Absorption von 0% entspricht (Abbildung 30). Dieser
scheinbar zu hohe Wert bei n = 0 konnte auch schon bei Monolayerzellen beobachtet wer-
den, gibt jedoch weiterhin einige Ratsel auf (Connolly et al. 1986; Yang et al. 1996; Si et al.
1999). Da die Wirkstoffeffektivitat jedoch sowohl bei der Zellzahl-, als auch bei der APH Sig-
nalanalyse immer relativ zu einer entsprechenden, unbehandelten Kontrolle bestimmt wurde,
solite dieser Effekt keinen Einfluss auf die Interpretation der Testergebnisse haben. Eine
alternative Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse bei der Messung von Zellzahl und
Enzymaktivitat konnte der Verlust einiger Zellen bei der Sphéroiddissoziation sein. So kdnn-
ten 5-FU-behandelte Sphéaroidzellen sensitiver gegenuber Trypsin/EDTA oder anderen Dis-
soziationsenzymen/-substanzen sein, was in einer artifiziellen Schadigung der Zellen und
somit verringerten Zellzahlen nach der Spharoiddissoziation resultieren kénnte. Ware dies
der Fall kbnnte der APH Assay sogar zuverlassiger die zellulare Integritdt in MCTS wider-
spiegeln. In jedem Fall konnte gezeigt werden, dass der APH Assay an Sphéaroiden einfach
und schnell durchfuhrbar ist und weiterhin das Potential fur einen Einsatz im High-

Throughput-Format besitzt.
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IV.2.3 Detektion anti-tumoraler Effekte mittels APH Assay

In dieser Arbeit wurde versucht ein Kolonkarzinom-spezifisches, Sphéaroid-basiertes Scree-
ning mit Hilfe des APH Assays zu evaluieren und zu etablieren. Dazu wurden HT29 und
HCT-116 Sphéaroide mit Wirkstoffen, die gemeinhin bei einer klinisch-adjuvanten Chemothe-
rapie zum Einsatz kommen, behandelt. AnschlieRend wurde die Wirksamkeit dieser Wirkstof-
fe - Doxorubicin, Paclitaxel, Carboplatin, Cisplatin, 5-FU, Mitoxantron, CCNU/Lomustin, Irino-
tecan und Epidoxorubicin - in Monolayer- und Spharoid-Kulturen verglichen. Wie schon fri-
her mit Hilfe der Analyse von Wachstumsverzdgerungen oder anderer zeitaufwendiger bzw.
komplexer Analysemethoden gezeigt, erwartet man in Spharoidzellen im Vergleich zu Mono-
layerkulturen eine verringerte Sensitivitat gegentber diesen Substanzen. Dieses Phanomen
wurde an MCF-7 Brustkrebszellen (Nicholson et al. 1997; Zhang et al. 2005), DLD-1 Kolon-
karzinomzellen (Nicholson et al. 1997; Mellor et al. 2005) und HT29 Spharoide bzw. Multi-
layer (Sutton et al. 1982; Pizao et al. 1992)) nachgewiesen. In dieser Arbeit sollten die Effek-
te der Wirkstoffe nicht nur anhand der Sphéaroidintegritat und -grof3e (Barone et al. 1981),
sondern auch im APH Signal unter Bestimmung der APH-abhé&ngigen ICso-Werte untersucht
werden. In dem hier verwendeten experimentellen Ablauf zeigten die Monolayer-
Kontrollversuche mit Doxorubicin (Serpe et al. 2004), Paclitaxel (Serpe et al. 2004; Zhang et
al. 2006), 5-FU (Harstrick et al. 1998; Ciccolini et al. 2000; Lowthers et al. 2003; Poindes-
sous et al. 2003), Cyclophosphamid (Leon et al. 2006), Mitoxantron (Parker et al. 2003), Iri-
notecan (Guichard et al. 2001; Hofmann et al. 2005) und Epi(doxo)rubicin (Bergstrom et al.
1991; Ozkan et al. 2004) vergleichbare Ergebnisse mit den in der Literatur beschriebenen
Dosis-Wirkungskurven und ICs, Werten. Tabelle 21 gibt weiterhin einen Auflistung der 1Csq
Werte, die innerhalb des NCI-DTP  Tumor (60) Cell Line Screens
(http://dtp.nci.nih.gov/branches/btb/ivclsp.html) fur Monolayer-Kulturen der beiden Zelllinien
HT29 und HCT-116 ermittelt wurden.

Tabelle 21. Ubersicht der innerhalb des NCI-DTP Tumor (60) Cell Line Screens ermittelten ICsg
Werte fir HT29 und HCT-116 Monolayer-Kulturen.

Wirkstoff HT29 HCT-116
5-Fluorouracil 25,0 uM 6,3 uM
Cyclophosphamid 251,2 uM 251,2 uM
Carboplatin 200, uM 158,5 uM
Cisplatin 7,9 uM 10,0 uM
CCNU/Lomustine 50,1 uM 39,8 uM
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Paclitaxel 0,005 uM 0,003 uM
Mitoxantron 0,126 pM 0,040 pM
Doxorubicin 0,200 pM 0,063 uM

Epidoxorubicin 0,316 pM 0,063 uM

Irinotecan 12,6 uM 6,3 uM

Abweichungen der in dieser Arbeit ermittelten ICso, Werte zu den Literaturdaten beruhen
wahrscheinlich auf unterschiedlichen experimentellen Ansatzen. So scheinen sich unter-
schiedliche Behandlungszeiten, Kultivierungsmethoden (z.B. Medien) und Analysemethoden
stark auf die Bestimmung der ICsqo Werte auszuwirken (Serpe et al. 2004; Yu et al. 2006;
Kitada et al. 2007; Serova et al. 2007). In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal die Wirkstoff-
effekte dieser zehn Substanzen unter gleichen Bedingungen und Voraussetzungen an Mo-
nolayern und Spharoiden von zwei verschiedenen Zelllinien durchgefuhrt. So ist es zum ei-
nen mdoglich, die Effektivitat der Wirkstoffe auf HT29 und HCT-116 Monolayer direkt mitei-
nander zu vergleichen. Zum anderen kénnen die unterschiedlichen Effekte auf Monolayer
und Sphéaroide verglichen werden (Tabelle 22). Mit Ausnahme der Wirkstoffe Carboplatin
und Cyclophosphamid zeigte sich bei HT29 Zellen durch einen Vergleich der ICsy Werte,
dass Spharoide weniger sensitiv gegentiber Wirkstoffen sind als Monolayerkulturen. Jedoch
konnte im festgelegten Konzentrationsbereich bei einer Behandlung mit Carboplatin, Cyclo-
phosphamid oder CCNU/Lomustin keine 1Cs, Werte fur Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen,
bei einer Behandlung mit 5-FU oder Irinotecan keine ICs, Werte fiir Sphéaroid-Kulturen be-
stimmt werden. Auch bei der Zelllinie HCT-116 konnte eine verringerte Wirksamkeit in Spha-
roiden gegeniiber Monolayerkulturen beobachtet werden, wiederum mit Ausnahme der
Substanzen Carboplatin und Cyclophosphamid. Einzig bei einer Behandlung mit Cyclophos-
phamid scheinen MCTS im gesamten Versuchsaufbau sensitiver gegentiber einem Wirkstoff
als Monolayerzellen zu sein, fir die im vorgegebenen Konzentrationsbereich kein ICsy be-
stimmt werden konnte. Keine ICs, Werte sowohl fiir Monolayer- als auch fir Sphéaroid-
Kulturen konnten bei einer Behandlung mit Carboplatin oder CCNU/Lomustine bestimmt
werden.

Abweichungen der IC5, Werte zwischen Monolayer- und Spharoid-Kulturen variierten stark.
Nur geringe Unterschiede lassen sich bei HT29 Zellen nach einer Behandlung mit Cisplatin
(Faktor 1,5), Paclitaxel (Faktor 4) oder Epidoxorubicin (Faktor 5), sowie bei HCT-116 Zellen
nach einer Behandlung mit Cisplatin (Faktor 1), Irinotecan (Faktor 1,3), 5-FU (Faktor 3) oder
Mitoxantron (Faktor 3) beobachten. Die Behandlung von HT29 Zellen mit Doxorubicin (Fak-
tor 50) oder Mitoxantron (Faktor 550), und die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Epidoxo-
rubicin (Faktor 10), Paclitaxel (Faktor 13), oder Doxorubicin (Faktor 19) dagegen zeigt grof3e-
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re Unterschiede zwischen den ICs, Werten von Monolayern und MCTS auf. Weiterhin wurde
beobachtet, dass sich die Wirkstoffeffektivitat einer Substanz in den beiden Zelllinien unter-
scheiden kann. Im Allgemeinen scheinen die Mikrosatelliten-instabilen (MSI) HCT-116 Zellen
im Vergleich zu den aneuploiden, Chromosomen-instabilen (CIN) HT29 Zellen im Spharoid-
modell sensitiver gegeniiber den zehn getesteten Wirkstoffen zu sein. Dieser Effekt kann bei

einer Kultivierung im Monolayer nicht beobachtet werden.

Tabelle 22. Ubersicht der ICs, Werte) in HT29 und HCT-116 Monolayern und Sphéaroiden. Zur
Verdeutlichung der Unterschiede der Wirkstoffwirksamkeit in 2-D und 3-D Kulturen und in den
beiden Kolonkarzinomzelllinien wurden die ICsq Werte fir jedes individuelle Experiment mittels
Prism 4 Software (GraphPad Software Inc.) berechnet. Angegeben sind Mittelwerte + SD.

Wirkstoff HT29 . HCT-116 .
Monolayer Spharoid Monolayer Spharoid

5-Fluorouracil 5,6 £3,3 uM nicht erreicht 7,4 12,9 uM 23,6 £19,7 uM
Cyclophosphamid nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht =200 uM
Carboplatin nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht
Cisplatin 100,8 +37,1 pM | 149,8 65,7 pM| 57,3 +16,1 uM | 61,8 +41,6 pM
CCNU/Lomustin nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht nicht erreicht
Paclitaxel 2,0 0,009 nM 7,0 £6,0 nM 4,0+1,0nM | 50,0 + 30,0 nM
Mitoxantron 0,003 £0,003 uM 16,4 £8,3 uM 0,3 0,3 uM 1,0+1,1 uM
Doxorubicin <0,1 uM 3,7 £3,0 pM 0,6 0,1 uM | 11,6 12,1 pM
Epidoxorubicin 0,2 0,1 uM 1,0 £0,7 uM 0,2 £0,2 uM 21+£18uM
Irinotecan 10,2 £2,3 uM nicht erreicht 20,5 £3,9 uM 27,0 £3,7 uM
WMC-79 0,03 £0,0 nM 1,7 1,6 uM 2,0 £2,0 nM 5,5 +7,0 UM
C-1311 1,7+1,2uM | 56,7 £30,2 uM 2,7+1,3uM | 31,7 19,6 uM

Der APH Assay wurde weiterhin zur Untersuchung der Wirksamkeit zweier neuer Wirkstoff-
kandidaten, C-1311 und WMC-79, in MCTS gegeniuber Monolayerzellen verwendet. C-1311
(Symadex) gehort zur Gruppe der C-13xx Imidazoacridinone und wurde erst kirzlich in eine
klinische Studie der Phase Il an Patienten mit metastasierenden Brust- und Kolontumoren
aufgenommen (http://www.xanthus.com/products_symadex.htm). In verschiedenen Tumor-
modellen, einschlieBlich HT29 Kolonkarzinomzellen, zeigt diese Stoffgruppe sowohl in vitro
als auch in vivo eine Uberzeugende Aktivitdt gegentiber Tumoren (Kushierczyk et al. 1994;

Burger et al. 1996; Hyzy et al. 2005). Die in vitro Studien wurden hauptsachlich an Mono-
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layerkulturen durchgefuhrt und weisen auf verschiedene Wirkmechanismen des C-1311 hin.
So konnen Storungen im Zellzyklus und ein Zellarrest in der G,M Phase auf eine Einlage-
rung des Wirkstoffes in die DNA und eine Inhibition der DNA Topoisomerasse Il zuriickge-
fuhrt werden (Augustin et al. 1996; Skladanowski et al. 1996; Burger et al. 1999; Zaffaroni et
al. 2001; Mazerska et al. 2001; Dziegielewski et al. 2002). Vor kurzem konnte unter anderem
auch die Wirkung von C-1311 als selektiver Inhibitor der FLT3 Rezeptortyrosinkinase identi-
fiziert werden (Chau et al. 2006). Die in dieser Arbeit berechneten ICsq Werte fur HT29 und
HCT-116 Monolayerkulturen nach einer 72-stindigen Behandlung betrugen 1,7 pM bzw.
2,7 UM und stimmen mit den Literaturdaten Uberein. Anders als bei frilheren Studien, bei
denen ahnliche Dosis-Wirkungskurven fur Spharoid- und Monolayerkulturen nachgewiesen
wurden, zeigen die hier durchgeflihrten Studien eine deutlich reduzierte Wirksamkeit von C-
1311 auf HT29 und HCT-116 Sphéroide (ICs, = 56,7 UM bzw. 31,7 uM). Diese Diskrepanz
kann dadurch erklart werden, dass in vorherigen Untersuchungen andere Zelltypen einge-
setzt wurden. So lag der Fokus in der Arbeit von Skladanowski und Kollegen (Skladanowski
et al. 1996) auf Fibrosarkomzellen aus der Lunge des chinesischen Hamsters (DC-3F) und
nicht auf humanen Karzinomzellen. Allerdings liegt der Schluss nahe, dass das in dieser Ar-
beit verwendete Kolonkarzinom-Spharoid-Modell aus humanen Zellen besser dazu geeignet
ist, die Wirksamkeit neuer Anti-Tumor-Wirkstoffkandidaten auf epitheliale Tumore beim Men-
schen zu untersuchen.

Der zweite neue Wirkstoffkandidat, WMC-79, dessen Wirksamkeit mittels APH Assay unter-
sucht werden sollte, gehort zur Gruppe der Bisimidazoacridinone (BIAs). Bei einigen Subs-
tanzen dieser Wirkstoffklasse konnte neben einer selektiven anti-tumoralen Wirkung auch
eine anti-virale Wirkung beobachtet werden (Cholody et al. 1992; Hernandez et al. 1995;
Turpin et al. 1998). Die Wirkung von WMC-79 beruht, wie fir alle BIAs, auf der Bindung des
Wirkstoffes an die DNA (Tarasov et al. 2003). Dabei kommt es zur Einlagerung des einen
aromatischen Ringes in die DNA, wahrend der zweite Ring zusammen mit dem Linker in der
kleinen Furche der DNA-Helix liegt. Weiterhin konnten die Arbeiten von Cholody und Kolle-
gen zeigen, dass die zytostatische Wirkung der BIAs auf einen Arrest des Zellwachstums an
den Kontrollpunkten der G; Phase und der G,M Phase zuriickgefiuihrt werden kann (Cholody
et al. 2001). In vitro Studien mit WMC-79 wurden bereits an HT29 und HCT-116 Monolayer-
kulturen durchgefihrt (Cholody et al. 2005; Kosakowska-Cholody et al. 2005). Unter Ver-
wendung des MTT Assays und des LIVE/DEAD Zytotoxizitdtsassays wurde hier beobachtet,
dass WMC-79 eine verstérkte toxische Wirkung auf Zellen hat, die das Tumorsuppressorgen
p53 exprimieren (z.B. HCT-116 p53 **). Das Protein p53 ist ein streng regulierter Transkrip-
tionsfaktor, der als Reaktion auf eine Schadigung der DNA vermehrt gebildet wird. Ein p53-
gesteuerter Arrest des Zellzyklus hindert Zellen mit DNA Schaden an der Proliferation, eine

p53-kontrollierte Apoptose totet sogar selektiv Zellen mit schweren DNA-Schaden ab.
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WMC-79 zeigt aber auch in Zelllinien, die kein oder ein mutiertes p53 in sich tragen (z.B.
HT29 p53 ™) in héheren Konzentrationen einen anti-tumoralen Effek.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weichen von diesen frilheren Beobachtungen ab. So betrugen
die mittels des APH Assays ermittelten ICso Werte fir HT29 und HCT-116 Monolayerkulturen
nach einer 72-stiindigen Inkubation 0,03 nM bzw. 2,0 nM. Hier scheinen also HT29 Zellen,
die ein mutiertes p53 besitzen, sensitiver gegentiber WMC-79 zu sein als p53-Wildtyp tra-
gende HCT-116 Zellen. Dieses Phanomen kann auch in Sphéroid-Kulturen beobachtet wer-
den, wobei die Ergebnisse des APH Assays eine extrem reduzierte Wirksamkeit von WMC-
79 auf HT29 und HCT-116 Spharoide (ICs = 1,7 uM bzw. 5,5 uM) im Vergleich zu Mono-
layerkulturen zeigen. Mdglicherweise kann die starke Reduktion bei HT29 Spharoiden (um
einen Faktor 50000) und HCT-116 Sphéaroiden (um einen Faktor 3000) auf eine beschrankte
Diffusion bzw. Penetration des Wirkstoffes in 3-D Zellgewebe zuriickgefuhrt werden. Die mit-
tels APH Assay gemessene erhdhte Sensitivitdt von HT29 Zellen gegentiber WMC-79 im
Vergleich zu HCT-116 Zellen konnte bislang nicht geklart werden, weitere Arbeiten zur Kla-
rung dieses Phdnomens stehen aus.

Die unterschiedlichen Effekte von Wirkstoffen auf Spharoide und Monolayer, die mit dem
APH Assay aufgezeigt wurden, wurden im Rahmen dieser Arbeit auch tUber Genexpresion-
sanalysen bestatigt. Nach Behandlung mit 5-FU und WMC-79 zeigten Monolayer- und Spha-
roid-Kulturen ein stark unterschiedliches Expressionsmuster, wobei alle behandelten Spha-
roide, unabhangig von Wirkstoff und Spharoiddurchmesser eine sehr ahnliche Genexpressi-
on zeigten.

Es ist bereits bekannt, dass der kombinatorische Einsatz von klassischen Wirkstoffen wie
5-FU und Irinotecan eine verstarkte Wirksamkeit, verlangerte Tumorprogressionszeit und ein
erhohtes Uberleben der Patienten hervorrufen kann (Douillard et al. 2000). Mit Hilfe des APH
Assays konnten erfolgreiche Kombinationstherapien in Sphéaroiden wesentlich leichter auf-
gezeichnet, und die gewonnenen Daten mit denen aus Monolayerkulturen verglichen werden
(Mans et al. 1999; Hofmann et al. 2005; Grivicich et al. 2005a; Grivicich et al. 2005b). Ein
besonderes Potential der Spharoid/APH Assay Plattform liegt also im mdéglichen Einsatz bei
der Testung einzelner und kombinierter Therapiestrategien mit neuen Ziel- und/oder Signal-

weg-spezifischen Behandlungsmodalitaten.
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IV.3 Moglichkeiten fur einen Einsatz von MCTS im High-Throughput-
Screening
Wie bereits erwahnt, konnte der Einsatz des MCTS Modells im industriellen High-
Throughput-Screening einen bedeutenden Beitrag zur besseren Auswahl moglicher Wirk-
stoffkandidaten und deren Anwendung leisten. Bislang scheiterte dies jedoch an den komp-
lexen und wenig standardisierten Kultur- und Analysetechnologien von Sphéroiden. Die ein-
zige systematische Studie von unterschiedlichen Methoden zur Detektion zytotoxischer Ef-
fekte in Sphéaroiden gilt heutzutage als veraltet, da darin nur kleine Sphéaroide ohne Nekrose
untersucht wurden (Kosaka et al. 1996a; Kosaka et al. 1996b). Wirkstoffeffekte auf hypoxi-
sche und Zellzyklus-arretierte Tumorzellen innerhalb eines Sphéroids wurden somit nicht
berucksichtigt.
Bislang galt die Kultivierung von Spharoiden im ,Liquid-Overlay“-Verfahren als die wohl viel
versprechendste Methode zur Adaption der MCTS-Technologie fir einen Einsatz im HTS
(Kunz-Schughart et al. 2004). So konnte mit dieser Methode eine Technik auf Sphéaroide
Ubertragen werden, die urspringlich fiur eine Applikation an Monolayerkulturen entwickelt
wurde. Mit Hilfe des APH Assays ist es nun moglich, Wirkstoffeffekte durch Bestimmung der
Zytotoxizitat/Vitalitdt in Spharoiden zu erkennen. Weiterhin bietet die automatisierte Bildauf-
nahme mittels eines AxioVert 200M Mikroskops und die (semi)automatisierte Bildanalyse
mittels AxioVision 4.5 Software nun eine schnelle Methode, um Wirkstoffe auf ihre wach-
stumsmodulierenden Effekte in Spharoiden zu untersuchen. Die Standardisierung und Au-
tomatisierung der Sphéaroidkultivierung im Liquid-Overlay als Voraussetzung fir einen Ein-
satz im HTS konnte durch die Verwendung eines automatischen Pipettiersystems voranget-
rieben werden. Zudem koénnte in Zukunft die zeit- und arbeitsintensive Beschichtung von
Mikrotiterplatten mit Agarose mdglicherweise vermieden werden, da mit der Produktreihe
HydroCell der Fa. Nunc™ hodchstwahrscheinlich ein kommerziell erhaltliches Plattensystem
zur Generierung und Kultivierung von Spharoiden im 96-Well Format gefunden wurde. Der
Nachteil dieser potentiellen HTS Analysemethoden an Sphéaroiden ist, dass der Effekt von
Wirkstoffen immer als Gesamtreaktion aller im Sphéaroid vorhandenen Zellen wiedergegeben
wird. Ein Testsystem nach diesen Vorgaben weist zwar alle Vorteile eines 3-D in vitro Mo-
dells auf, die Information Uber den Effekt von Wirkstoffen auf einzelne Zellen an unterschied-
lichen Orten im Spharoid geht so jedoch verloren.
Eine Testmethode, die die morphologischen und physiologischen Verhaltnisse im Sphéaroid
besser berucksichtigt, konnte die Konfokalmikroskopie sein. Der Einsatz von Fluoreszenz-
markierten Zellen bei der Generierung von Spharoid kénnte die Eindringtiefe bei der Konfo-
kalmikroskopie in Sphéroide weiter erh6hen und somit in Zukunft eine automatisierte Analy-
se der Penetration von Wirkstoffen in einzelne Spharoide erméglichen. Fir eine optimale

Wirkung mussten Substanzen in einem MCTS Kultursystem in Tumor-dhnliches Gewebe
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eindringen kénnen. Das Potential von 3-D Modelsystemen zur Untersuchung von Effekten
bei der Wirkstoffpenetration wurde bereits an MCTS und in Multilayern untersucht (Durand
1990; Wenning et al. 1999; Desoize et al. 2000; Padron et al. 2000; Hicks et al. 2003; Martin
et al. 2003).

Entsprechend zu zellularen Assays gibt es Testsysteme, die eine einfache Untersuchung
von Wirkstoffen mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften in die einzelnen Tumorsphéa-
roide in einem Multiwellformat ermdglichen. Durch Beobachtung der Wirkstoffaufnahme in
die einzelnen Sphéaroide als Funktion der Zeit kénnen somit kinetische Berechnungen und
eventuell sogar geltende Diffusionskoeffizienten erstellt werden (Freyer et al. 1983; Casciari
et al. 1988; Groebe et al. 1994). Um Wirkstoffeffekte auf die Viabilitat von Zellen im Inneren
eines Spharoids zu erfassen, kénnte man einfache Farbemethoden zur Bestimmung des
Ausmalfles der Nekrose in einzelnen Spharoiden entwickeln. So gibt es bereits andere Far-
bemethoden zur Detektion von Apoptose, Proliferation und diversen metabolischen Markern,
die fur ein Bild-gestitztes Screening an MCTS verwendet werden kdnnten. Die Weiterent-
wicklung solcher Techniken, die dann im HTS Format eingesetzt werden kdnnten und die
Reaktion spezifischer Subpopulationen in Spharoiden zeigen, wirde den Stellenwert von
Sphéaroiden als Hilfsmittel im Wirkstoff-Screening deutlich steigern.

Ein weiteres Forschungsgebiet, das in naher Zukunft ein Sphéroid-basiertes HTS stitzen
konnte, ist die allgemeine Miniaturisierung der Zellkultivierung. Dazu z&hlen unter anderem
auch so genannte ,microfluidic devices”. In diesem System kdnnen mehrere einzelnen Spha-
roide in abgetrennten Kulturkammern kultiviert werden, die im Durchflussverfahren standig
mit neuen Nahrstoffen versorgt werden. In Kombination mit einem Computer-gesteuerten
Aufnahmeverfahren kdnnte man so das Wachstum von Spharoiden, die Penetration ver-
schiedener Wirkstoffe, oder aber auch die Kinetik einer mdglichen Reaktion von Spharoiden
auf neue Wirkstoffe bestimmen (Thielecke et al. 2001a; Thielecke et al. 2001b).

Der Einsatz von Sphéaroiden im HTS wird unter anderem dadurch limitiert, dass das Wach-
stum von Zellaggregaten im Vergleich zu Monolayerkulturen relativ viel Zeit in Anspruch
nimmt. Dies tritt besonders dann zu Tage, wenn man Sphéaroide verwenden will, die einen
Proliferationgradienten und einen zentralen nekrotischen Kern ausbilden, und dazu Uber ei-
nen kritischen Durchmesser hinaus wachsen muissen. Bis aus einem einfachen Zellaggregat,
bestehend aus nur wenigen Zellen, ein typisches Tumorspharoid mit gradueller Verteilung
von Proliferation und Zellviabilitdt entsteht, kbnnen je nach Zelllinie zwei bis vier Wochen
vergehen. Diesen Prozess kdénnte man beschleunigen, indem man die Zellzahlen bei der
Aussaat zur Generierung einzelner Spharoide erhoht, und so eine Zellaggregation forciert.
Bis zur Entstehung eines pathophysiologischen Gradienten werden jedoch immer einige Ta-
ge vergehen. Fir viele Anwendungen im HTS wirde dies bedeuten, dass sich lediglich die

Zeit, die zur Vorbereitung eines Assays bendtigt wird, verlangert. Sind MCTS erst einmal



Diskussion 134

etabliert, so kann das eigentliche Screening genauso schnell wie mit Monolayerkulturen
durchgefuhrt werden. Die vielen Vorteile eines potentiellen Einsatzes von Sphéroiden im
HTS wiegen dabei die Nachteile, die durch einen héheren Zeitaufwand entstehen, bei Wei-
tem auf.

Vorwegnehmend seien an dieser Stelle auch Sphéroid-Co-Kulturen aus ,normalen“ und aus
Tumorzellen fir ein mogliches erweitertes Wirkstoffscreening erwahnt (Details siehe Kapitel
IV.5). Hierzu mussten jedoch Techniken entwickelt werden, mit denen es moglich, ist grofRe
Mengen an Sphéaroiden derselben Gré3e und mit der gleichen zellularen Zusammensetzung
zu erhalten. So kénnte der Einsatz von Zelllinien, die fluoreszierende Marker (z.B. GFP) ex-
primieren, die Analyse von Spharoid-Co-Kulturen verbessern. Mittels eines modifizierten
Durchflusszytometers kénnten Sphéaroid-Co-Kulturen dann anhand von Gréf3e und Intensitéat
des Fluoreszenzsignals ausgesucht werden (Freyer et al. 1987). Weitere Entwicklungen auf
diesem Gebiet sollten es ermdglichen, eine Auswahl standardmaRig verwendeter, sehr gut
charakterisierter Spharoid-Co-Kulturen aufzustellen, welche die Zell-Zell-Interaktionen zwi-
schen ,normalen“ und Tumorzellen in ein HTS einbinden kbénnten. Zusatzlich/Alternativ dazu
kénnte die konfokale Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse von solchen Co-Kulturen verwen-
det werden (Chatterjee et al. 2000; Yoshida et al. 2002; Yoshida et al. 2003).

Obwohl zukunftig noch weitere technologische Entwicklungen und eine erweiterte Standardi-
sierung fiur ein High-Throughput-Wirkstoff-Screening auf Basis von MCTS notwenig sind,
sprechen viele Argumente eindeutig fir einen Einsatz von Sphéaroiden. Die stete Weiterent-
wicklung der Sphéaroidtechnologie in den letzten Jahren hat jedoch das Potential von MCTS
fur einen Einsatz im Wirkstoff-Screening bereits merklich erhéht. Zu diesen Neuerungen zah-
len unter anderem die in dieser Arbeit entwickelten Methoden zur Standardisierung und Au-
tomatisierung der Spharoidkultivierung und -analyse. In naher Zukunft sollte es mdglich sein,
weitere Techniken fur einen schnellen und einfachen Nachweis einer zytotoxischen Wirkung

oder eines Wachstumsarrests von Zellen in Sphéroiden im HTS Format zu entwickeln.

IV.4 MCTS und experimentelle Therapeutik

Wachstum und Histomorphologie bei Sphéroiden kénnen sich abhangig vom Tumorzelltyp
unterscheiden. Wie bereits erwéhnt sind aufgrund der spharischen Geometrie trotzdem di-
verse physiologische Eigenschaften bei allen MCTS gleich. Sphéaroide sind daher bestens
geeignet, um therapeutische Fragestellungen, die sich mit metabolischen und proliferativen
Gradienten befassen, zu untersuchen. Dazu z&ahlen unter anderem die Effekte in chronisch
hypoxischen Tumorzellen, aber auch 3-D Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen bei der Ra-
dio- und Chemotherapie. In den ersten zwanzig Jahren konzentrierte sich die Arbeit mit

Sphéaroiden in der experimentellen Therapeutik hauptsachlich auf verschiedene Studien im



Diskussion 135

Bereich der Radiotherapie. Diese Arbeiten wurden in mehreren zwar alteren, aber immer
noch sehr aufschlussreichen Artikeln und Bichern zusammengefasst und diskutiert, die zu-
dem das Phanomen der Hypoxie und der Zell-Zell-Kontakt-vermittelten Radioresistenz be-
handeln (Carlsson et al. 1989; Freyer 1992; Buchsbaum et al. 1993; Olive et al. 1994; Muel-
ler-Klieser 1997; Santini et al. 1999). Obwohl verschiedene Arbeitsgruppen auf diesem Ge-
biet weiterhin aktiv forschten, ging die Zahl der wissenschaftlichen Artikel, die sich mit die-
sem Thema beschéftigten, in den 1990ern stetig zurtick. Gleichzeitig wurde die Sphéaroid-
Technologie verstarkt in anderen Gebieten der experimentellen Therapeutik, wie z.B. der
Chemotherapie, der Zell- und Antikdrper-basierenden Immuntherapie, der Hyperthermie, der
Gentherapie oder zur Untersuchung fotodynamischer Behandlungen eingesetzt (Mueller-
Klieser 1987; Olive et al. 1994; Mueller-Klieser 1997; Desoize et al. 1998; Mueller-Klieser
2000; Desoize et al. 2000). Olive und Mitarbeiter befassten sich dabei vor allem mit dem As-
pekt der Wirkstoffresistenz, indem sie regelmafig den Comet Assay zum Nachweis von Zel-
len mit DNA-Schéadigung verwendeten (Durand et al. 1992; Olive et al. 1994).

Bis heute wurde eine Vielzahl klassischer Therapeutika an Spharoid-Kulturen getestet. Auf-
grund der verschiedenen verwendeten Sphéaroid-Typen, der unterschiedlichen Kulturbedin-
gungen und der wenig standardisierten analytischen Methoden und Endpunkte ist ein Ver-
gleich der individuellen, unabh&ngigen Studien allerdings nur schwer moglich. Als analyti-
sche Endpunkte bei der Testung neuer Therapieansatze an Spharoiden kann neben der be-
reits erwéhnten Spharoidenintegritat und dem erneuten Wachstum von Sphéaroiden auch die
Zellvitalitat in Spharoiden nach einer Behandlung dienen. Grol3es Interesse gilt hier vor allem
dem Volumenwachstum von Sphéaroiden als Funktion der Zeit in Kultur. Durch Bestimmung
definierter Endpunkte des Volumenwachstums entlang der Wachstumskurve ware es mog-
lich Therapiebedingte Wachstumsverzdgerungen von Sphéroiden nach Behandlung zu er-
mitteln.

Vor Kurzem untersuchte Mellor et al. die Effekte von 5-Fluorouracil (5-FU), Vinblastine, Do-
xorubicin und Cisplatin in proliferierenden und ruhenden Sphéroiden aus DLD-1 Kolon-
Adenokarzinom-Zellen (Mellor et al. 2005). Die Wirksamkeit der verschiedenen Reagenzien
wurde durch Analyse des Spharoidvolumenwachstums und des Uberlebens von Zellen, hier
mittels Methylenblau Farbung, bestimmt. Dabei konnten groRe Unterschiede in der Reaktion
der Zellen auf die verschiedenen Wirkstoffe festgestellt werden. Zusétzlich wurde gezeigt,
dass ein und derselbe Wirkstoff unterschiedlich stark auf Zellen verschiedener Proliferations-
stadien wirkt.

Weiterhin untersuchte Orlandi et al. die Effekte von Idarubicin und Idarubicinol in MCF-7
Brusttumorzellen, sowohl in Monolayer- als auch in Spharoid-Kultur. Hier zeigte sich in bei-
den Kultursystemen eine signifikante Wirkstoffaktivitat, wobei die Werte fir die halbmaximale

inhibitorische Konzentration (ICso-Werte) nach 24 h Behandlung bei Spharoiden leicht erhoht
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waren (Orlandi et al. 2005). Es scheint, dass die Wirkstoffresistenz in dieser Studie stark von
der Behandlungszeit abhéngig ist. Es darf deshalb dartber spekulieren, ob diese Ergebnis
nicht auf einer Wirkstoffresistenz auf zellularer Ebene, sondern auf einer ungleichmafigen
Wirkstoffverteilung im Sphéaroid beruht. Im Gegensatz dazu konnte Muir et al. in Sphéaroiden
der humanen Brustkarzinom-Zelllinie MDA-MB 231 im Vergleich mit Monolayern sogar eine
verringerte Resistenz gegentber Doxorubicin nachweisen (Muir et al. 2006).

Von grof3em Interesse ist naturlich auch die Kombinationstherapie verschiedener Wirkstoffe
und/oder Radiosensitizern mit Einzel- und frakionierter Bestrahlung. 2004 konnte die Ar-
beitsgruppe um Lambert die supra-additiven Effekte von Cisplatin, Gemcitabin oder 5-FU mit
einer Bestrahlungstherapie in HepG2 Spharoiden beschreiben (Lambert et al. 2004). Diesel-
ben Kombinationen wurden auch in Gliom- und Glioblastom-Zelllinien (GaMg, U87, Gli-6)
und/oder spharoidahnlichen Zellverbanden aus Primargeweben untersucht und mit den Da-
ten aus Monolayer-Kulturen verglichen (Genc et al. 2004; Fehlauer et al. 2005; Fehlauer et
al. 2006). Nach Behandlung mit dem selektiven mMTOR (mammalian target of rapamycin)
Inhibitor Rapamycin und dem zyklin-abhangigen Kinaseinhibitor Roscovitin konnte im U87-
Gliom-Spharoid-Modell die erhéhte Wirkung einer fraktionierten Bestrahlung nachgewiesen
werden. Interessanterweise trat der additive Effekt des Rapamycins in zweidimensionalen
Kulturen nicht zu Tage (Eshleman et al. 2002). Radiosensitivierung und additive/supra-
additive Effekte wurde auch fur das Xanthin-Derivat Pentoxyfyllin in T98G-Gliom-Sphéaroiden
nachgewiesen. Hierbei wurde der grof3te Effekt bei einer intermittierenden Strahlendosis be-
schrieben (Eley et al. 2002). Der Hsp-90 (heat shock protein)-Inhibitor 17-N-Allyl-amino-17-
Demethoxy-Geldanamicin (17-AAG) wurde in LNCaP und CWR22Rv1 Prostata-Karzinom-
Sphéroiden untersucht und zeigte ebenfalls Potential zur Radiosensitivierung (Enmon et al.
2003). Ein weiteres Beispiel ist die Arbeit von Khaitan et al. zum Vergleich von Radiomodifi-
kationen durch 2-Desoxyglukose (2-DG) in Monlayer- und Spharoid-Kulturen der humanen
Gliom-Zelllinie BMG-1 (Khaitan et al. 2006). 2-DG, das auch den Ausgangsstoff fur den am
haufigsten zur Positronen-Emissionstomographie (PET) verwendeten Radiotracer [18 FJFDG
bildet, verstarkt hier den Strahlungsbedingten Zelltod in Spharoiden erheblich mehr als in

Monolayer-Zellen.
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IV.5 Von homologen zu heterologen MCTS

Wie schon erwahnt, haben die neuesten Entwicklungen den Weg fir die Verwendung von
MCTS als ein Modell fur Tumorpathophysiologie in der Anti-Tumor-Wirkstoff-Testung geeb-
net. Allerdings wurde auch klar, dass Sphéaroid-Monokulturen das Tumormilieu nicht in allen
Aspekten widerspiegeln. Darum hat man versucht, verschiedenste komplexe, auf Spharoi-
den basierende Kulturen, die die Heterogenitat in Tumoren nachahmen sollen, zu entwickeln
(Abbildung 89). Diese Systeme bieten beachtliche Moéglichkeiten, um heterologe Zellinterak-
tionen in Tumoren in vitro unter definierten Bedingungen zu untersuchen. Obwohl sie noch
nicht fur ein Wirkstoff-Screening genutzt werden kénnen, betrachtet man sie dennoch als
Meilenstein, um spezielle Problemstellungen in Bezug auf Wirkstoff und Behandlung zu kla-
ren. Eine besondere Herausforderung bei der Sphéroid-Co-Kultivierung ist, mehrere Spha-
roidgenerationen mit gleichen Anteilen der unterschiedlichen Zelltypen zu generieren. Prinzi-
piell ist eine solche Uniformitat die Voraussetzung fur eine Wirkstoff-Screening-Plattform.
Eine Strategie von Interesse ist die Co-Kultivierung Therapie-anfalliger Tumorzellen (siehe
Abbildungen 89 und 90). Man konnte bereits solche gemischten ,Mosaik- oder Hybrid- Spha-
roide* generieren. Dabei wurden vor allem Zelllinien oder Zellklone aus Blasen- oder Brust-
karzinomen, die durch ihre unterschiedliche Sensitivitat gegenuber Wirkstoffen wie Cisplatin
oder BCNU (Bis-chlorethylnitrosourea), oder durch ihr unterschiedliches Differenzierungs-
muster definiert sind, verwendet (Tofilon et al. 1987; Bradley et al. 1994; Frenzel et al. 1995;
Song et al. 2004; Persaud et al. 2005). Kirzlich sorgte ein gemischtes Sphéaroidsystem, das
im NASA Bioreaktor kultiviert wurde, und aus den drei sehr gut bekannten Brusttumorzellli-
nien MCF-7, ZR-54-1 und MDA-MB-231 bestehend, die mit verschiedenen fluoreszierenden
CellTracker Sonden markiert waren, fir Aufsehen (Vamvakidou et al. 2007). Bei der Ver-
wendung solcher Systeme sollte man nicht vergessen, dass sich Zellen im 3-D Verband in
Bezug auf Zellanhaftung, -Uberleben, die Proliferation und Migration mdglicherweise anders
verhalten kdnnen. Auch wenn identische Zellzahlen jeder Zelllinie ausgesat wurden, kénnen
diese Eigenschaften die Histomorphologie und die Zellverteilung in gemischten Sphéaroiden
maldgeblich beeinflussen. Das Verhéltnis der Zellen nicht nur zum Zeitpunkt der Aussaat,
sondern auch bei der Behandlung, und ihre Verteilung im Spharoid sind nur einige Parame-
ter, die die Reaktion von Sphéaroiden auf eine Wirkstoffoehandlung beeinflussen kdénnen.
Betrachtet man die historische Entwicklung innerhalb der Wirkstoffentwicklung, von allge-
mein zytotoxischen hin zu zielspezifischen Wirkstoffkandidaten, so kdnnte es zu einem spe-
zZiellen Einsatz von 3-D Co-Kulturen kommen, die aus Zellklonen, die sich nur in bestimmten
Genen unterscheiden, bestehen. Ein solches Mosaik-Spharoid, bestehend aus zwei Popula-
tionen einer Zelllinie, die sich in nur einem Gen unterscheiden, konnte bereits von Boyd et al.
genutzt werden, um zielspezifische Behandlungsmodalitaten zu untersuchen (Boyd et al.
2002; Boyd et al. 2004)



Diskussion 138

| Initiierung | | Entstandene Co-Kultur |
i 1
Zelltyp A in Suspension ngmlschtes MCS M
+ =) ==
Zelltyp B in Suspension @“:’g

-+

Zelltyp A Sphéroid (MCS)

+
Zelltyp B in Suspension

Zelltyp A Sphéaroid (MCS)
+ = “
Zelltyp B Sphéaroid (MCS)
oder
[Embryoid body* (EB) | =) “
= embryonale @
Stammzellkultur

®)
Zelltyp A Sphéroid (MCS)
. ':D Monolayer

Zelltyp B Monolayer
oder
Zelltypen B + C Multilayer IZ:)

Tz
2 =
—— -

Abbildung 89. Ubersicht iiber mogliche Strategien zur Sphéroid-Co-Kultivierung von Tumor-
und Stromazellen, um heterologe Interaktionen im Tumorgewebe zu untersuchen (a). Die am
héufigsten zur Co-Kultivierung verwendeten Zellen sind Tumorzellen (T), Immunzellen (I), Fib-
roblasten (F) und Endothelzellen (EC). Fir Ansatze, die nicht zur Tumorforschung dienen kén-
nen auch andere Zelltypen eingesetzt werden. Im Gegensatz zu Immunzellen, die vor allem als
Zellsuspension verwendet werden, kommen Fibroblasten und EC sowohl als Suspensionen,
als auch in vorkultivierten adharenten Systemen (Sphéarioden, Monolayer) zur Co-Kultivierung
von Tumorzellen und Tumorzell-Sphéaroiden zum Einsatz. Eine Co-Kultivierung von Sphéroiden
und Multilayer-Kulturen (z.B. EC + F Multilayer) wurde zwar in Betracht gezogen, jedoch noch
nicht umgesetzt. Reprasentative Literaturstellen zur Co-Kultivierung von MCTS sind: (1) (Tofi-
lon et al. 1987; Thomsen et al. 1992; Frenzel et al. 1995; Nakamura et al. 1999; Boyd et al. 2001,
Boyd et al. 2002; Djordjevic et al. 2006; Spoettl et al. 2006); (2) (Hauptmann et al. 1993; Konur et
al. 1998; Siegert et al. 1999; Heimdal et al. 2001; Olsnes et al. 2002; Furbert-Harris et al. 2003;
Silzle et al. 2003; Gottfried et al. 2006); (3) (Schuster et al. 1994; Kunz-Schughart et al. 1998;
Kunz-Schughart et al. 2001); (4) (Wartenberg et al. 2001; Wartenberg et al. 2003; Wartenberg et
al. 2006; Gunther et al. 2007); (5) (Brouty-Boye et al. 1994; Offner et al. 1996). Die Histomorpho-
logie von Sphéroid-Co-Kulturen wird zumeist an Mittelschnitten untersucht. Diese erhalt man
nach einer Kryo-Konservierung oder Paraffin-Einbettung und anschlieRender Histologie.
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Abbildung 90. Beispiele fir Immunhistochemisch bzw. -fluoreszent gefarbte Mittelschnitte von
Spharoid-Co-Kulturen bestehend aus zwei oder drei Zelltypen sind in (b) dargestellt. Zelltypen
und die Kulturtechnik wird in der Abbildung ndher beschrieben. (Friedrich et al. 2007)

Andere Anwendungen mit Spharoid-Co-Kulturen befassen sich mit verschiedenen Typen
stromaler Zellen. Dabei werden Immunzellen, wie z.B. Monozyten, Makrophagen, dendriti-
sche Zellen (DC), T-Lymphozyten oder auch natirliche Killerzellen (NK) untersucht. Diese
Zelllinien werden vor allem als Zellsuspensionen Tumor- oder Fibroblastensphéroiden zuge-
geben. So kann man ihre Migration und Reifung oder Aktivierung beobachten. Mit einem
dieser Systeme konnte Spoettl et al. die intestinale Differenzierung von Monozyten untersu-
chen. Dabei wurde ein Spharoidmodell aus HT29 Kolonkarzinomzellen verwendet, die spezi-
fisch eines der zwei zu untersuchenden Chemokine Uberexprimierten (Spoettl et al. 2006;
Spoettl et al. 2007). Es wird vermutet, dass eines dieser beiden Chemokine auch an der Mig-
ration von Monozyten in Stromafibroblasten-Spharoide aus Brusttumorgewebe beteiligt ist
(Silzle et al. 2003).

Weitere Techniken der Spharoid-Co-Kultivierung wurden dazu verwendet, um die Interaktio-
nen zwischen Tumorzellen und stromalen Fibroblasten zu untersuchen. Die experimentellen
Ansétze reichen dabei von (a) gemischten Sphéaroiden, (b) MCTS, die auf Fibroblasten-
Monolayern kultiviert wurden (Brouty-Boye et al. 1994), Uber (c) MCTS, die mit vorgeztichte-

ten Fibroblasten-Spharoiden co-kultiviert wurden (so genannte ,Konfrontationskulturen®)
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(Schuster et al. 1994; Kunz-Schughart et al. 1998), und (d) Fibroblastensuspensionen, die
MCTS zugegeben werden, bis hin zur (e) Inkubation von Fibroblasten-Sphéaroiden mit Tu-
morzellsuspensionen (Brabletz et al. 2004). Die letztgenannte Technik diente dazu, einige
wichtige pathologische Phanomene wie z.B. die Migration von nicht-aggregierenden Tumor-
zellen an der Invasionsfront ins Stroma zu untersuchen. Vermutlich schitten Fibroblasten,
die bekanntermafen eine Vielzahl von Molekilen der ECM bilden, im Tumorgewebe und in
Sphéroid-Co-Kulturen Zytokine und Wachstumsfaktoren aus und/oder interagieren direkt mit
den Tumorzellen (Kunz-Schughart et al. 2002a; Kunz-Schughart et al. 2002b), was die the-
rapeutische Wirkung beeinflussen kann. Darum kdnnen diese Co-Kultur-Modelle eindeutig
dabei helfen, den Einfluss der stromalen Umgebung auf die Wirkstoffeffizienz zu verstehen.
Im Gegensatz zur Radiotherapie ist ein Einsatz dieser Systeme im Wirkstoffscreening zur
Zeit noch vernachlassigt worden. Die Idee, die Auswirkungen einer Bestrahlung und anderer
Behandlungen auf das Uberleben und die Klonogenitat von Tumorzellen mittels Einsatz von
Hybrid-Spharoiden aus Fibroblasten und Tumorzellen aufzuzeigen, ist allerdings nicht neu,
sie wurde aber eher nur selten umgesetzt (Djordjevic et al. 1990; Lange et al. 1992; Djordje-
vic et al. 1998). Supralethal-bestrahlte Fibroblasten dienten hier als ,Futterzellen®.

Da das Tumorstroma zusatzlich zu Immunzellen und Fibroblasten unterschiedliche Mengen
endothelialer Zellen (EC) enthalt, ist die Co-Kultivierung von Sphéroiden mit EC ein weiteres,
interessantes Forschungsgebiet. Aufgrund der Entwicklung von kombinatorischen Therapien
mit antiangiogenetischen Substanzen, wird diese Methode in naher Zukunft immer mehr an
Bedeutung gewinnen. Die Technik zur Kultivierung von MCTS auf konfluent-wachsenden EC
mit darunter liegender ECM wurde in der Vergangenheit zur Beobachtung der Tumorzelleva-
sion verwendet (Vermeulen et al. 1996). Mit nur geringem Erfolg konnten gemischte Spha-
roide aus Tumor- und Endothelzellen zur Beobachtung der Angiogenese kultiviert werden.
Gleiches gilt fur die Aussaat von EC-Suspensionen und MCTS zur Erforschung der Migration
von EC. Indessen konnten Timmins et al. unter Verwendung der Methode des ,hangenden
Tropfens” ein Netzwerk aus EC in HCT116 Kolonkarzinom-, und wesentlich deutlicher in
HepG2 Leberzellkarzinom-Spharoiden beobachten (Timmins et al. 2004). Bislang ist nicht
bekannt, ob die EC-Netzwerke auch in anderen Tumor-Sphéaroid-Typen ausgebildet werden
kénnen. Beobachtungen in Fibroblasten-Spharoiden, die mit EC co-kultiviert wurden lassen
darauf schlieRen, dass zumindest einige Tumorzelltypen das fibroblastische Stroma zur
Ausbildung von netzwerk-artigen, tubuldren Strukturen in Spharoiden bendétigen (Kunz-
Schughart et al. 2006). Im Gegensatz zu Tumorzellen - oder Fibroblasten-Sphéaroiden, die
nach Co-Kultivierung mit EC netzwerk-artige Strukturen ausbilden, resultiert die Co-
Kultivierung von EC und glatten Muskelzellen im Sphéaroid in einer vdllig unterschiedlichen
Morphologie. Dabei bilden die glatten Muskelzellen einen inneren Kern, der von einer

Schicht aus EC umgeben ist (Korff et al. 2001). Bereits seit 1998 wurde ein Vorlaufer dieser
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Methode mit homologen Sphéaroiden aus EC verwendet, die abh&ngig von Zugabe von Me-
thocylzellulose (Methocel) und einer ermdglichten Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten in Kul-
tur gehalten werden konnten (Korff et al. 1998). Um die Wanderungsprozesse von EC zu
verfolgen oder um Modulatoren der Angiogenese zu identifizieren kdnnen die EC-Sphéaroide
dann gesammelt und in dreidimensionale ECM-Gele eingebettet werden. Weiterhin wurden
diese EC-Spharoide mit organotypischen oder fragmentierten Spharoiden zur Beobachtung
und Manipulation der Angiogenese in Gliomen und in Hirntumoren co-kultiviert (Goldbrunner
et al. 2000; Goldbrunner et al. 2004). Schliel3lich sollte auch erwahnt werden, dass eine Tu-
mor-induzierte Angiogenese bereits in einem weiteren interessanten Testsystem, namlich in
Konfrontationskulturen von Spharoiden mit Embryoidkérperchen, beobachtet werden konnte
(Wartenberg et al. 2001; Gunther et al. 2007). Der Nachteil dieses Systems liegt jedoch in
der bendtigen Zugabe von nicht-humanen, pluripotenten Stammzellen der Maus. Beispiele
fur immunhistochemisch bzw. -fluoreszent gefarbte Mittelschnitte von Sphéaroid-Co-Kulturen,
die unterschiedlich histologisch behandelt wurden, sind in Abbildung 4 (b) dargestellt.
Zusatzlich zu den Co-Kulturen aus Zelllinien, Zellklonen und Primérzellen wéchst das Inter-
esse an der Verwendung von so genannten fragmentierten Sphéroiden, die aus Tumorbiop-
sien/-geweben angeziichtet wurden (De et al. 2000; Heimdal et al. 2001; Kross et al. 2005;
Olsnes et al. 2005). Diese Methode scheint fiir eine individualisierte, Patienten-spezische
Therapietestung besonderer vielversprechend zu sein, mag sich dafir aber weniger flr einen
Einsatz im Wirkstoff-Screening in gro3eren Mal3stdben eignen. Will man dieses System zur
Wirkstofftestung verwenden, so muss man beispielsweise dartuber nachdenken, dass es zu
interindividuellen Variationen in fragmentierten Sphéaroiden aus verschiedenen Sektionen
eines einzelnen Tumors kommen kann. Trotzdem wird auch dieser neue, faszinierende As-
pekt in einigen zukiunftigen Wirkstoff-Screening-Ansatzen wachsende Beachtung finden.
Trotz der vielen moglichen Weiterentwicklungen bei der Analyse und der Kultivierung von
Spharoid-Co-Kulturen kann das Spharoid in vitro Modell jedoch auch in Zukunft Tierversuche
im Wirkstoff-Screening Prozess niemals vollstdndig ersetzen, es kann jedoch zu einer star-

ken Reduktion von Tierversuchen beitragen.
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V. Zusammenfassung

Durch Optimierung, Standardisierung und Adaption von Kulturbedingungen und Analytik soll-
te in dieser Arbeit das dreidimensionale MCTS-Modell an industrielle Anforderungen beim
Wirkstoff-Screening angepasst werden. So wurde die (Teil-)Automatisierung und Standardi-
sierung der Spharoidkultivierung weiter vorangetrieben. Bisher war die Kultivierung von
Sphéroiden im ,Liquid-Overlay“-Verfahren sehr zeit- und arbeitsintensiv, und daher nur be-
dingt fur einen Einsatz bei der routinemafRigen Wirkstofftestung geeignet. Mit Hilfe des Se-
rialMate® Automated Multichannel Pipetting Systems (Thermo Fisher Scientific) konnte die
Aussaat und die Behandlung mit Wirkstoffen sowohl von Sphéroiden im ,Liquid-Overlay* als
auch von Monolayerkulturen im 96-Well Format teilautomatisiert werden. Zusétzlich wurde
gezeigt, dass mit Plattensystemen der Firma Nunc™ erstmals sehr gute und reproduzierbare
Ergebnisse bei der Spharoidbildung auf kommerziell erhéltlichen Platten erzielt werden kdn-
nen. Eine zukinftige wissenschaftliche Zusammenarbeit mit Nunc™ soll belegen, dass das
viel versprechende ,HydroCell* Plattensystem den Einsatz von Spharoiden im HTS ermdgli-
chen kann.

Bislang gab es hinsichtlich eines Wirkstoff-/Therapie-Screenings keine automatisierten Me-
thoden zur Analyse des Sphéaroidvolumens bzw. -durchmessers. In dieser Arbeit wurde die
Bildaufnahme von Sphéaroiden einer 96-Well Mikrotiterplatte mit Hilfe eines
Axiovert 200 M Inversmikroskops und der AxioVision 4.5 Software (Zeiss) vollstandig auto-
matisiert, wodurch es nun problemlos mdglich ist, den Sphéaroiddurchmesser im HTS uber
einen langeren Zeitraum hinweg zu bestimmen. Anstelle von 30 Minuten pro Platte bei friihe-
rer manueller Bildaufnahme betrégt die Aufnahmezeit mit dem Axiovert 200 M Inversmikros-
kop nur mehr 10 Minuten. Dazu erlauben in die AxioVision 4.5 Software implementierte bild-
verarbeitenden Algorithmen eine (semi-)automatisierte Analyse des Sphéaroid-Wachstums
bzw. einer Wachstumsverzégerung nach einer Behandlung mit wachstumsférdernden bzw. -
hemmenden Faktoren und Wirkstoffen.

Neben der Analyse des Spharoid-Wachstums sollte die Bestimmung der Zellvitali-
tat/Zytotoxizitat in Spharoiden als weiterer Parameter zur automatisierten Analyse von Spha-
roiden dienen. Viele bereits kommerziell erhéltliche Zellvitalitatsassays, wie der Live/Dead®
Viability/Cytotoxicity Kit, der ApoGlow™ Adanylat Nucleotide Ratio Assay, der Vybrant® Cy-
totoxicity Assay, CytoTox-One™ Homogeneous Membrane Integrity Assay, der ToxiLight®
BioAssay Kit, CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, oder der ATP-TCA
Assay konnten noch nicht fur einen Einsatz an 3-D Kulturen adaptiert werden. In dieser Ar-
beit wurde gezeigt, dass nach einer Modifikation des Standardprotokolls der ursprunglich far
Monolayerkulturen entwickelte Acid Phosphatase (APH) Assay an sieben Kolonkarzinomzell-
Sphéroiden (DLD-1, HCT-116, HCT-15, HT29, KM12L4A, KM20L2 und WiDr) einfach und
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schnell durchfihrbar ist. Eine Dissoziation der Sphéroide ist dabei nicht notwendig, das APH
Signal ist abhangig von der Zelllinie bis zu einem maximalen Spharoiddurchmesser von 530-
900 pm linear und hoch sensitiv. Mit Hilfe des APH Assays war es nun moglich, die Effekte
zehn bereits bekannter Wirkstoffe (Doxorubicin, Paclitaxel, Carboplatin, Cisplatin, 5-FU, Mi-
toxantron, CCNU/Lomustine, Irinotecan und Epidoxorubicin) und zweier neuer Anti-Tumor-
Wirkstoffkandidaten (C-1311 und WMC-79) auf HT29 und HCT-116 Monolayer- und Spha-
roid-Kulturen zu untersuchen. Die Berechnung der ICso Werte erlaubte es, die erhaltenen
Ergebnisse miteinander bzw. mit Literaturdaten zu vergleichen. Erganzend zum APH Assay
wurde ein komplexes Genexpressionsmonitoring an 5-FU- bzw. WMC-79-behandelten HT29
Monolayer- und Sphéaroid-Kulturen durchgefuhrt, was ein deutliches Clustering der Spharoid-
zellen gegentber Monolayerzellen unabhangig von Wirkstoff, Wirkstoffkonzentration und
Wachstumsstatus erkennen lasst.

Ein weiterer interessanter Aspekt flr eine potentielle automatisierte Analyse von Spharoiden
ist das Auswachsverhalten bzw. die Migration von Sphéaroidzellen auf Kollagen Typ I-
beschichteten Mikrotiterplatten. Versuche mit HT29 Spharoiden zeigten, dass (a) selbst be-
schichtete 96-Well Rundbodenplatten am besten zur Analyse des Auswachsverhaltens ge-
eignet sind, (b) ohne Anfarbung der Zellen die Auswertung der Auswachsflache mit der
AxioVision Software aufgrund des geringen Kontrastunterschiedes zwischen Hintergrund
und auswachsenden Zellen sehr schwierig ist, und (c) die Behandlung mit einem Proliferati-
onshemmer (Mitomycin C) das Auswachsen von HT29 Zellen verringert, jedoch nicht génz-
lich unterdriicken kann, was auf eine Kombination aus Migration und Proliferation beim Aus-
wachsen schlieRen lasst.

Zusammenfassend kann man sagen, dass mit der Standardisierung und (Teil-)
Automatisierung von Spharoidkultivierung und -analytik, und mit der Validierung des APH
Assays zur schnellen und reproduzierbaren Ermittlung der Zellvitalitét in Sphéaroid-Kulturen
wichtige Voraussetzungen fur einen (semi)automatisierten Einsatz des MCTS Modells beim
Wirkstoff-Screening erflllt werden. Diese Aspekte kdnnen wesentlich dazu beitragen, die
Licke zwischen Monolayerkulturen und Tiermodellen im Prozess der Anti-Tumor-Wirkstoff-

Entwicklung und -Testung zu schliel3en.
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VIl. Anhang

1. Arbeitsprotokoll Sphéaroidhistologie

Zur histologischen Darstellung von Spharoiden wurde ein Hamatoxylin-Gegenfarbung nach
Harris anhand des folgenden Protokolls durchgefihrt:
e Anzucht von Sphéaroiden in Standardmedium (siehe 11.2.2)
e Sammeln der Spharoide mit einer Pasteurpipette in ein 15 ml Polypropylenréhrchen
e Abnahme des Uberstandes und Waschen mit 2 ml PBS
e Abnahme des Uberstandes und Zugabe von 5 ml Formafix (10% in PBS)
e Inkubation bei RT fir 30 min
e Zugabe von 20 yl Hamatoxylin-Lésung (Merck)
e Inkubation bei RT fir 5 min
e Abnahme des Uberstandes und Waschen mit 2 ml Formafix (10% in PBS)
e Uberfuhren der Spharoid auf Filterpapier (Engelbrecht) und
e Eindeckeln der gefalteten Filterpapierschiffchen in Einbettkasetten (Engelbrecht)
¢ Inkubation in Formalinbad (10% Formafix in PBS) bei RT flr 48 h
e Einbettung der Spharoide in flussiges Paraffin (60°C) mit Hilfe des Hypercenter XP
Enclosed Tissue Processor (Shandon)
e Ausgiel3en einzelner Paraffinblécke an einem Histocentre 2 (Shandon)
e Schneiden der Sphéroide in den Paraffinblécken mit Hilfe des Mikrotom HM 350 (Mik-
rom)
e Aufziehen einzelner Serienschnitte auf Millipore-benetzte Klarsichtobjekttrager
e Trocknen der Objekttrager auf einer Warmeplatte bei 37°C fiir 3 h
¢ Inkubation fur 60 sec in Hamatoxylin-L6sung (Merck)
e Inkubation fur 5 min in heilBem Leitungswasser
e Inkubation fur 15 sec in Eosin-Lésung (Merck)
¢ Inkubation fur 2x2 min in Ethanol (70% (v/v))
e Inkubation fir 2x2 min in Ethanol (96% (v/v))
e Inkubation fir 2x4 min in Propanol (100% (v/v))
e Inkubation der Schnittpraparate fur 2x4 min in Xylol (Merck)

¢ Aufnahme der Schnittpraparate mit Hilfe des Axiovert 200 Inversmikroskop (Zeiss)
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2. Arbeitsprotokoll Anti-BrdU-Farbung

Die Untersuchung des Bromodeoxyuridin (BrdU)-Einbaus in die DNA von Zellen, die als
Sphéaroidkultur gezichtet und mit Mitomycin C behandelt wurden wurde nach folgendem
Protokoll durchgeftihrt:

e Anzucht von Sphéroiden in Standardmedium (siehe 11.2.2)

e Behandlung mit Mitomycin C (siehe 11.3.4.2)

e Abnahme von 100 pl Uberstand je Well

e simultane Zugabe von 20 pmol/l BrdU und 10 mol/l Desoxycytin (dC) in 100 pl Stan-

dardmedium

e Inkubation unter Standardbedingungen fir 30 min

e Abnahme des Uberstandes soweit mdglich

e 3x Waschen mit je 200 ul Standardmedium

e Inkubation unter Standardbedingungen fir 8 h

e Sammeln der Sphéaroide mit einer Pasteurpipette in ein 15 ml Polypropylenréhrchen

e enzymatische Dissoziation der Sphéroide (siehe 11.3.2)

e Fixierung der Einzelzellsuspension in 2 ml eiskaltem Methanol (70% (v/v))

(Lagerung bei 4°C)

e Zentrifugation der Zellen bei 450 x g flr 5 min

e Abnahme des Uberstandes

e 2x Waschen mit 2 ml PBS

e Zugabe von 1mg/ml Ribonuclease A

e Inkubation bei 37°C im Wasserbad fir 20 min

e Zentrifugation bei 450 x g fur 5 min

e Abnahme des Uberstandes

e Resuspendieren der Zellen in 2 ml PBS, 0,01 N HCI und 5 mg/ml Pepsin

e Inkubation bei 37°C im Wasserbad fir 5 min

e Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 8 ml eiskaltem PBS

e Zentrifugation der Zellen bei 450 x g flr 5 min

e Abnahme des Uberstandes

e Waschen mit 2 ml PBS

e Zugabe von 2 ml 2 N HCI (in PBS)

e Inkubation bei 37°C im Wasserbad fir 10 min

e Zentrifugation der Zellen bei 450 x g fur 5 min

e Abnahme des Uberstandes

e Waschen mit 10 ml PBS

e Zugabe von 10 pug/ml Anti-BrdU-Antikérper (Stammldsung 556 mg/l)
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e Inkubation bei RT fir 30 min

e Zentrifugation der Zellen bei 450 x g fur 5 min

e Abnahme des Uberstandes

e Waschen mit 10 ml PBS

e Zugabe von 20 pg/ml ,Rabbit-anti-Mouse“-FITC Sekundarantikérper (Stammlésung
400 mg/l)

e Inkubation fur 30 min bei RT

e Zentrifugation der Zellen bei 450 x g flr 5 min

e Abnahme des Uberstandes

e Zugabe von 2,5 ug/ml Propidiumiodid (Dako; Stammldsung 1 mg/ml)

¢ Messung am Durchflusszytometer
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3. Arbeitsprotokoll Ki-67-Farbung

Das nachfolgende Protokoll diente der Bestimmung der Wachstumsfraktionen Mitomycin C-
behandelter Spharoide. MCTS-Schnittpraparate wurden dabei einer Doppelfarbung mit ei-
nem Ki-67-Antikorper (Dako, Klon: MIB-1) und Hamatoxylin unterzogen:
e Anzucht von Sphéroiden in Standardmedium (siehe 11.2.2)
e Behandlung mit Mitomycin C (siehe 11.3.4.2)
e Vorbereiten der MCTS-Schnittpraparate (siehe 11.3.3)
e Inkubation der Schnittpraparate fur 2x5 min in Xylol
e Inkubation fir 2x3 min in Propanol (100% (v/v))
¢ Inkubation fur 2x3 min in Ethanol (95% (v/v))
¢ Inkubation fur 2x3 min in Ethanol (80% (v/v))
e 10x Waschen in H,0 dest.
e Waschen der Praparate mit Waschlésung (Ventana)
e Beladen des NexES® IHC Systems
e manuelle Zugabe von 100 pl Inhibitorlésung (Ventana) je Schnittpraparat
e Inkubation bei 37°C fir 4 min, anschlieRend Waschen mit Waschlésung
e Farbung mit Hilfe des Ventana Medical Systems Basic DAB Detection Kits laut auto-
matisiertem Protokoll fir das NexES® IHC System
e manuelle Zugabe von 100 pl Ki-67-Antikdrperldsung (Stammlésung 50 mg/l) je Ob-
jekttrager
e Inkubation bei 37°C fur 24 , anschliel3end Waschen mit Waschlésung
e Zugabe von 100 pl des biotinylierten Sekundarantikdrpers (Ventana)
e Inkubation bei 37°C fir 8 min, anschlieRend Waschen mit Waschlésung
e Zugabe von 100 pul des Avidin-HRPO-Konjugates (Ventana)
e Inkubation bei 37°C fir 8 min, anschlieRend Waschen mit Waschlésung
o Zeitgleiche Zugabe von 100 ul DAB-L6sung und 100 ul Wasserstoffperoxidlésung
(Ventana)
¢ Inkubation bei 37°C fiir 8 min, anschlieRend Waschen mit Waschlésung
e Zugabe von 100 ul Kupfersulfatldsung (Ventana)
e Inkubation bei 37°C fur 4 min, anschlieend Waschen mit Waschlésung
e Gegenfarbung mit Hamatoxylin (siehe 11.3.3)

e Aufnahme der Schnittpraparate mit Hilfe des Axiovert 200 Inversmikroskop (Zeiss)
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4. Arbeitsprotokoll Affy-Chip Labelling

Das in der vorliegende Arbeit durchgefiihrte Affy-Chip Labelling zur Analyse der Genexpres-

sionsmuster in verschiedenen Monolayer- und Spharoid-Kulturen erfolgte nach Vorgaben

des ,Affy-Chip RNA Labelling und Hybridization Protocols” von Avalon Pharmaceuticals Inc.

und war in folgende Arbeitschritte unterteilt:
a) GeneChip HT One-Cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix)

Isolierung der RNA (siehe 11.6.1)

Vorlegen von 0,5 - 1,0 ug der isolierten RNA je Well einer 96-Well PCR Platte auf Eis
Einstellen des finalen Volumens jedes Wells mit RNase-freiem Wasser (RNeasy Kit,
Qiagen) auf 5 pl

(Eintrocken der Proben mit einer Ausgangskonzentration > 0,5 - 1,0 pg/5 pl mit Hilfe
eines Speed Vacuum Trockners und in 10 pl RNase-freiem Wasser resuspendieren)
Zugabe von 5 ul 1x T7 Oligo(dT) Primer je Well und vorsichtiges Mischen (Gesamtvo-
lumen 10 ul)

Inkubation im PCR Thermo Cycler (70°C fiir 10 Minuten, dann 4°C fir 5 Minuten)
Lagerung der Proben auf Eis

Vorbereiten des ,1°% strand cDNA Synthesis Mix*:

fir 96 Reaktionen
5x 1% Strand Reaction Mix 456,0 pl
DTT (0,1M) 228,0 pl
DNTP Mix (10 mM) 114,0 pl
SuperScript I 1140
Nuklease-freies Wasser 228,0 pl
Endvolumen 1140,0 ul

Zugabe von 10 pl 1% strand cDNA Synthesis Mix“ je Well und vorsichtiges Mischen
(Gesamtvolumen 10 pl)

Inkubation im PCR Thermo Cycler (42°C fir 60 Minuten, dann 4°C fir 5 Minuten)
Lagerung der Proben auf Eis

Vorbereiten des ,2"™ strand cDNA Synthesis Mix"“:
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fiir 96 Reaktionen

5x 2™ Strand Reaction Mix 3240,0 pl
DNTP Mix (10 mM) 324,0 pl
E.coli DNA Ligase (10 U/ul) 108,0 pl
E.coli DNA Polymerase |

) 432,0 ul
(20 U/ul), SuperScript Il
RnaseH (2 U/ul) 108,0 pl
Endvolumen 4212,0 pl

Zugabe von 39 pl 2" strand cDNA Synthesis Mix“ je Well

Zugabe von 91 pl destilliertes Wasser je Well und vorsichtiges Mischen (Gesamtvo-
lumen 150 pl)

Inkubation im PCR Thermo Cycler (16°C fur 120 Minuten, dann 4°C fur 5 Minuten
bzw. UN)

Vorbereiten des , T4 mix“ je well:

fur 96 Reaktionen
T4 DNA Polymerase 236,0 pl
1x T4 DNA Polymerase
236,0 ul
Puffer
Endvolumen 472,0 ul

Zugabe von 4 pl , T4 mix“ je Well und vorsichtiges Mischen

Inkubation im PCR Thermo Cycler (16°C fir 10 Minuten, 72°C fur 10 Minuten, dann
4°C fur 5 Minuten)

Lagerung der Proben bei 4°C

b) Qiaquick 96-well Kit (Qiagen)

Aufreinigung der cDNA laut Protokoll des Herstellers
Eluation der gereinigten doppelstrangigen cDNA in 70 pl dest. H,O
Eintrocken der Proben mit Hilfe eines Speed Vacuum Trockners

Resuspendieren in 25 pl RNase-freiem Wasser
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¢) GeneChip HT IVT Labelling Kit (Affymetrix)

Vorbereiten des ,IVT Master Mix":

fur 96 Reaktionen
5x IVT Puffer 672,0 pl
IVT Labelling NTP Mix 2016,0 pl
IVT Labelling Enzyme Mix 672,0 pl
T7 RNA Polymerase 112,0 ul
Nuklease-freies Wasser 784,0 pl
Endvolumen 4256,0 pl

Transfer von 22 pl cDNA je Well einer neuen 96-Well PCR Platte
Zugabe von 38 ul IVT Master Mix* und vorsichtiges Mischen (Gesamtvolumen 60 ul)
Inkubation bei 37°C UN

¢) Aufreinigung und Fragmentierung Biotin-gelabelter cRNA

Einsatz eines modifizierten Protokolls des RNeasy Kits (Qiagen)

Uberfuihren der Proben (60 ) in je 1 Well einer 96-Deep-Well-Platte

Zugabe von 350 pl Lysepuffer (LNS) und 250 pl Ethanol (100% (v/v))und vorsichtiges
Mischen

Transfer der Proben in RNeasy Reaktionsgefalle

Eluation der gereinigten cRNA in 70 pl dest. H,O

Transfer von 40 pl je Probe auf eine neue 96-Well-Microtiterplatte

Qualitatskontrolle durch Konzentrationsbestimmung der gereinigten cRNA mit Hilfe
eines Absorptionsmessgerates (Microplate Reader)

Einstellen der finalen Konzentration jeder Probe mit dest. H,O auf 0,2 pg/ul

Transfer von 40 pl je eingestellter Probe auf eine neue 96-Well PCR Platte

Zugabe von 7 ul Fragmentationspuffer je Well

Inkubation im PCR Thermo Cycler (95°C fiir 35 Minuten)
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d) Hybridisierung

Vorbereiten der bendétigen Puffer:

12x MES (pH 6,5-6,7; sterilfiltriert (0,2 pum))

Endvolumen 1000 ml

MES Hydrat
MES Natriumsalz

RNase-freies Wasser

1,6x Hyb Puffer

64,6 g
193,3¢g
~800,0 mi

fir 96 Reaktionen

12x MES

TMAC (5M)

EDTA Dinatriumsalz (0,5M)
Tween 10%

Endvolumen

Pre-Hyb Puffer

1970,6 pl
12016,0 pl
961,3 pl
24,0 pl
15000,0 pl

fir 96 Reaktionen

Hering Sperm DNA
(10mg/ml)

Bovine Serum Albumine
(BSA), acetyliert (50mg/ml)
1,6x Hyb Puffer

Wasser

Endvolumen

Hybridisierungspuffer

105,6 pl

105,6 ul

6600,0 pl
3748,8 l
10560,0 pl

fir 96 Reaktionen

20x bio-B, -C, -D
Kontroll-Oligo B2 (3nM)
Hering Sperm DNA
(10mg/ml)

Bovine Serum Albumine
(BSA), acetyliert (50mg/ml)
1,6x Hyb Puffer

Endvolumen

347,9 pl
190,1 pl

111,5 pl

111,5 pl

7296,0 pl
8064,0 pl
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Zugabe von 70 pl Pre-Hyb Puffer je Well einer 96-Well ,Pre-Hyb“-Mikrotiter-Platte
Eintauchen der PEG-Platten in beftillte ,Pre-Hyb“-Platten spatestens 15 Minuten vor
einer Hybridisierung

Zugabe von 70 ul Hybridisierungspuffer je Well einer 96-Well PCR Platte

Zugabe der fragmentierten cRNA-Proben je 70 pl Hybridisierungspuffer (Gesamtvo-
lumen ~ 110 pl)

Inkubation im PCR Thermo Cycler (95°C fiir 5 Minuten)

Beladen des Gene Chip (Hybridisierungplatte) mit cRNA-Proben in Hybridisierungs-
puffer

Transfer der PEG-Platten aus den Pre-Hyb-Platten auf den Gene Chip

Inkubation im Warmeschrank bei 37°C fur 16 h

Einlesen der Daten des Gene Chips mit Hilfe eines Affymetrix GeneChip HT Scan-

ners
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5. Therapieempfehlungen der Projektgruppen des Tumorzentrums Regensburg, 2004

Wirkstoff Entitat Stadium/Behandlung Kombination
+ Epidoxorubixin + Cisplatin
(ECF)
Nichtoperative Palliativmal3- _ _
Magen + Etoposid + Folinséaure (ELF)
nahmen (Metastasen)
+ Folinsdure + Cisplatin (FLP)
Induktive Radiochemo-
therapie des muskelin-
vasiven Blasenkarzinoms
Harnblase
Kurative Radiochemothera-
pie
5-Fluorouracil
+ Vincristin + Doxorubicin
+ Cyclophosphamid
(+ Methotrexat) (AVCF(M))
+ Cyclophosphamid
+ Doxorubicin (FAC)
Praoperative/adjuvante + Epirubicin
Mamma ) )
Chemotherapie + Cyclophosphamid (FEC)
+ Thiotepa + Methotrexat
(TMF)
+ Methotrexat
+ Cyclophosphamide (CMF)
Cyclo- ] Frihe Stadien (FIGO 1) _
Ovarium + Carboplatin

phosphamide

High risk
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Lymphom

Morbus Hodgkin
Risikogruppe hoch

+ Cyclophosphamid
+ Etoposid(phosphat)
+ Procarbazin
+ Vincristin + Bleomycin
+Predniso(lo)n (BEACOPP)

Chronisch Lymphatische
Leukémie (B-CLL)

- Follikulare Lymphome
Grad l und II

- Mantelzell-Lymphom (Sta-
dien 111-1V)

- MALT-Lymphome (Hoch-
maligne Lymphome)

- Diffuse groR3zellige
B-Zell NHL

- Burkitt-Lymphom

- Angioimmunoblastisches
T-Zell Lymphom

- Anaplastisches grol3zel-
liges T- oder Null-NHL

- Reife T-Zell Lymphome
und NK-Zell Leuk&mien

- Kutane T-Zell Lymphome
(Mykosis fungoides + peo-
morphes CTCL)

+ Doxorubicin + Vincristin
+ Predniso(lo)n (CHOP)

(+ Rituximab)

- Diffuse grof3zellige
B-Zell NHL

- Angioimmunoblastisches
T-Zell Lymphom

- Anaplastisches grof3zel-
liges T- oder Null-NHL

- Reife T-Zell Lymphome

und NK-Zell Leuk&mien

+ Doxorubicin + Vincristin
+ Predniso(lo)n + Etoposid
(CHOEP)

Follikulare Lymphome Grad |

und I

+Fludarabin + Mitoxantrone
(FCM) + Rituximab
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Plasmozytom — Multiples

Myelom

+ Doxorubicin + Dexamethason
(CAD)

Praoperative/adjuvante

+ Vincristin + Doxorubicin
+ 5-FU (+ Methotrexat)
(AVCF(M))

+ 5-FU + Doxorubicin (FAC)

Mamma _ + Doxorubicin (AC)
Chemotherapie
+ Epidoxorubicin + 5-FU (FEC)
+ Methotrexat + 5-FU (CMF)
Kleinzelliges Bronchialkarzi-
Lunge
nom (SCLC)
+ Cyclphosphamid
Fruhe Stadien (FIGO I)
High risk
Ovarium + Paclitaxel
, Fortgeschrittene Stadien .
Carboplatin + Paclitaxel
(FIGO lI-l)
Kurative Radiochemothera-
Harnblase _
pie
Kleinzelliges Bronchialkarzi-
Lunge

nom (SCLC + NSCLC)
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Nichtoperative Palliativmal3-

+ Epidoxorubixin + 5-FU (ECF)

Magen
nahmen (Metastasen)
+ Folinsdure + Cisplatin (FLP)
Induktive Radio-
Chemotherapie des muskel-
invasiven Blasenkarzinoms
Kurative Radiochemothera-
pie
+ Methotrexat + Vinblastin
Cisplatin Harnblase + Doxorubicin (Adriamycin)
(MVACQC)
+ Methotrexat + Vinblastin
Systemische Chemotherapie (CMV)
+ Gemcitabine (GC)
+ Paclitaxel
Reife T-Zell Lymphome und + Dexamethason + Ara-C
Lymphom .
NK-Zell Leukdmien (DHAP)
Kleinzelliges Bronchialkarzi-
Lunge
nom (SCLC + NSCLC)
CCNU/ Reife T-Zell Lymphome und + Etoposid + Vindesin
) Lymphom _
Lomustin NK-Zell Leukamien + Dexamethason (CEVD)
) Frihe Stadien (FIGO 1) _
Ovarium ) ) + Carboplatin
High risk
Paclitaxel i :
Induktive Radio-
Harnblase | Chemotherapie des muskel-

invasiven Blasenkarzinoms




Anhang 178
Systemische Chemotherapie + Carboplatin
Praoperative/adjuvante
Mamma )
Chemotherapie
Kleinzelliges Bronchial-
Lunge )
karzinom (NSCLC)
Chronisch Lymphatische
Leukamie (B-CLL)
Lymphom
ymp _ + Fludarabin
, Follikulare Lymphome Grad | )
Mitoxantrone di + Cyclophosphamid (FCM)
un
+ Rituximab
Praoperative/adjuvante + Methotrexat + Mitomycin
Mamma
Chemotherapie (MMM)
Topische Chemotherapie
hochdifferenzierter ober-
flachlicher Blasenkarzinome
Harnblase (G1-G2)
_ ) + Methotrexat + Vinblastin
Systemische Chemotherapie , ,
+ Cisplatin (MVAC)
Morbus Hodgkin + Bleomiycin + Vinblastin
Doxorubicin . o .
Risikogruppe niedrig/mittel + Dacarbazin (ABVD)
+ Cyclophosphamid
) + Etoposid(phosphat)
Lymphom Morbus Hodgkin

Risikogruppe hoch

+ Procarbazin
+ Vincristin + Bleomycin
+ Predniso(lo)n (BEACOPP)

Chronisch Lymphatische
Leukéamie (B-CLL)
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Follikulare Lymphome
Grad l und II
MALT-Lymphome (Hoch-
maligne ymphome)
Mantelzell-Lymphom (Sta-
dien IlI-1V)

Diffuse groR3zellige B-Zell
NHL

Burkitt-Lymphom
Angioimmunoblastisches
T-Zell Lymphom
Anaplastisches grof3zelli-
ges T- oder Null-NHL
Reife T-Zell Lymphome
und NK-Zell Leuk&mien
Kutane T-Zell Lymphome
(Mykosis fungoides)

+ Cyclophosphamid + Vincristin
+ Predniso(lo)n (CHOP)

(+ Rituximab)

Diffuse grof3zellige
B-Zell NHL
Angioimmunoblastisches
T-Zell Lymphom
Anaplastisches grof3zel-
liges T- oder Null-NHL
Reife T-Zell Lymphome

und NK-Zell Leuk&mien

+ Cyclophosphamid + Vincristin
+ Predniso(lo)n + Etoposid
(CHOEP)

Plasmozytom - Multiples

Myelom

+ Cyclophosphamid + Dexa-
methason (CAD)

Mamma

Praoperative/adjuvante

Chemotherapie

+ Vincristin + Cyclophosphamid
+ 5-FU (+ Methotrexat)
(AVCF(M))

+ 5-FU + Cyclophosphamid
(FAC)

+ Cyclophosphamid (AC)




Anhang

180

Epidoxorubicin

Nichtoperative Palliativmal3-

+ Cisplatin + 5-FU (ECF)

Magen
nahmen (Metastasen)
+ Paclitaxel
Adjuvante Installations-
therapie oberflachlicher Bla-
Harnblase _
sentumoren, Intravesikulare
Chemotherapie
+ Cyclphosphamid + 5-FU
o (FEC)
Préaoperative/adjuvante
Mamma

Chemotherapie

+ Vincristin + Methotextrat
(ECM)
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6. Bildaufnahme mittels AxioVision 4.5 Software
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7. Bestimmung von Sphéaroiddurchmesser und Volumen
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(21)  ,Schwellwerte interaktiv — Messbereich auswahlen und mit OK
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Skript ,,Sphéroid”
(22) ,Binarbild-Editor* Lécher fiillen (BinFilllmage), Regionen
definierter GroRRe entfernen (BinScraplmage)
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- Axia¥iston
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Skript ,,Spharoid”
(23) ,Binarbild-Editor* — abschlieliende Korrekturen (Entfernen,
Hinzufligen) maoglich, mit OK bestétigen
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Skript ,Sphéroid*
(24) ,Messung starten“ — Ergebnisbild (Drawlmage) und
Regionenspezifische Tabelle (RegionTable)
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(25) E3 Microsoft Excel - RegionTable Sphaeroid.csv
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Regionenspezifische Tabelle
(25) Ausgabe der Ergebnisse im Excelformat:
Flache (Area), Sphéaroiddurchmesser (Diameter), Spharoid-
volumen (Volume), minimaler und maximaler Durchmesser
(FeretMin, FeretMax), Zirkularitéat (FormCirc) und Dateiname
(ImageName)
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8. Testung standardmafRig angewandter Zellvitalititsassays an Spharoiden
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Verschiedene Zytotoxizitats-/Vitalitatsassay, die routinemafig an Monolayerkulturen eingesetzt
werden, scheiterten beim Einsatz an Multizellularen Tumor Spharoiden (MCTS). (a) Anteil
Membran-defekter, Propidiumiodid (Pl)-positiver Zellen in HT29 Spharoiden als Funktion des
durchschnittlichen Spharoiddurchmessers (£SD), bestimmt mittels DurchfluRzytometrie nach
Dissoziation von Aliquots bestehend aus 16 bis 32 Sphéroiden. (b) Geschatzter Anteil toter
Zellen in 400 um und 600 um HT29 Spharoiden, bestimmt mittels Vybrant® Cytotoxicity Assay
(Molecular Probes). Der Assay wurde mit der im Standardprotokoll angegebenen (1x) und mit
doppelter Farbstoffkonzentration (2x) durchgefihrt. Die Datenpunkte sind Mittelwerte £SD fir n
2 5 Sphéroide. Die Ergebnisse entsprechen weder dem tatsachlichen Anteil Membran-defekter
Zellen in 600 um Sphéroiden, noch kénnen sie als konstanter (vernachlassigbarer) Hintergrund
betrachtet werden. (c) Anteil toter Zellen in 400 pum und 600 um HT29 Sphéaroiden, ermittelt mit
Hilfe des CytoTox-One™ Homogenous Membrane Integrity Assays Promega, Madison, WI). Der
Test wurde ohne (rechte Abbildung) und mit Zugabe der Stopp-Ldsung (linke Abbildung) ent-
sprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Datenpunkte sind Mittelwerte £SD
fir n = 7 Sphéaroide. Als Funktion der Zeit (nach Zugabe der Farbelésung) konnte das Assay-
Signal nicht stabil gemessen werden. (d) Einsatz des ATP-TCA (DCS Innovative Diagnostic
Systems, Hamburg, Deutschland) und des CellTiter 96 ® Aqueous One Solution Cell Prolifera-
tion (Promega) Assays zur Bestimmung der Zellviabilitat in 400 um und 600 um HT29 Sphéroi-
den. Die schwarzen Balken zeigen die Adenosintriphosphat (ATP)-Konzentration dargstellt als
relative Lichteinheiten (RLUs) pro 1000 Zellen bestimmt mittels des ATP-TCA Assays; die wei-
Ren Balken zeigen den Umbau von MTS in Formazan, dargestellt als Absorption bei 405 nm pro
1000 Zellen bestimmt mittels des Cell Titer 96 AQ. Die Datenpunkte sind Mittelwerte + SDs fur
n = 7 Sphéaroide. Die Signalstarke pro Zelle bzw. pro 1000 Zellen nimmt kritisch mit der Spha-
roidgroRRe ab (Friedrich et al. 2007a).
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9. Abkilirzungen

Einheiten

m  milli (1/109)
m mikro (1/10°)
n nano (1/10°)

2-D zweidimensional

2-DG 2-Desoxyglukose

3-D dreidimensional

5-FU 5-Fluorouracil

17-AAG 17-N-Allyl-amino-17-Demethoxy-Geldanamicin
A

ADP Adenosindiphosphat

APH saure Phosphatase

ATP Adenosintriphosphat

B

BCNU Bis-chlorethylnitrosourea

BIAs Bisimiazoacridionone

BrdU Bromdesoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin

C

cDNA vervielfaltigte Desoxyribonukleinsauren
CIN Chromosomen-instabil

CMV Zytomegalievirus

CO, Kohlenstoffdioxid

CRNA vervielfaltigte Ribonukleinsauren

D

d Durchmesser

DAB 3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydro-chlorid
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

dcC 2'-Desoxycytidin

DC dendritische Zellen
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DMEM
DMSO
DNA

EB

EC
ECM
EDTA
EtHD-1

FACS
FDG
FITC
FKS
FLT

G6PD
GFP

HCL
H&E
HRPO
Hsp
HTS

1Cs0
IgG, IgM

Kan

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséaure

Embryoid-Korper
Endothelzellen
Extrazellularmatrix
Ethylendiamintetraessigsaure

Ethidiumhomodimer 1

Fibroblasten
Fluorescence-Activated Cell Sorting
Fluordesoxyglukose
Fluoreszeinisothiocyanat Isomer 1
fotales Kélberserum

FMS-Gen-ahnliche Tyrosinkinase 3

Gramm
Glukose-6-Phosphat

grin fluoreszierendes Protein

Stunde

Salzsaure
Hamatoxylin & Eosin
Meerrettichperoxidase
Hitze-Schock-Protein

High-Throughput-Screening

Immunzellen
50% Inhibitorische Konzentration
Immunglobulin G, Immunglobulin M

Kanamycin


http://de.wikipedia.org/wiki/Fluordesoxyglucose�
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LB
LDH
LSM

3

MCS
MCTS
min
MSI
mTOR
MTS
MTT

N

n

N
NAD(P)H
NaHCO;
NaOH
NASA
NCI-DTP
NK
NSCLC

OD

PBS
PCR
PET
Pl

Liter
Luria Bertani
Laktatdehydrogenase

Laserscanningmikroskopie

Meter

Mol/Liter

multizellulares Spharoid
multizellul&res Tumor-Sphéaroid
Minuten

Mikrosatelliten-instabil

Ziel von Rapamycin bei Saugetieren
Tetrazoliumsalz

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid

(An-)Zahl

Nekrose

Nikotinamide-Adenine-Dinukleotid-(Phosphat)
Natriumbicarbonat

Natronlauge

National Aeronautics and Space Administration

National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program
naturliche Killerzellen

Non Small Cancer Lung Cells

optische Dichte

Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase Chain Reaction
Positronen-Emissionstomographie

Propidiumiodid
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PNPP
poly-HEMA
R

RNA

RT

SCLC
SD
sec
SECM
S.0.C.

UN

U/min

VR

WST-8

p-Nitrophenylphosphat
poly-Hydroxyethylmethakrylat

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Small Cancer Lung Cells

Standardabweichung

Sekunden

Scanning elektrochemische Mikroskopie

SOB (super optimal broth) Medium plus Glukose

Tumorzellen

Uuber Nacht

Umdrehungen pro Minute

vitale Randschicht

2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-di-sulfophenyl)-2H tetra-

zolium monosodium
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