Aus dem Lehrstuhl fur
Innere Medizin |
Prof. Dr. med. Martina Mdller-Schilling
der Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

Einfluss von Polyphosphat-Substraten auf das
Wachstumsverhalten humaner Tumorzelllinien als Grundlage

flr die Etablierung eines innovativen Zellkulturmodells

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Fakultat fir Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Lazar Glisic

2021






Aus dem Lehrstuhl fur
Innere Medizin |
Prof. Dr. med. Martina Mdller-Schilling
der Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

Einfluss von Polyphosphat-Substraten auf das
Wachstumsverhalten humaner Tumorzelllinien als Grundlage

flr die Etablierung eines innovativen Zellkulturmodells

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Fakultat fir Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Lazar Glisic

2021



Dekan: Prof. Dr. med. Dipl. Phys. Dirk Hellwig
1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Martina Muller-Schilling
2. Berichterstatter: PD. Dr. med. Roman Mayr

Tag der mindlichen Prufung:  06.10.2021



Diese Arbeit widme ich meiner Oma, die 2012 an Krebs verstarb.



Discere ne cessa, cura sapientia crescat: rara datur longo prudentia temporis usu!
[Disticha catonis 4,27]

HOr nicht auf zu lernen, Wissen wéchst mit dem Engagement: seltene Klugheit erlangt man

nur durch dauernden Einsatz!



Inhaltsverzeichnis Seite

ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......cocooiiiiieeicteeete ettt 8
ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS ..o 12
T EINLEITUNG. ...ttt 15

1.1 Entwicklung neuer Zellkulturmodelle und deren Nutzen fir die Entwicklung personalisierter

L Lo V01T L 7 - SRR 15
1.2 Hepatozelluldres Karzinom (HCC) .......ooiiiiiiiiiieiieie e 15
e O = o] 1o (=1 0T [ (oo - TS 15
1.2.2  Atiologie Und KArZiNOGENESE ..........ccveveveveveiireiiteieieeeisee ettt bbbt s s 16
1.2.3  Staging und Therapie deS HCC .......coiiiiiii ettt srae e sne e sae e re e e e 19

| 0 T B = S o] (o] 1= T 74T o o SRS 21
0 70 S = o] o (=1 0T ] oo - 21

| TN (o] (oo TR 21

R T T (G U410 (oo (=] Lo OO PRTRTR 23
1.3.4  Staging und Therapie des KOIONKArZINOMS..........ccuiiiiiiiiiiiie e 23
1.4  Dreidimensionale ZelKUITUT...........ooiiiiiie bbbttt 24
1.4.1  Anwendungszwecke und Arten der 3D-ZellKUIUN............ccovviiii i 24

| BRI =T TeT o] [0 7o o [ SRR RTR PP 25
1.5.1  Laser-Induced Forward Transfer (LIFT). ..o 27

| T 111 1= SRR 27
T T b (1 (U T ] BSOS 28

| - 1 i 0] [0 PSSRSO 29
1.7 Anorganisches Polyphosphat (POIYP) ........ooiiiiiiiiiiic et s 30
O B Y o ¢ o] 1 1 1= SRS 31
1.7.2  Stoffwechselenzyme der POIYPROSPRALE ..........ccviiiiiiiiii i 31
1.7.3  Verschiedene Funktionen von POlyphoSPhaten ..........c.coveiiiiiiiiiiiiiieie e 32
Polyphosphat als ATP-Ersatz und ENergieqUEIIE ..........cocvoiiiiiiiiiiie e 32
Polyphosphat als RESEIVOIT FUE Pi.........ccuiiiiiiiiieiie e 33
Polyphosphat als Chelator von MetallionNeN ..............ooviiiiiiiiiiiii i 33
PolyP als Regulator filr Stress und UDEIMEDEN..............c.ceiiiiiieiciieeeieeieeteeeee et 34



PolyP als ENtWICKIUNGSIEGUIALON .........eiiiiiieitieieee it 34

| R T A T o (oL o 0] 1= £SO UPRRT 35
2 MATERIAL UND METHODEN ...ttt e e 36
P B AV - 1] g T IO TPV R TR TSP 36
B B N T -1 (=R P T TP PP PP PPPPTP 36
2.1.2  Allgemeiner LaborDedart............ooiiiiiiiiiii s 38
B G T o (- Vo T=1 2.4 T o SO RTR 38
2.2 IMIBENOTEN ...tk h Rttt 39
N R = L1 1 1 G OSSPV PPV 39
222 ZBIKUITUL ettt b bbbkt e ek e s bt bbb nn e 39
B T4 1|14 1 (- SOOI 39
B VI T N 4 1 RSP SPR 40
2.2.5  Zellzyklusanalyse mittels DUrchfluSSZYtOMELIIE ......cc.evrviiiiiiiiiiiiie s 40
2.2.6  Bestimmung der Zellproliferation von Hep3B-Zellen ...........cccooiiiiiiiiniiiiii e 40
3 ERGEBNISSE ... ..o 41

3.1 Analyse der Auswirkungen der Polyphosphat-Applikation auf den Metabolismus der Hep3B- und
Caco2-Zelllinien MItLEIS IMT S-ASSAY .....viiivieeiiieiiee it e ettt e st e e s e e ste e et e e srae e ss e e ste e e st e e sraeesnteesnteesnteeesneeesneees 41

3.2 Analyse der Auswirkungen der polyP-Applikation auf den Metabolismus der Hep3B- und Caco2-
Zelllinien in gluKosefreiem MEIUM ............ooiiie e sbe et e e sraeesneeas 47

3.3 Analyse der Auswirkungen der Polyphosphat-Substitution auf den Zellzyklus von Hep3B- und
Caco2-Zelllinie mittels FACS-basierter DAPI-FArDUNG ..........ccoiiiiiiii e 52

3.4 Analyse der Auswirkung von Polyphosphaten auf das Proliferationsverhalten der Hep3B-Zelllinie

mittels FACS-basiertem CytoPainter-ProliferationSassay ...........ccccvveeiieiiieeiiieeiie e s e see e seeseee s 57
4 DISKUSSION ...ttt e e e e e s st b e e e e e e e e s e nnabees 60
4.1 Médgliche Anwendung von polyPs in den Sphéaroid-basierten Tumormodellen..........c....ccccovveinnenee 60
4.2 Mdogliche Anwendung von polyP fur Scaffold-basierte Tumor-Modelle ...........cccoooviviiiiiiiiiieinns 62
4.3 Herausforderung der ENErgieVErSOrgUNG ........coveiuieiiieiieiieeiteesieesieesieesteesteesteesteesteesteesteesaeesreesreeseeens 62
4.4 POIYPS alS ENEFgIESPRICHET .....iiiiiiieieeie ettt ettt ettt e be et 64



4.5

4.6

10

Die Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Forschung............cc.ccooiiiiiiiiiie 64

AUSBIICK ... 65
ZUSAMMENFASSUNG ..ottt 66
LITERATURVERZEICHNIS ... 68
PUBLIKATIONSLISTE ...ttt 89
DANKSAGUNG ...ttt 90
CURRICULUM VITAE ...ttt 92
PROMOTIONSERKLARUNG .......cococtiuiiiieiiiicietee ettt 93



Abktrzungsverzeichnis

AAPC
Abb.
ADK
AFP
AG
anti-HGF
ALP
AP
APC
ATP
BCA
BCLC
Bcl
BSA
Ca

ca.
CAD
CCL20
CCR6
cm?
CO;
CXCL12
CXCR4
d

DAPI
D-MEM
DNA
EASL
ECOG
ECM
EGF

Attenuierte Familidare Adenomatdse Polyposis
Abbildung

Adenylatkinase

Alpha-Fetoprotein

Aktiengesellschaft

anti-Hepatocyte Growth Factor

Alkalische Phosphatase

Arbeitspakete

Adenomatdses Polyposis Coli Gen
Adenosintriphosphat

Bicinchoninic acid (2,2’-Bichinolin-4,4’-dicarbonséure)
Barcelona Clinic Liver Cancer-Klassifikation

B-cell lymphoma

Bovines Serumalbumin

Calcium

circa

Computer Aided Design

CC-chemokine ligand 20

C-C-Chemokinrezeptor Typ 6

Quadratzentimeter

Kohlenstoffdioxid

CXC-Motiv-Chemokin 12
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

day (engl. Tag)

4',6-Diamidin-2-phenylindol

Dulbecco’'s Modified Eagle Medium
deoxyribonucleic acid (engl. Desoxyribonukleinsaure)
European Association for the Study of the Liver
Eastern Cooperative Oncology Group

extrazellul&rer Matrix

Epidermal growth factor



engl. englisch

FACS Fluorescence-activated cellsorting
FAP Familidre Adenomattse Polyposis
FCS fetal calf serum (engl. fetales Kalberserum)
g Gramm

gof. gegebenenfalls

GmbH Gesellschaft mit beschrénkter Haftung
h hour (engl. Stunde)

HBV Hepatitis-B-Virus

HCC Hepatozellul&res Karzinom

HCV Hepatitis-C-Virus

HGF Hepatocyte growth factor

HSP90 Heat shock protein 90

IFN Interferon

IL Interleukin

inc incorporated (engl. eingetragen)
IRE Irreversible Elektroporation

JPS Juvenile Polyposis-Syndrom

K* Kalium-lon

kDa Kilodalton

KG Kommanditgesellschaft

I Liter

lat. lateinisch

MEM Minimum Essential Media

Mg Magnesium

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM millimolar

MMP Matrix-Metalloproteasen

MW Mittelwert

MWA Mikrowellenablation

n numerus (lat. Anzahl (unabhangiger Experimente))

Na* Natrium-lon



ng
PBS
PCL
PD-1
PD-L1
PDGF
Pi
PJS
PLLA
polyP
PS
PPK
PVDF
RAF
RFA
RNA
rpm
RPMI

SA

sek

Sr
STK11
TACE
TEMED
TIMP
TME
TRIS
uicC

ug

uv
VEGF
VEGFR

Nanogramm

Phosphate Buffered Saline
Polycaprolactone
Programmed-cell-death-protein 1
Programmed-cell-death-ligand 1
Plateled-derived growth factor
(freigesetztes) anorganisches Phosphat
Peutz-Jeghers-Syndrom

Polylactide

Polyphosphat

Polystyrene

Polyphosphatkinase
Polyvinylidenfluorid

rapidly accelerated fibrosarcoma
Radiofrequenzablation

ribonucleic acid (engl. Ribonukleinséure)

rounds per minute (engl. Umdrehungen pro Minute)

Roswell Park Memorial Institute
siehe

Standardabweichung

Sekunde

Strontium

Serin-Threonin-Kinase 11
Transarterielle Chemoembolisation
Tetramethylethylendiamin

Tissue inhibitor of metalloproteinase
Tumor-Micro-Environment
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Union Internationale Contre le Cancer
Mikrogramm

mikromolar

ultraviolett

Vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor receptor

10



WHO
z.B.
2D
3D
°C
%

World Health Organization
zum Beispiel
zweidimensional
dreidimensional

Grad Celsius

Prozent

11



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb. 1 Verschiedene Arten von 3D-Zellkultur-Modellen. modifiziert nach (Mazzoleni
et al. 2009d).

Tab. 2. Ubersicht der Eigenschaften der drei verschiedenen Arten der 3D-Bioprinting
modifiziert nach (Kryou et al. 2019a)

Abb. 3. komparative Darstellung der Vor- und Nachteile der drei verschiedenen Arten
der 3D-Bioprinting modifiziert nach (Kryou et al. 2019a)

Abb. 4. Schematische Darstellung des Inkjet-Bioprintings modfiziert nach (Kryou et al.
2019b)

Abb. 5. Scaffold-Arten modifiziert nach (Nikolova und Chavali 2019)

Abb. 6. Chemische Formel von Polyphosphat (eigene Darstellung)

Abb. 7. Metabolische Aktivitat von Hep3B Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (1pg/ml, 30ug/ml, 100pg/ml und 300ug/ml);
Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MWzSA.

Abb. 8. Metabolische Aktivitdt von Caco2-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (1ug/ml, 30ug/ml, 100pg/ml und 300ug/ml);
Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MWxSA.

Abb. 9. Metabolische Aktivitdt von Hep3B Zellen nach 5 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (1ug/ml, 30ug/ml, 100pg/ml und 300ug/ml);
Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MW=SA.

Abb. 10. Metabolische Aktivitat von Caco2-Zellen nach 5 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (1ug/ml, 30ug/ml, 100pg/ml und 300ug/ml);
Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MW*SA.

Abb. 11. Metabolische Aktivitdt von Hep3B Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (1ug/ml, 30ug/ml, 100pg/ml und 300ug/ml);
Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 12. Metabolische Aktivitat von Caco2-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (1ug/ml, 30ug/ml, 100pg/ml und 300ug/ml);
Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 13. Metabolische Aktivitdt von Hep3B-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (30ug/ml); Die Zellen sind im normalen FCS-
Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-Substitution mit und ohne Glukose dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

12



Abb. 14. Metabolische Aktivitat von Hep3B-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP(30ug/ml); Zellen sind im dialysierten FCS-
Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-Substitution mit und ohne Glukose dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA

Abb. 15. Metabolische Aktivitdt Caco2-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP(30ug/ml); Zellen sind im normalen FCS-Medium
ohne Glukose; Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei MW=SA.

Abb. 16. Metabolische Aktivitdt Caco2-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in
Gegenwart von Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP(30ug/ml); Zellen sind im dialysierten FCS-
Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n=3 bei
MW=SA.

Abb. 17. Rohe-FACS-Daten von Zellzyklus CaCo2-Zellen nach 9 Tagen
Inkubationszeit substituiert mit Sr-polyP (Konzentration 30pg/ml); P3 stellt die Flache, die
grote Zellpopulation darstellt; Die P3-Zellpopulation befindet sich in G1-Phase des
Zellzyklus.

Abb. 18. Zellzyklus Hep3B-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-,
Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30ug/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 19. Zellzyklus Hep3B-Zellen nach 8 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-,
Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30ug/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 20. Zellzyklus Hep3B-Zellen nach 9 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-,
Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30ug/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 21. Zellzyklus Caco2-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-,
Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30ug/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 22. Zellzyklus Caco2-Zellen nach 8 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-,
Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30ug/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW+SA.

Abb. 23. Zellzyklus Caco2-Zellen nach 9 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-,
Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30ug/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n=3 bei MW=SA.

13



Abb. 24. Proliferation von Hep3B-Zellen tiber 5 Tage in Gegenwart von Mg-polyP;
Blau, rot, grin, orange und grau zeigen die Proliferation am jeweiligen Analysetag; die
Abbildung wurde mit dem Computerprogramm FlowLogic erstellt.

Abb. 25. Proliferation von Hep3B-Zellen nach Inkubationszeit bis zum 5 Tagen
substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP (Konzentration 30pg/ml); Zellen ohne polyP-
Substitution dienten als Kontrolle; Analysetag 2 diente als Vergleichstag fur Analysetag 3,4,
und 5; n=3 bei MW=SA.

14



1 Einleitung

1.1 Entwicklung neuer Zellkulturmodelle und deren Nutzen fir die Entwicklung
personalisierter Therapieansatze

In der klinischen Praxis entnehmen Arztinnen und Arzte im Rahmen von Endoskopien und
Punktionen tagtaglich Gewebeproben von Patientinnen und Patienten. Das Potential dieser
entnommenen Proben bleibt jedoch meist ungenutzt.

Insbesondere onkologische und chronisch-entzindliche Erkrankungen haben h&ufig einen
individuellen Verlauf. Sehr oft stehen verschiedene Therapieoptionen zur Verfugung. In
klinischen Studien l&sst sich eine Anndherung fir die optimale Therapie fur das
Gesamtkollektiv finden, die optimale Therapiestrategie fiir den einzelnen Patienten ist
hingegen oft nicht hinreichend untersucht. Der Erfolg der Therapie wird elementar von der
individuellen Tumorgenetik, Tumorepigenetik und Tumorbiologie, aber auch individuellen
Tumorumgebung (z.B. Zirrhose vs. Gesundes Lebergewebe) beeinflusst. Mittels Kultivierung
der im Rahmen der Diagnostik erworbenen Gewebeproben, konnte man ein Mikromodell der
Erkrankung des Patienten erstellen und verschiedene Therapiestrategien ,.,simulieren“. Neben
der Wahl der optimalen First-line-Therapie, konnte man zudem auch die erforderliche Dosis
und ideale Folgetherapien festlegen. Therapie-Non-Responder kdnnten identifiziert werden.
Dem Patienten konnten hierdurch unnoétige Therapieapplikationen und unerwiinschte
Nebenwirkungen und dem Gesundheitssystem unndtige Kosten erspart werden.

Eine individualisierte Therapie, die unter Berticksichtigung des individuellen Immunstatus und
der Mikroumgebung des zu behandelnden Tumors resultieren sollte, hatte eine viel héhere
Erfolgsrate. Daher ist die Entwicklung eines innovativen ex vitro Tumormodells sehr wichtig

und koénnte helfen eine optimierte Tumortherapie zu finden.

1.2 Hepatozellulares Karzinom (HCC)

1.2.1 Epidemiologie

Tumorerkrankungen sind eine der haufigsten Todesursachen weltweit (Sung et al. 2021). Nach
Schétzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) rangiert Krebs in 112 von 183 Landern

auf Platz 1 oder 2 der h&ufigsten Todesursachen vor dem 70. Lebensjahr und an dritter oder
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vierter Stelle in weiteren 23 Landern (Wild et al. 2020). Das Leberkarzinom ist dabei die
siebthdufigste Tumorerkrankung weltweit und stellt mit 830.000 Todesfallen pro Jahr die
zweithdufigste karzinombedingte Todesursache dar (Sung et al. 2021). Die hdochsten
Inzidenzraten fur das Hepatozelluldare Karzinom (HCC) findet man in Asien und Afrika
(McGlynn et al. 2021).

In Europa sind Lander wie Italien, Spanien oder Griechenland mit Inzidenzraten von 10-20
Fallen pro 100.000 Personen am hdufigsten betroffen (Petrick et al. 2020b). In den meisten
Landern sind die Inzidenzraten bei Mannern zwei- bis viermal héher als bei Frauen (Petrick et
al. 2020a; McGlynn und London 2011; YA Ghouri 2017). Die h6here Exposition von Mannern
gegeniiber Karzinogenen wie Tabak und Alkohol, sowie der protektive Einfluss von Ostrogen
hinsichtlich Hepatitiden sind mogliche Hypothesen fir den Geschlechtsunterschied
(Sukocheva 2018; lyer 2017; Okeke et al. 2020).

Leberkarzinome sind auch in Deutschland eine bedeutende Tumorentitat. Gemal’ dem Zentrum
fur Krebsregisterdaten kam es im Jahr 2016 in Deutschland zu 6.220 Neuerkrankungen bei
Ménnern und zu 2.630 Neuerkrankungen bei Frauen (ZfKD 2021). In Deutschland aber auch
in anderen Landern Europas nimmt die Zahl an Neuerkrankungen zu. In den letzten 35 Jahren
hat sich die Zahl der Neuerkrankungen sowohl bei Mannern als auch bei Frauen verdoppelt
(Heimbach et al. 2018).

Die Forschung an Leberzellkarzinomen wird in der Zukunft an Bedeutung zunehmen, da man
eine  Steigerung der Inzidenz insbesondere der durch die nichtalkoholische
Fettlebererkrankung(NAFLD) induzierten Leberzellkarzinome in Industrielandern erwartet
(Huang et al. 2021; Estes et al. 2018a). In Deutschland erwartet man laut einer Modellstudie
von Estes und Kollegen eine Steigerung der Inzidenzraten von NAFLD induzierten HCCs um
mehr als 62% (Estes et al. 2018a). Die Grundlage fir diese Studie waren die Daten zur
Pravalenz von Adipositas und Typ-2-Diabetes mellitus (DM) bei Erwachsenen (Estes et al.
2018a).

1.2.2  Atiologie und Hepato-Karzinogenese

Uber 90% aller HCCs entstehen in Folge einer Leberzirrhose (Bolondi und Gramantieri 2011;
Mittal und EI-Serag 2013). Sie ist der groRte Risikofaktor fir das Entstehen eines HCCs
(Marrero et al. 2019; EASL Clinical Practice Guidelines: Management of hepatocellular

carcinoma 2018; DGVS S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Hepatozelluldren Karzinoms
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2021). Ein HCC ist auch die Haupttodesursache fur Patienten mit Leberzirrhose mit einer
Inzidenz von 1-6% (Trinchet et al. 2015). Generell gibt es mehrere - zum Teil L&nder/Regionen
spezifische - Risikofaktoren, die eine Leberzirrhose und infolgedessen das Entstehen eines
HCCs begiinstigen. Das Hepatitis B Virus (HBV) ist weltweit die Hauptursache fur das
Entstehen eines HCCs und kommt verstérkt in Landern Ostasiens und Afrikas vor, in denen es
endemisch ist. Eine HBV-Infektion fihrt zu einem 15- bis 20-fach erhtéhten Risiko fir die
Ausbildung eines Lebertumors. In den westlichen Industrielandern stellen die alkoholische-
und die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung die wesentlichen Risikofaktoren fir die
Entwicklung eines HCC dar (McGlynn et al. 2021). In Europa ist Alkoholkonsum ein wichtiger
Risikofaktor fiir Lebertumore. (Estes et al. 2018b; Ghouri et al. 2017; Mittal und El-Serag 2013;
McGlynn und London 2011).

Im Folgenden wird nun auf die Risikofaktoren fir das HCC im Detail eingegangen:
HBV-Infektion:

HBV ist fir ca. 60% der HCC Falle in Asien und Afrika und fur ca. 20% der Félle in den
Industrienationen verantwortlich (Akinyemiju et al. 2017) . HBV ist ein DNA Virus, das sich
in das Genom der Wirtszelle integrieren und dadurch Mutationen induzieren kann (Wang et al.
1990). Dadurch erhéht eine HBV-Infektion auch das HCC-Risiko in Abwesenheit einer
Zirrhose. Dennoch geht auch hier in den meisten Féllen eine Leberzirrhose der
Tumorentstehung voraus (Wang et al. 1990). Die kanzerogenen Eigenschaften einer HBV-
Infektion werden durch Aflatoxin B1 verstarkt. Aflatoxine werden von Schimmelpilzarten wie
Aspergillus flavus und Aspergillus parasiticus gebildet und kommen in vielen Landern Afrikas
aufgrund des Klimas verstarkt in Lebensmitteln vor (Kew 2003).

Besonders hervorzuheben ist, dass Impfprogramme, vor allem in Asien und Afrika, zu einem
Absinken der HBV-Infektionen fiihren und sich so auch auf die HCC Inzidenz auswirken
(Chang et al. 2016; Llovet et al. 2021a)

HCV-Infektion:

Eine chronische Infektion mit HCV gehort zu den haufigsten dem HCC zugrundeliegenden
Lebererkrankungen in Nordamerika, Europa und Japan (Akinyemiju et al. 2017). HCV ist ein
RNA Virus, das sich nicht in das Genom der Wirtszelle integrieren kann. Daher ist das Risiko
direkt ein HCC zu entwickeln gering und weitestgehend auf die Patienten beschrankt, die eine
Zirrhose entwickeln. AuBerdem gibt es sehr erfolgreiche anti-virale Therapien, die das Risiko
ein HCC zu entwickeln um 50-80% senken (Kanwal et al. 2017). Man muss jedoch stets

bedenken, dass Patienten mit einer HCV bedingten Leberzirrhose — auch bei optimaler
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Patientenversorgung — ein stetig erhohtes Risiko haben ein HCC zu entwickeln (> 2% pro Jahr)
(loannou et al. 2019; Llovet und Villanueva 2016; Llovet et al. 2021b).

Alkohol:

Alkoholfehlgebrauch verursacht Lebererkrankungen, Zirrhose und HCC. Die Inzidenz fir
Leberzirrhose in Verbindung zu Alkoholkonsum liegt bei 1-3% und ist fiir 15-30% der HCC in
Industrieldndern verantwortlich (Jepsen et al. 2012). AuRerdem wirkt der Konsum von Alkohol
auch synergistisch mit anderen Risikofaktoren, wie z.B. einer HBV-Infektion (Lin et al. 2013).
Non-Alcoholic Steatohepatitis (NASH):

Ein weiterer Faktor ist eine NASH, die oftmals mit metabolischen Erkrankungen wie Diabetes
und Adipositas einher geht (McGlynn et al. 2021). Seit 2010 hat die NASH in den westlichen
Industrielandern deutlich zugenommen und ist fir 15-20% der HCC-Erkrankungen
verantwortlich (Welzel et al. 2013). Interessanterweise entstehen 25-30% der NASH
assoziierten Tumore ohne das Vorliegen einer Leberzirrhose (Kanwal et al. 2018; Mittal et al.
2016).

Alter und Geschlecht

Alter ist wie bei den meisten Tumorentitaten ein wichtiger Risikofaktor, so auch beim HCC.
Es wurde gezeigt, dass ab einem Alter von 70 Jahren das HCC Risiko deutlich ansteigt. Des
Weiteren sind Manner héaufiger betroffen als Frauen. (Llovet et al. 2021b; Rich et al. 2020).
Neben den vielfaltigen Risikofaktoren fir ein HCC ist auch die Pathophysiologie sehr komplex.
Das Zusammenspiel verschiedener Faktoren gerade zum Beginn der malignen Transformation
ist vielschichtig. Zu diesen Faktoren gehoren genetische Prédisposition, reziproke
Interaktionen von viralen und nicht-viralen Risikofaktoren, das zelluldre Microenviroment,
Interaktionen mit dem Immunsystem und die Schwere der zugrundeliegenden
Lebererkrankung.

Next generation Sequencing (NGS) hat es mdglich gemacht eine Vielzahl von Genen, die eine
Tumorentstehung beglnstigen zu identifizieren. Telomerase-Aktivierung Uber Mutationen im
TERT-Promotor, virale Insertionen, chromosomale Translokationen oder Genamplifikationen
sind die haufigsten ,,Treiber und werden in ca. 80% aller HCCs detektiert (Guichard et al.
2012; Schulze et al. 2015). Daneben ist in 30-50% aller HCC der Wnt-R-Catenin-Signalweg
gestort. In 45-50% der HCC werden Mutationen oder eine Deletion von TP53 gefunden (Muller
et al. 2005, 2005; Miiller et al. 2006; Pflaum et al. 2014; Schilling et al. 2010). Weitere sehr
haufige Mutationen findet man in RB1, CCNA2, CCNE1, PTEN, ARID1A, ARID2, RPS6KA3
und NFE2L2. Diese Gene sind wie p53 in die Regulation von Proliferation und Zelltod

involviert (Chiang et al. 2008). Zusatzlich wurden auch Mutationen in Genen, die epigenetische
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Modifikationen, oxidativen Stress und den AKT-mTOR sowie MAPK-Signalweg regulieren,
gefunden(Chiang et al. 2008). Neben diesen direkten Mutationen kdnnen auch chromosomale
Amplifikationen zu Uberexpression von CCND1, FGF19, VEGFA, MY C und MET fiihren und
unkontrollierte Proliferation und Resistenz gegentiber Apoptose auslésen (Chiang et al. 2008).
Diese Mutationen konnen in 20-25% aller HCCs nachgewiesen werden (Schulze et al. 2015;
Zucman-Rossi et al. 2015; Hyman et al. 2017; Llovet et al. 2018; Calderaro et al. 2019).
Neben diesen verénderten Signalwegen spielen die oben genannten Risikofaktoren eine grof3e
Rolle in der HCC Entstehung. HBV induziert durch Insertation ins Genom der Wirtszelle
Mutationen. Die am hdufigsten betroffene Region ist im TERT-Promotor lokalisiert. Dies kann
zu einer Uberexpression der Telomerase fiilhren, die die Verkirzung der Telomere verhindert.
Dadurch wird eine Begrenzung der Zellteilung aufgehoben und die Zellen kdnnen sich
unbegrenzt oft teilen (Nault et al. 2019). Andere Insertionsstellen betreffen die Gene CCNA2
und CCNEL, die an der Zellzykluskontrolle beteiligt sind. Es entsteht replikativer Stress, der
zu einer onkogenen Transformation beitragen kann (Bayard et al. 2018). Im Gegensatz dazu
induziert HCV eine onkogene Transformation indirekt tber oxidativen Stress, der durch
Entziindungsreaktionen ausgeldost wird (Llovet et al. 2021b). Die Adipositas gilt als
Risikofaktor flr unterschiedliche Tumorentitaten (Renehan et al. 2008). Die Fettzellen bilden
ein proinflammatorisches Milieu und beeinflussen das Immunsystem. Daneben kommt es zu
einer Uberladung der Hepatozyten mit Fettsduren. Die Entziindungsreaktion und die
Anreicherung von Fettsduren konnen dann (ber oxidativen und metabolischen Stress
Mutationen induzieren (Nakagawa et al. 2014; Friedman et al. 2018; Anstee et al. 2019; Sultti
und Albano 2020).

Das HCC ist eine der wenigen Krankheiten bei der die Risikofaktoren bekannt und untersucht
sind. Obwohl Impfungen und anti-virale Therapien das Auftreten HBV- und HCV-assoziierter
HCC reduzieren, steigt die Inzidenz weiter an. Dies liegt an anderen atiologischen Faktoren,
wie Alkoholfehlgebrauch sowie NASH, und betrifft vor allem die westlichen Industrienationen
(Kanwal et al. 2018). Daher muss neben anti-viralen Strategien auch ein Umdenken in Bezug
auf den Lebensstil vorgenommen werden, um einen weiteren Anstieg in der HCC-Inzidenz zu

vermeiden.

1.2.3 Staging und Therapie des HCC

Aufgrund der im vorherigen Kapitel genannten Risikokonstellation sollten Patienten mit
Leberzirrhose Child A oder B, Patienten mit einer chronischen Hepatitis B-Erkrankung ab

einem PAGE-B Score von 10, Patienten mit chronischer HCV-Infektion und nichtalkoholischer
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Steatohepatitis eine halbjahrliche Fruherkennungsuntersuchung mittels Sonographie und ggf.
Bestimmung des Tumormarkers Alpha-1-Fetoprotein (AFP) angeboten werden (DGVS S3-
Leitlinie Diagnostik und Therapie des Hepatozelluldren Karzinoms 2021). Auch bei Patienten
mit fortgeschrittener Leberfibrose kann bereits ein Screening erwogen werden. In der
Bildgebung zeigt das HCC ein typisches Kontrastmittelverhalten mit einer arteriellen
Hypervaskularisation und Auswaschung in der portalvendsen und vendsen Phase. Bei
sonographischem Verdacht auf ein HCC, sollte eine Magnetresonanztomographie (MRT) mit
leberspezifischem Kontrastmittel zur weiteren Abklarung durchgefiihrt werden. Bei unklarem
Kontrastmittelverhalten sollte bei Grofle des Leberrundherdes < lcm eine bildgebende
Kontrolle in 3 Monaten und bei Grofle des Leberrundherdes > 1cm mit Kkurativer
Behandlungsoption eine triphasische Kontrastmittel-verstarkte Computertomographie (KM-
CT) oder ein Kontrastmittel-verstarktes Ultraschall (CEUS) und ggf. eine Biopsie erganzt
werden. Im Falle des Fehlens einer kurativen Behandlungsoption ist der Zweiten Bildgebung
eine Biopsie vorzuziehen. Bei Diagnosestellung eines HCC sollte das Staging mittels
Bildgebung des Thorax und kompletten Abdomens und der Bestimmung von AFP ergénzt
werden (DGVS S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Hepatozelluldren Karzinoms 2021).
Die Therapieentscheidung sollte unter Berticksichtigung der BCLCL-Klassifikation, der AFP-
Konzentration und der Mailand-Kriterien innerhalb eines interdisziplindren Tumorboards
getroffen werden. Bei Patienten mit einer HCC-Erkrankung, die innerhalb der Mailand-
Kriterien liegt, sollte bei einem AFP-Wert < 1000mg/l eine Evaluation zur
Lebertransplantationslistung erfolgen. Als Bridging-Therapie sollten entweder eine
chirurgische Resektion, eine Lokalablation oder eine transarterielle Chemoembolisation
durchgefiihrt werden. Bei Patienten mit einem HCC bis 3cm sollte eine Resektion oder eine
Ablation erfolgen. Bei Patienten mit erhaltener Leberfunktion und gering oder maRiggradiger
portaler Hypertension soll, bei einem HCC-Herd > 3 cm und < 5 cm, vor einer Thermoablation
chemoembolisiert werden. Eine transarterielle Chemo- oder Radioembolisation sollte bei
erhaltener Leberfunktion im intermediéren Stadium eingesetzt werden. Bei Patienten mit nicht
lokal kontrollierbarem HCC oder Fernmetastasen sollte im Child-Pugh-Stadium A oder bei
BCLC-Stadium A und B eine Therapie mit dem PDL-1-Inhibitor Atezolizumab und dem
VEGF-Inhibitor Bevacizumab angeboten werden (Ducreux M. 2021). Bei Kontraindikationen
stehen als Erstlinientherapie alternativ Lenvatinib und Sorafenib zur Verfligung (Llovet et al.
2008; Kudo et al. 2018) . In der Zweitlinientherapie sollte nach Therapie mit Atezolizumab und
Bevacizumab die Therapie mit einem Tyrosinkinaseinhibitor erfolgen (DGVS S3-Leitlinie

Diagnostik und Therapie des Hepatozelluldaren Karzinoms 2021). Bei Tumorprogress kdnnen
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die beiden Tyrosinkinase-Inhibitoren Regorafenib und Cabozantinib oder bei einem Alpha-
Fetoprotein-Wert von > 400 ng/ml der VEGFR 2-Antikérper Ramucirumab eingesetzt werden.
Bei Patienten, die keine Immuntherapie erhalten haben, kann nach Ausschopfen der
Therapieoptionen entweder eine Immunmonotherapie mit den anti-PD-1-Antikorpern
Nivolumab oder Pembrolizumab oder eine Kombinationstherapie mit Nivolumab und dem
CTLA-4 Antikorper Ipilimumab eingesetzt werden. Bei Patienten im Child-Pugh-Stadium B
(bis 8 Punkte) kann eine Therapie mit Sorafenib und einem anti-PD-1-AntikOrper erwogen
werden. Bei HCC-Patienten im Stadium Child-Pugh C sollte keine Systemtherapie
durchgefiuhrt werden (DGVS S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Hepatozelluléren
Karzinoms 2021).

1.3 Das Kolonkarzinom

1.3.1 Epidemiologie

Das kolorektales Karzinom (KRK) ist weltweit die dritthdufigste maligne Erkrankung (Wong
et al. 2021). Es liegt im Jahr 2020 mit 576.858 Todesfallen auf dem flnften Platz der
karzinombedingten Todesursachen (Sung et al. 2021). Daher stellt das KRK eine erhebliche
globale Belastung in Bezug auf Komplikationen, Sterblichkeit, und medizinischen Kosten dar
(Wong et al. 2012). Es gibt groRe geografische Unterschiede hinsichtlich der Inzidenz und
Mortalitidt des KRKs in verschiedenen Landern (Wong et al. 2021; Douaiher et al. 2017). Vor
allem in den Industrienationen nimmt die Inzidenz zu.

In Deutschland wurden im Jahr 2016 58.290 Neuerkrankungen an Darmkrebs bei einem
durchschnittlichen Erkrankungsalter von 76 Jahren bei Frauen und 72 Jahren bei Mannern
registriert (Zentrum fir Krebsregisterdaten 2021). Allgemein sind Manner etwas haufiger als
Frauen vom KRK betroffen. Im Deutschland sind im Jahr 2016 11.391 Frauen und 13.411

Manner an den Folgen des Kolonkarzinoms verstorben (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2021).

1.3.2 Atiologie

Das typische Manifestationsalter des KRKs liegt zwischen 65 und 74 Jahren. Alter ist damit

einer der wichtigsten Risikofaktoren fur das Kolonkarzinom (Nee et al. 2020).

Ca. 5-10% der KRKs sind genetisch bedingt (Garland et al. 2020). Hereditare Kolonkarzinome

entstehen beim Lynch Syndrom, der Familidren Adenomatdsen Polyposis (FAP), der
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Attenuierten Familidfren Adenomattsen Polyposis (AAPC), der MUTYH-assoziierten
Polyposis (MAP), dem Peutz-Jeghers-Syndrom (PJS) sowie dem Juvenilen Polyposis-
Syndrom (JPS) (Kupfer und Burke 2020). Etwa 3-5% aller KRKs entstehen in Folge eines
Lynch-Syndroms (Aretz et al. 2021). Dem Lynch-Syndrom liegt eine Keimbahnmutation in
einem von 4 an der DNA-Mismatch-Reparatur (MMR) beteiligten Gene (MLH1, MSH2,
MSH6 und PMS2) zugrunde (Aretz et al. 2021). Dadurch kann ein im Rahmen der Zellteilung
zufallig entstandener Fehler nicht korrigiert werden. Bei am Lynch Syndrom erkrankten
Patienten liegt das Risiko, im Laufe des Lebens am Kolonkarzinom zu erkranken, zwischen 50
bis 80 % (Aretz et al. 2021). Ebenso ist das Risiko flir Endometrium-, Dinndarm-, Magen-,
Bauchspeicheldrisen-, Urothel-, Eierstock-, Talgdriisen-, Haut- und Gallengangskarzinome
erhoht (Kupfer und Burke 2020).

Als zweithdufigste erbliche Ursache fiir das Kolonkarzinom gelten die familidre adenomattse
Polyposis (FAP) und die Attenuierte Familidre Adenomatdse Polyposis (AAPC). Die Ursache
fur diese beiden hereditaren Darmsyndromen sind Mutationen des APC-Gens (Zhang et al.
2020). Hierdurch kommt es zu einer Vielzahl von adenomattsen Polypen (Zhang et al. 2020).
69 % der AAPC-Patienten erkranken an einem KRK (Sa et al. 2020). Ohne Priméarpravention
ké&me es bei 95 % der Uber 50-jahrigen Patientinnen und Patienten mit FAP zu einem KRK (Sa
et al. 2020).

Das Peutz-Jeghers-Syndrom (PJS) und das Juvenile Polyposis Syndrom (JPS) sind durch
hamartomattse Polypen charakterisiert (Kupfer und Burke 2020). Das PJS wird durch
Mutationen der Serin-Threonin-Kinase 11 (STK11) hervorgerufen (Zouzo et al. 2021). Das PJS
fihrt in 81 bis 93 % der Falle zu einem KRK (Zouzo et al. 2021). Das JPS entsteht durch
Mutationen der Gene SMAD4 oder BMPR1A (Blatter et al. 2020). Zwischen 39 und 51 % der
JPS-Patienten erkranken an einem KRK (Blatter et al. 2020).

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
sind ebenfalls wichtige Risikofaktoren flr die Entstehung des KRKs (Fantini und Guadagni
2021).

Neben genetischen Risikofaktoren sind weitere wichtige Risikofaktoren Bewegungsmangel,
Ubergewicht, Rauchen, westliche Erndhrung mit Konsum von rotem Fleisch und Wurstwaren
sowie ballaststoffarme Erndhrung sowie vermehrter Alkoholkonsum. Epidemiologische

Studien haben gezeigt, dass Alkoholkonsum das Risiko fiir KRK bei einem Konsum von 10
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g/Tag um 10 % und bei einem Konsum von 100 g/Woche um sogar 18 % erhoht (Raskov et
al. 2014; Alpert 2020).

1.3.3 Karzinogenese

Der Dickdarm ist das Organ mit der hochsten Proliferationsrate aller Organe bei S&ugetieren
(Raskov et al. 2014). Dies fuhrt zu einem erhohten Risiko fir Mutationen (Zhao und Michor
2013; Raskov et al. 2014). Das kolorektale Karzinom entsteht in aller Regel tber mehrere Jahre
auf dem Boden von Adenomen. Gemals WHO werden Adenome in niedriggradige (LGIEN)
und hochgradige (HGIEN) intraepitheliale Neoplasien eingeteilt. Gemal? der Adenom-
Karzinom-Sequenz kommt es bei den meisten Adenomen in Folge mehrerer Mutationen (z.B.
APC, KRAS, TP53) zu der Entstehung eines Karzinoms (Vogelstein et al. 1988). Ausnahmen
sind serratierte Adenome, die durch Mutationen im BRAF-Gen entstehen und CpG-Insel-
Methylierungen aufweisen (English et al. 2008). Durch Polypektomie der Adenome kann die
Entwicklung eines KRK effizient verhindert werden (Guo et al. 2021).

1.3.4 Staging und Therapie des Kolonkarzinoms

Zum Staging eines KRK sollte eine komplette Koloskopie mit Biopsie und Sonographie mit
CT Thorax erfolgen. Bei sonographischem Verdacht auf Lebermetastasen oder nicht optimaler
Beurteilbarkeit in der Sonographie sollten ein CT Abdomen oder ein MRT Abdomen erganzt
werden. Zudem sollte Carcinoembryonales Antigen (CEA) als Tumormarker bestimmt werden
(DGVS S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Kolorektalen Karzinom 2019). Im Stadium
I-111 wird eine chirurgische Resektion empfohlen. Ab dem Stadium Il wird abhangig von
Risikofaktoren (T4 Stadium, Tumorperforation, intraoperativer Tumoreinriss, Operation unter
Notfallbedingungen, weniger als 12 untersuchte Lymphknoten, histopathologisch
dokumentierte Lymph- oder BlutgefaBinfiltration) und MSI-Status eine adjuvante
Chemotherapie empfohlen. Im Stadium Il kann die adjuvante Chemotherapie individuell mit
dem Patienten besprochen werden. Fiir das Stadium 111 ist ein signifikanter Lebensvorteil fur
eine adjuvante Chemotherapie nachgewiesen (DGVS S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des
Kolorektalen Karzinom 2019).

Im UICC-Stadium IV sollten resektable Metastasen entfernt werden. Periinterventionell oder
postoperativ kann alternativ zur Nachsorge eine Therapie mit FOLFOX erfolgen. Sind die
Metastasen nicht resektabel erfolgt abhéngig von der Lage des Primértumors, des RAS- und
BRAF-Status eine Doublet- oder Triplet-Therapie mit Fluoropyrimidin, Irinotecan und/oder

Oxaliplatin in Kombination mit Bevacizumab oder einem EGFR-Antikorper. Sollten die
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Metastasen im Verlauf resektabel werden, sollten sie operativ entfernt, bestrahlt oder
lokalablativ behandelt werden (DGVS S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Kolorektalen
Karzinom 2019).

1.4 Dreidimensionale Zellkultur

1.4.1 Anwendungszwecke und Arten der 3D-Zellkultur

Die 3D-Zellkultur bietet eine Mdoglichkeit, in vitro den Leber- oder Darmtumor zu modellieren
/imitieren. Eine 3D-Zellkultur kann neben den entsprechenden Zellen auch aus einem aus
biologischen oder synthetischen Materialien hergestellten Scaffold (englisches Wort fr
,,Gerlst) bestehen. Dieses ermdglicht dann eine bessere Kultivierung der Zellen in
3D-Strukturen.

In vivo entwickeln sich und wachsen die Zellen dreidimensional in Geweben und Organen. Die
Relevanz des raum-zeitlichen zelluldaren Kontextes wéhrend der Morphogenese wurde von
Entwicklungsbiologen bereits in den friihen Jahren des 21. Jahrhunderts erkannt (Edelman und
Keefer 2005). Bissell und Kollegen zeigten dann die Anwendung in Tumormodellen. Sie
zeigten, wie extrazellulare Matrix (ECM) und Gewebearchitektur Zellen beeinflussen, wie
maligne Zellen Signale aus der Umgebung empfangen und auch, wie die Umgebung auf
Signale der Tumorzellen reagiert (Roskelley et al. 1994). Weitere Arbeiten zeigten, wie
extrazelluldre Faktoren das Verhalten von Tumorzellen beeinflussen und damit auch ihre
Sensitivitat gegentber therapeutischen Wirkstoffen (Yamada und Cukierman 2007; Hay und

Dodson 1973) determinieren.

In den letzten Jahren hat die Zahl der 3D-Kulturmethoden zugenommen. Homotypische
Spharoide (bestehend aus nur einem Zelltyp) oder auch aus Biopsien gewonnene Organoide
zeigten einen eher physiologischen Grad der Zelldifferenzierung im Vergleich zu
konventionellen 2D-Kulturbedingungen (Hoffman 1993). Diese Modelle kénnen Einblicke in
multizelluldare Reaktionen auf physikalische oder chemische Verletzungen (Kerbel und
Kobayashi 1994; JH Schwachofer 1990) oder Prozesse der Tumorentstehung geben (Kunz-
Schughart et al. 2004; St Croix und Kerbel 1997).

Ein Hindernis hierbei war immer das Vorhandensein eines zentralen hypoxischen Bereichs

innerhalb der Spharoide, in dem sich Nekrosen entwickelten, was die Verwendung dieser
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Modelle stark einschrankt. Die zentrale Nekrose, bedingt durch die Einschrankung des
Stofftransports und die Akkumulation toxischer Metabolite sowie die fehlende
Néhrstoffpenetration, war immer der limitierende Faktor fir die Entwicklung einer 3D-
Zellkultur. Dieses Problem der Energieversorgung konnte mit Energietrdgern wie
Polyphosphaten (polyPs) geldst werden sein. In Abbildung 1 sind verschiedene Arten der 3D-

Zellkulturmodelle zu sehen.

Hydrogels: Der differenzierte Phanotyp kann fur mehrere
Tage aufrechterhalten werden, abhangig vom Zelltyp.
Einfachste  Handhabung Zellsuspension Gel-/Matrix-basierte 3D surfaces: Situation ahnelt mehr den in-vivo
aller In-vitro-Modelle Kultur Bedingungen. Erhaltung der Lebensfahigkeit der Zellen,
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Abbildung 1 verschiedene Arten von 3D-Zellkultur-Modellen. Modifiziert nach Mazzoleni (Mazzoleni et al.
2009b).

1.5 Bioprinting

Das Ziel des Projekts ist, dass man die 3D-Zellkulturen mittels eines 3D-Druckers verdrucken
kann. Deswegen erfolgt hier eine kurze Einleitung in das Bioprinting. Charles W. Hull hat den
Begriff ,stereolithography* 1984 eingefiihrt (Hull 1984). Das waren die Anfange des 3D-

Bioprintings. Dunne Schichten von Zellen wurden gedruckt und hatten am Ende eine
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konsistente 3D-Struktur. Diese Modelle wurden dann fir die Produktion von Scaffolds (ein
3D-Zellgerist) genutzt (Kryou et al. 2019a).

Die darauf folgende Generation des Bioprintings setzte man fur Tissue Engineering ein

(Nakamura et al. 2010). Es gibt hierbei drei wichtige Bioprinting-Techniken: Extrusion (Ilwami
et al. 2010), Inkjet (Xu et al. 2013) und Laser-Induced Forward Transfer (LIFT) (Guillemot et
al. 2010). In Tabelle 2 sind die wichtigsten Eigenschaften der drei 3D-Bioprinting-Arten

zusammengefasst (Kryou et al. 2019b) und in Abbildung 3 sind die drei wichtigsten

Bioprinting-Arten im Vergleich dargestellt.

mittel schnell langsam

<85 % ~ 80 % > 90 %

10 m 50 m 100 m

medium low high

1-300 mPa s <10 mPas 30-6 10’ mPa's
niedrig niedrig niedrig bis mittel
niedrig niedrig hoch

hoch niedrig niedrig bis mittel

Tabelle 2 Ubersicht der Eigenschaften der drei verschiedenen Arten des 3D-Bioprintings. Modifiziert nach C.

Kryou (Kryou et al. 2019b).
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Vorteile

Nachteile

Abbildung 3 Komparative Darstellung der Vor- und Nachteile der drei verschiedenen Arten des 3D-Bioprintings,
madifiziert nach C. Kryou (Kryou et al. 2019b).

1.5.1 Laser-Induced Forward Transfer (LIFT)

LIFT ist eine dusenlose Technik und daher gibt es keine Probleme mit dem Verstopfen der
Dise mit biologischen Materialien, was einer der grofiten Nachteile anderer
Biodrucktechnologien ist. Diese Technik ermdéglicht die Konzentration gedruckter Zellen bis
zu 1 x 108 Zellen/mL mit einer sehr hohen Auflésung (Zhang 2015).

Um verschiedene Druckeinstellungen zu vergleichen, wurden die Zellen nach dem LIFT
untersucht. Wahrend eine hdhere Laserenergie in verstarktem Zelltod resultiert, flhren erhohte
Filmdicke und Bioink-Viskositéat zu einer verbesserten Viabilitat der Zellen (Guillemot, F. et
al. 2010).

1.5.2 Inkjet

Inkjet-Bioprinting beinhaltet die Konstruktion zellularer Strukturen, die das Zellwachstum
ermdoglichen. Diese Art von Bioprinting wird zum Beispiel fiir Scaffolds (3D-Gertiste) benutzt.
Das groflite Problem dieses Modells liegt darin, dass keine hohen Zelldichten erreicht werden

und das Modell dadurch technisch limitiert ist. Im Vergleich zu anderen Methoden hat Inkjet-
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Bioprinting den Vorteil einer erhdhten Schnelligkeit. Die Methode ist auch kostenguinstig. Die
Inkjet-Technik ermdglicht direktes Platzieren von Zellen auf Scaffolds aus Biomaterialien, zum
Beispiel direkt in die Hautl&sionen, sodass diese Technik bei Regenerationsprozessen hilfreich
ist (Kryou et al. 2019a).

In Abbildung 4 ist Inkjet-Bioprinting schematisch dargestellt. Die Ink-Tropfen haben hierbei
eine Zelldichte von weniger als 10 Millionen Zellen pro Milliliter (Xu et al. 2005; Kryou et al.
2019b).

Inkjet-Bioprinting

-
Heiz-Element

Dase - —
g
Bio-Ink-Tropfen [ ]
\ .

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Inkjet-Bioprintings. Madifiziert nach C. Kryou (Kryou et al. 2019a).

1.5.3 Extrusion

Diese Technik ermdglicht das Drucken von sehr hohen Zelldichten, Hydrogelen und
Copolymeren. Zellen werden bei dieser Technik temperaturkontrolliert anhand von
pneumatischem Druck verteilt. Diese Art von Bioprinting produziert Filamente entlang einer
X-und Y-Achse und durch die vertikale Bewegung formiert sich die Z-Achse (Kolesky et al.
2016; Kryou et al. 2019a). Ein groRer Nachteil des Extrusionsbiodrucks besteht darin, dass die
Zelllebensfahigkeit geringer ist als bei Inkjet-basiertem Biodruck.

Die verminderte ZellUberlebensrate liegt darin begriindet, dass die Zellen sehr hohen Scher-
und Spannungskraften in viskosen Flussigkeiten ausgesetzt sind.

Extrusions-basierte Bioprinting-Ansatze wurden u. a. fir die Erzeugung von Aortenklappen
und in-vitro-pharmokokinetischen Modellen eingesetzt (Chang et al. 2008a, 2008b; Duan et al.
2013; Kryou et al. 2019b).
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1.6 Scaffolds

Scaffolds sind 3D-Gerliste bzw. Schablonen, die Zellinteraktion, Proliferation und
extrazelluldare Matrixbildung fordern (Nikolova und Chavali 2019). Scaffolds benutzt man in
Bereichen des Tissue Engineerings, der regenerativen Medizin und der
Medikamentenentwicklung. In der regenerativen Medizin gibt es Scaffolds, die sogar den
Wiederaufbau von Nerven, Muskeln, Gefédlien und Knochen ermdglichen. Dieses bioaktive
Gerlist gewéhrleistet nicht nur die mechanische Unterstiitzung des Gewebes, sondern kann auch
als Tréger fur bioaktive Molekiile wie zum Beispiel Zytokine, Inhibitoren, Medikamente oder
Antibiotika dienen (Nikolova und Chavali 2019). Scaffolds konnen aus verschiedenen
Materialien bestehen. Abbildung 5 gibt einen Uberblick tiber verschiedene Materialien, die fiir
die Produktion von Scaffolds verwendet werden. Jedes Biomaterial hat spezifische chemische,
physikalische und mechanische Eigenschaften, die verschiedene 3D-Formen und Geometrien
ermoglichen (Nikolova und Chavali 2019).

Scaffold

Keramik
HA, B-TCP, o-TCP,
Z10,, TiO,, pordses

Bioglas,

Calciumsilicate

Abbildung 5 Scaffold-Arten. Modifiziert nach Nikolova und Chavali (Nikolova und Chavali 2019).
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1.7 Anorganisches Polyphosphat (polyP)

In dieser Arbeit wurden die verschiedene Caco2- und Hep3B-2D-Zellkulturen mit polyP-
Substraten substituiert, um eine optimierte Energieversorgung fur die Zellen zu gewahrleisten.
Das physiologische Phosphat-Polymer polyP ist ein lineares Molekiil, das aus einigen bis zu
hundert anorganischen Orthophosphat-Monomereinheiten (Pi) besteht, die durch

hochenergetische Phosphoanhydridbindungen verbunden sind (Abbildung 6).

Abbildung 6 Chemische Formel von Polyphosphat (eigene Darstellung).

PolyP wird aus Pi durch eine Dehydrierung bei erhghter Temperatur gebildet. PolyP kommt in
allen Organismen vor: Bakterien, Archaen, Pilzen, Protozoen, Pflanzen und Tieren (Kornberg
et al. 1999a; Kulaev und Vagabov 1983; Wood und Clark 1988; Kulaev et al. 2004). Mangels
bekannter Funktion wurde es lange Zeit als ,,molekulares Fossil“ bezeichnet (Kornberg et al.
1999b; Kornberg 1995; Kulaev et al. 2004). Im Laufe der Zeit, hat man Erkenntnisse
gewonnen, dass polyPs zahlreiche und vielfaltige biologische Funktionen haben. Zu diesen
Funktionen gehoren: Substitution von ATP in Kinase-Reaktionen, Reservoir von Pi,
Chelatbildung mit Metallen (z. B. Mn?"" Mg?*" Ca?") oder Puffer zur Verhinderung eines
Anstiegs des intra- und extrazellularen pHs.

PolyP wurde erstmals aus Hefe isoliert (Liebermann 1890) und spater in Form
metachromatischer Granulate in Mikroorganismen gesehen als Partikel, die durch basische
blaue Farbstoffe (z. B. Metachromasie) rosa gefarbt wurden.

Historisch gesehen wurden die metachromatischen Partikel als diagnostisch nutzbares
Merkmal zur ldentifizierung medizinisch wichtiger Bakterien wie Corynebacterium
diphtheriae genutzt.

In den 1930er Jahren wurde entdeckt, wie Pi durch eine Anhydridbindung an ADP in der
aeroben (oxidativen) Phosphorylierung fixiert wird. In dieser Zeit wurde auch das kleinste
anorganische Polyphosphat, das Pyrophosphat, in tierischen Zellpréparaten beschrieben. Das

Wissen, dass mitochondriale Membranen der Sitz der aeroben Phosphorylierung sind und dass
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Nukleotidyltransferasen die Quelle des anorganischen Pyrophosphats sein konnten (Kornberg
1993b; Kornberg 1957b; Kornberg 1999), erklarte jedoch nicht, wie die vielen
Phosphoanhydrid-verkniipften Reste in polyP zusammengebaut wurden. Erst Versuche in
Escherichia coli fuhrten zur Entdeckung der polyP-Kinase, die das terminale Phosphat von
ATP abspalten und in polyP umwandeln und auch die Umwandlung von polyP zurlck in ATP

katalysieren konnte (Kornberg 1993a; Kornberg et al. 1956):

NATP < poly Pn + nADP.

1.7.1 Vorkommen

Die natirliche Existenz von polyP identifizierte Ascoli in Hefe (Ascoli 1899). Der Autor zeigte,
dass Kernextrakte eine Fraktion enthalten, die mit Bariumsalzen bei saurem pH-Wert ausgefallt
werden konnte, und bezeichnete diese als Metaphosphat. Spater wurde dieses Polymer in
Bakterien, Protista, Blutenpflanzen und Metazoa identifiziert (Xiaohong Wang et al. 2018;
Kulaev et al. 2004; Kornberg et al. 1999b; Mdller et al. 2015; Schroder und Mdller 1999). Die
funktionelle Charakterisierung begann mit der Identifizierung erster Enzyme, die den
reversiblen Phosphataustausch zwischen polyP und ATP/ADP (Rao et al. 2009; Kornberg
1957a; Kornberg et al. 1956; Xiaohong Wang et al. 2018) in Bakterien katalysierten. Wahrend
in Bakterien polyP in Volutingranula (metachromatische Granula) gespeichert wird (Pallerla et
al. 2005; Xiaohong Wang et al. 2018), akkumuliert dieses Polymer in den Acidocalcisomen bei
Eukaryoten. Diese Granulate wurden in Trypanosomen und auch in menschlichen
Blutplattchen entdeckt (Docampo 2006). Neben der Bildung von Salzen mit anorganischen
Kationen (Ca?*, Mg?*, Zn?*, Fe?*, Na' und K*) bildet polyP Komplexe mit organischen
Molekilen wie basischen Aminosauren oder Polyaminen (Xiaohong Wang et al. 2018).
Basierend auf den Extraktionsmethoden, die fir die Isolierung von polyP verwendet werden,
wurde dieses Polymer willkirlich in kurzkettige (von 3 bis 300 Pi) und langkettige (von 300
bis 1000 Pi) Polymere unterteilt (Kulaev et al. 2004).

1.7.2 Stoffwechselenzyme der Polyphosphate

Waéhrend die anabolen und katabolen Stoffwechselwege von polyP in Bakterien gut untersucht
sind (Kornberg et al. 1999a; Schroder und Muller 1999; Xiaohong Wang et al. 2018), wurden
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nur wenige Polyphosphatkinasen in Eukaryonten identifiziert. Das wichtigste aus Bakterien
bekannte polyP-anabole Enzym, die Polyphosphatkinase (PPK), wurde auch in dem
Schleimpilz Dictyostelium discoideum identifiziert (Zhang et al. 2007). Ein anaboles polyP-
Enzym wurde in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Secco et al. 2012) mit dem vakuolaren
Transporter Chaperone 4 (\Vct 4) isoliert (Xiaohong Wang et al. 2018).

In Saugetieren wurde polyP als Substrat fiir die Synthese von NADP* durch Phosphorylierung
von NAD™ identifiziert. Diese Reaktion wurde durch mitochondriale NAD-Kinase katalysiert
(Ohashi et al. 2012; Azevedo et al. 2015). Es wurde auch gezeigt, dass bei Séugetieren polyP
enzymatisch durch alkalische Phosphatase (ALP), eine Exopolyphosphatase, hydrolysiert
werden kann. Die Spaltung des terminalen Phosphats der polyP-Kette setzt Pi und somit auch
Energie frei (Kulaev et al. 2005, S. 85-87). ALP kann im knochengewebsassoziierten
Epiphysenknorpel Phosphatester sowie auch ATP spalten (Fortuna et al. 1979). Auch wurde
eine menschliche Exopolyphosphatase beschrieben, die zur DHH-Superfamilie humaner
Proteine h-prune gehort, und ein Bindungsligand des Metastasen-Suppressors nm23-H1-
Protein ist (Tammenkoski et al. 2008). Dieses Enzym baut polyPs aller Kettenlangen ab
(Tammenkoski et al. 2008; Xiaohong Wang et al. 2018). Obwohl das zugrundeliegende Enzym
bisher nicht isoliert wurde, deuten experimentelle Ergebnisse darauf hin, dass polyP im
menschlichen Blut und Plasma sowohl durch Exo- als auch durch Endopolyphosphatasen

abgebaut werden kann (Lorenz et al. 1997; Xiaohong Wang et al. 2018).

1.7.3 Verschiedene Funktionen von Polyphosphaten

Polyphosphat als ATP-Ersatz und Energiequelle

Durch Phosphotransferasen kann der polyP-Spiegel in einer Zelle weit iber dem von ATP
liegen. Im Vergleich zu den Ublichen zellularen ATP-Werten, die zwischen 5 und 10 mM
liegen, konnen die massiven vakuolaren Ablagerungen von polyP z.B. in der Hefe
Konzentrationen von tiber 200 mM erreichen. In E. coli kdnnen die polyP-Spiegel als Reaktion
auf Stress etwa 50 mM (Ault-Riché et al. 1998) erreichen. In Myxobakterien kénnen die
kornigen Aggregate von polyP wahrend der stationdren Phase ebenfalls Werte von iber 50 mM
erreichen (Voelz et al. 1966; Kornberg et al. 1999b).

Es wurde ein Protein in der ribosomalen Fraktion des Archaebakteriums Sulfolobus

acidocaldarius gefunden, das durch polyP phosphoryliert wurde (Skorko 1989). Ein

Energiertickgewinnungsmechanismus, der mit Ausschleusung organischer Endprodukte (z. B.
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Laktat in Darmbakterien) in Verbindung steht, kénnte eine chemiosmotische Kopplung
generieren (van Veen et al. 1994a; van Veen et al. 1994c, 1994b; Kornberg 1999). Die
Abldsung von Metallchelat aus dem polyP kann eine chemiosmotische Kopplung erzeugen, die
bei der Synthese von ATP helfen kénnte (Kornberg 1999).

In einer Zelle kann polyP als ATP-Quelle dienen (Kornberg 1999). Der katalytische Umsatz
von ATP ist in den Zellen sehr groR3. Bei E. coli in den stationaren Phasenkulturen werden sehr
hohe Konzentrationen von polyP gebraucht, um das ATP nur fir wenige Sekunden zu ersetzen.
Aber diese herausragende regulatorische Rolle des polyPs ermdglicht E. coli, in der stationdren
Phase zu (iberleben (Kornberg et al. 1999b).

Polyphosphat als Reservoir fur Pi

Ein stabiles Niveau von Pi, das fir Stoffwechsel und Wachstum unerl&sslich ist, kann nur durch
ein Reservoir gewéhrleistet werden, in dem polyP durch assoziierte Exopolyphosphatasen in
Pi umgewandelt werden kann. Das Polymer, das mit multivalenten Gegenionen assoziiert ist,
hat einen deutlichen osmotischen Vorteil gegenuber freiem Pi. Die Akkumulation von polyP
hédngt vom PhoB des Pho-Regulons (ein bakterieller Regulationsmechanismus, der zur
Erhaltung von anorganischem Phosphat innerhalb der Zelle dient (Wanner und Chang 1987))
ab, das Uber 30 Gene steuert, die am Phosphatstoffwechsel beteiligt sind (Kornberg 1999; Chu
et al. 1996; Rao und Torriani 1990). Mehrere Exopolyphosphatasen in E. coli (Akiyama et al.
1993; Keasling et al. 1993; Kornberg 1999) und in Hefe (Andreeva und Okorokov 1993,
Andreeva et al. 1998b; Lichko et al. 1998; Andreeva et al. 1998a; Kulaev et al. 1997; Kornberg
1999) stehen potenziell zur Verfligung, um Pi an verschiedenen Orten in einer Zelle zu

produzieren.

Polyphosphat als Chelator von Metallionen

Ein Phosphat-Polyanion wie polyP ist ein starker Chelator von Metallionen. PolyP bildet in
Hefen einen Chelatkomplex mit Ca?*-lonen und senkt so die Ca?*-Konzentration in der
Hefevakuole (Dunn et al. 1994). Die Chelation von Ca?-und Mg?**-lonen, die in den
Zellwénden grampositiver Bakterien sind, gilt als Grundlage fir die antibakterielle Wirkung
von polyP (Lee Ruby M. et al. 1994; Kornberg 1999). Die Komplexbildung mit anderen
Metallen wie z. B. Zink, Eisen, Kupfer und Cadmium koénnte entweder deren Toxizitat

verringern oder deren Funktionen beeintréchtigen.
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PolyP als Regulator fiir Stress und Uberleben

Die regulatorischen Rollen des polyP sind sehr unterschiedlich. PolyP interagiert mit basischen
Proteinen (z. B. Histonen), mit basischen Domanen anderer Proteinen, wie z. B. Polymerasen,
und wurde auch in Verbindungen mit nicht-histonischen Kernproteinen untersucht
(Offenbacher und Kline 1984; Kornberg 1999). Diese Interaktionen konnten vielleicht auch die
Genfunktionen positiv oder negativ beeinflussen. Es scheint moglich zu sein, dass polyP bei
der Stressantwort beteiligt ist und mit Signalmolekdlen, die Zellzyklus und das Zellwachstum
steuern, interagiert. Dartiber hinaus wurde auch eine regulatorische Rolle von polyP bei einer
Vielzahl von Reaktionen bei Nahrstoffmangelzustanden und bei Umweltbelastungen
beobachtet. Auch wurde die Rolle des polyP bei der Dynamik der metabolischen Anpassungen
in der stationdren Phase von E. coli beobachtet (Hengge-Aronis 1993; Kolter et al. 1993; Rao
et al. 2009; Kornberg 1999).

PolyP als Entwicklungsregulator

Entwicklungsbedingte Veranderungen der Mikroorganismen — Fruchtkorper- und
Sporenbildung bei Myxobakterien (z. B. M. xanthus), Sporulation bei Bakterien (z. B.
B. subtilis) und Pilzen sowie Heterocystenbildung bei Cyanobakterien (z. B. Anabaena sp.) (C.
Peter Wolk et al. 1994; Kornberg 1999) — treten als Reaktion auf N&hrstoffmangel auf. Im
Hinblick auf die Beteiligung von polyP bei Nahrstoffmangelzustédnden in der stationdren Phase
von E. coli. kdnnte polyP durchaus auch in anderen Féllen von zelluldren Anpassungen oder
Defiziten eine Rolle spielen (Kornberg 1999).

In Myxococcus xanthus wird am Ende des vegetativen Wachstums das Niveau von polyP und
der polyP-AMP-Phosphotransferase-Aktivitat um das 10-Fache erhéht (Kornberg 1999). In
erhdhten Konzentrationen kann polyP auf verschiedene Weise zur Entwicklung von
Fruchtkorpern und Sporen beitragen. Der Anstieg der Konzentration von Guanosin-3,5-
bispyrophosphat, einem Signalmolekul der bakteriellen Stressantwort (Murray und Bremer
1996; Kornberg 1999), geht der polyP-Bildung voraus. Die Mutanten zum Beispiel, die
Guanosin-3,5-bispyrophosphat nicht produzieren kénnen, erhéhen auch ihre polyP-Spiegel
nicht (Kornberg 1999). Es scheint es, dass Guanosin-3,5-bispyrophosphat eine regulatorische

Rolle bei der polyP-Bildung spielt.
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1.8 Ziel des Projekts

Das Ziel dieses Projekts ist es, die Grundlagen (z. B. Kulturbedingungen) fir die Entwicklung
eines personalisierten Tumormodells zur patientenindividuellen Anpassung der Anti-
Tumortherapie zu etablieren.

Um primére Zellen zu kultivieren und Interaktionen zwischen verschiedenen Geweben zu
untersuchen, ist die Entwicklung komplexer 3D-Zellkulturmodelle dringend erforderlich. Es
gibt hier verschiedene Ansédtze von Spharoiden Uber Organoide zu Scaffold-basierten
Zellkulturmodellen. Alle diese 3D-Modelle bergen Herausforderungen wie z. B. eine
gleichmélige Energieversorgung auch im Inneren der 3D-Zellkultur bei gleichmaRigem
Sauerstoffpartialdruck zu generieren.

In der vorliegenden Arbeit habe ich polyPs, die schon in der Arbeitsgruppe unseres
Kooperationspartners Prof. Muller (Institut fir Physiologische Chemie, Universitatsmedizin
Mainz) verwendet werden (Muller et al. 2016a; Muller et al. 2016b) hinsichtlich ihrer
Anwendungsmdglichkeiten bei hdufigen gastroeneterologischen Tumoren untersucht. Die
Fragestellung war: (1) Werden polyPs von Zellen aufgenommen, (2) werden diese
verstoffwechselt und kénnen somit als Energiequelle dienen und (3) werden polyPs aerob oder
anaerob umgesetzt? Diese entscheidenden Fragen wurden an zwei Zelllinien Hep3B (Zelllinie
des hepatozellularen Karzinoms) und Caco2 (Kolonkarzinomzelllinie) in einer 2D-Zellkultur
untersucht. Hierbei wurde zum einen der Metabolismus Uber Messung von
Reduktionsaquivalenten (NAD(P)H) bestimmt und zusétzlich physiologische Parameter wie
Proliferation und Zelltod gemessen. Wenn polyPs tatsachlich als Energiequelle von den Zellen
genutzt werden kdnnen, dann ist es auch wichtig, zu verstehen, wie polyPs umgesetzt werden.
Im Inneren eines 3D-Zellkulturmodells nimmt der Sauerstoffpartialdruck ab. Ein anaerober
Stoffwechselweg wie Glykolyse oder Pentose-Phosphatweg als Stoffwechselweg ware
optimal, damit die polyPs auch im Inneren des Zellkulturmodells genutzt werden kénnten.
Die Nutzungsmdglichkeit von polyPs stellt somit die Grundlage fur die Etablierung komplexer
und physiologisch relevanter 3D-Zellkulturmodelle dar. Diese konnen dann fur die

Entwicklung personalisierter Therapieansétze genutzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Wasserbad

Reinstwasseraufbereitungsanlage
Milli-Q mit Q-POD
Nanophotometer IMPLEN

T3 Thermocycler
Nanophotometer IMPLEN

Zellzéhler Cellcounter TC 20

Mikroskop Zoe
Mikroskop Olympus CK2

Magnetrihrer, IKA RH basic 2

Thermomixer comfort5355
Thermomixer compact

Dry Block Heating Thermostat Bio TDB-
100
Analysenwaage Excellence XA105
DualRange

Laborwaage
Sterilbank HeraSafe

Sicherheitswerkbank LaminAIR HB2448

GFL: Gesellschaft fiir Labortechnik mbh,
Burgwedel, Deutschland
Merck Millipore, Billerica, USA

Implen GmbH, Miinchen, Deutschland
Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland
Implen GmbH, Miinchen, Deutschland

BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA
Olympus, Japan

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BIOSAN, Riga, Lettland

Mettler Toledo, GiefRen, Deutschland

Sartorius Laboratory, Gottingen, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
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Electrophoresis  Power
EV261

PowerSupply E835

PowerSupply E455

Gelkammer Multigel G44
Scientific  CO2

Brutschrank, Forma

Inkubator
Brutschrank

Zentrifuge Sorvall RC 6 Plus

Minizentrifuge fir PCR-Tubes

Zentrifuge Biofuge pico

Tischzentrifuge MiniSpin plus
Zentrifuge Mikrozentrifuge picol7
Tischzentrifuge Jouan MR23i

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Zentrifuge Biofuge 15R

Tischzentrifuge Megafuge 16 R

Schittelgerat Certomat R

FACS LSR Fortessa

Supply Consort Consort bvba, Parklaan, Belgien

Consort, Turnhout, Belgien
Consort, Turnhout, Belgien
Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Unity Lab Services, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
BioRad, Hercules, USA

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Heraeus  Sepatech  GmbH,  Osterode,
Deutschland
Heraeus  Sepatech  GmbH,  Osterode,

Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

B. Braun Biotech International

BD, Franklin Lakes, USA
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2.1.2 Allgemeiner Laborbedarf

96 Well Cell Culture Plate 3598

96 Well Cell Culture Plate 3585
Clear Microplate DY990

96 Well Microplate 655074

1,5 ml Eppendorf Tubes
2,0 ml Safe-Lock-Eppendorf Tubes

14 ml Polypropylene Round-Bottom Tube
Falcon

15 ml High-Clarity Polypropylene Conical
Tube Falcon

50 ml Polypropylene Conical Tube Falcon

Pipetten Eppendorf Research Plus
Pipette Easypet
Multipipette Multipette plus

Pipetman

2.1.3 Reagenzien

MTS-Assay, Zell-Proliferation
PBS [Phosphate-Buffered Saline]

DAPI

Minimal Essential Medium Eagle

Corning Incorporated, Corning, USA

Corning Incorporated, Corning, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
Frickenhausen,

Greiner Bio-One,

Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutchland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Corning Science Mexico S.A. de C.V,
Tamaulipas, Mexiko
Corning Science Mexico S.A. de C.V,
Tamaulipas, Mexiko
Corning Science Mexico S.A. de C.V,

Tamaulipas, Mexiko

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gilson, Middleton, USA

BioVision Inc, Milpitas, USA
SIGMA, St. Louis, USA

BD, Franklin Lakes, USA

SIGMA, St. Louis, USA
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium SIGMA, St. Louis, USA

HHBS [Hank’s Buffer with 20 MM Hepes]  Bioquest, Sunnyvale, Canada

CytoPainter Cell Proliferation Staining Abcam, Cambridge, UK
Reagent-Green Fluorescence

2.2 Methoden

2.2.1 Statistik

Alle Experimente wurden unabhangig voneinander in dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die
Daten stellen Mittelwerte mit Standardabweichungen, wenn nichts anderes angegeben, dar.

2.2.2 Zellkultur

Hep3B-Zellen (Humane Hepatom Zelllinie) wurden in Minimal Essential Eagle’s Medium
(MEM) und Caco2-Zellen (Kolorektales Karzinom) in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) mit Zusatz von jeweils 5ml Natriumpyruvat und 5 ml nicht-essentiellen
Aminosduren kultiviert. Zusétzlich wurde das Medium mit 10 % fétalem Kélberserum (FCS)
supplementiert. Die Inkubation der Hep3B- und Caco2-Zellen erfolgte bei 37 °C und 10 % bzw.
5 % COs..

2.2.3 Zellernte

Die Zellen wurden in Gegenwart des jeweiligen polyP-Substrats (in Konzentrationen von
30 pg/ml bis 300 pg/ml) 7 bis 9 Tage inkubiert. Zur Ernte wurden die Zellen mit Hilfe von
Trypsin-EDTA-L6sung (2,5 g/l Schweinetrypsin, 0,2 g/l EDTA) von der Zellkulturschale
abgelost. Jeweils eine Million Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschliefend mit
70 % Ethanol fixiert.
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2.2.4 MTS-Analyse

Der MTS-Assay ist ein kolorimetrischer Assay zur Beurteilung der Zellstoffwechselaktivitat.
NAD(P)H-abhéngige  zelluldare  Oxidoreduktase-Enzyme  kdnnen unter  definierten
Bedingungen die Anzahl der vorhandenen lebensfahigen Zellen reflektieren.

Fur den MTS-Assay wurden Hep3B- und Caco2-Zellen in 96 Well-Platten ausgesat (8000
Zellen/Well). Calcium-, Magnesium-, Strontium- oder Natrium-polyP wurden in
verschiedenen Konzentrationen (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml) dem Medium
zugesetzt. Nach einer Inkubation von 3, 5 und 7 Tagen wurde die metabolische Aktivitat der
Zellen (NAD(P)H-Gehalt) bestimmt. Hierzu wurden pro Well 15 pl MTS-Reagenz zugegeben
und die Zellen wurden 3 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die

Absorption bei 492 nm gemessen.

2.2.5 Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie

Pro Ansatz wurden je 1 Million Hep3B- und Caco2-Zellen in Zellkulturschalen ausgesét. Das
Zellkulturmedium wurde jeweils mit 30 pg/ml Calcium-, Magnesium-, Strontium- oder
Natrium-polyP supplementiert. Zellen in polyP-freiem Medium dienten als Kontrolle. Nach
einer Inkubation von 7-9 Tagen wurden die Zellen geerntet, fixiert und bis zur Messung bei
—20 °C gelagert. Fur die Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, danach 20 min mit RNAase (Konzentration 0,1 mg/ml) bei 37 °C inkubiert und
anschlieend mit DAPI-Farbstoff (Konzentration 2 mg/ml) gefarbt. Die Messung erfolgte am
BD-LSR-Fortessa-Durchflusszytometer. Die Auswertung wurde mit der Software FlowLogic

durchgefiihrt.

2.2.6 Bestimmung der Zellproliferation von Hep3B-Zellen

Pro Ansatz wurden 3 Millionen Hep3B-Zellen in 6 ml HHBS (Hank’s Buffer mit 20 mM
Hepes) aufgenommen und mit CytoPainter-Cell-Proliferation-Staining-Reagenz gefarbt.

Danach wurden die Zellen tber 30 Minuten in Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Farbstoff abgesaugt und 6 ml HHBS dazugegeben. Nach dem
erneuten Zentrifugieren wurden 30 ml Kulturmedium dazugegeben und es wurde jeweils 1 ml
der Losung pro Well in 6 Well-Platten pipettiert. Pro Well wurden zusétzlich 2 ml Medium

zugegeben. Danach erfolgte die mikroskopische Prufung der Fluoreszenz. Es wurden jeweils
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Na-, Ca-, Mg-, und Sr-polyP in der Konzentration von 30 pug/ml dazugegeben. Die Zellen
wurden daraufhin im Brutschrank bei 37 °C flr weitere 2, 3, 4 oder 5 Tage inkubiert.

Am jeweiligen Analysetag wurde das Medium abgenommen, die Zellen wurden mit 1 ml PBS
gewaschen und mit 0,5 ml Trypsin-EDTA-L6sung pro Well behandelt. Am Ende wurden die
Zellen in 500 pl PBS aufgenommen, durch ein FACS-Sieb gegeben und im BD-LSR-Fortessa-
Durchflusszytometer im Pacific-Blue-Kanal analysiert. Die Auswertung erfolgte mit der
Software FlowLogic.

3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Auswirkungen der Polyphosphat-Applikation auf den Metabolismus
der Hep3B- und Caco2-Zelllinien mittels MTS-Assay

Theoretisch kénnen Polyphosphate neben Glukose als zusatzliche Energielieferanten dienen
(Muller et al. 2016b). Daher wurde zunéchst der Einfluss verschiedener polyP-Substrate auf
den Metabolismus von Hep3B- (Leberzelllinie) und Caco2-Zellen (Darmzelllinie) untersucht.
Hierzu wurde ein MTS-Assay durchgefuhrt. Bei dieser Analyse wird die Menge der
Reduktionsaquivalente NADH und NADPH bestimmt, welche ein Mal3 fiir die metabolische
Aktivitat der Zelle darstellt. Zunéchst wurde daher eine Titration verschiedener polyP-
Substrate zu verschiedenen Zeitpunkten (3, 5 und 7 Tage) in Hep3B- und Caco2-Zellen
durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten Zellen ohne polyP-Substitution. Bei den Hep3B-Zellen
konnte nach drei Tagen Inkubation mit den verschiedenen polyPs ein Anstieg der zelluldren
NAD(P)H-Konzentrationen beobachtet werden (Abbildung 7). Dies ist ein Indikator flr einen
gesteigerten Metabolismus in den behandelten Zellen. Der deutlichste Anstieg in der
NAD(P)H-Konzentration war bei einer Konzentration von 30 pug/ml fur Ca-, Mg-, Sr- und Na-
polyP zu verzeichnen. Ca-polyP zeigte bei dieser Konzentration einen Anstieg der NAD(P)H-
Konzentration von 30 %, Mg-polyP von 42,5 %, Sr-polyP von 44,8 % und Na-polyP von
43,9 % im Vergleich zur Kontrolle ohne polyP.
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Abbildung 7 Metabolische Aktivitat von Hep3B-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Nach 5 Tagen Inkubationszeit zeigten die mit polyP behandelten Zellen eine deutliche
Steigerung des Metabolismus. Wieder zeigten sich die hochsten NAD(P)H-Konzentrationen
fiir eine Behandlung der Hep3B-Zellen mit 30 pg/ml polyP. Hervorzuheben ist, dass am flinften
Tag auch Ca-polyP-Inkubation zu einem sehr deutlichen Anstieg der NAD(P)H-Konzentration
fihrt. Die NAD(P)H-Konzentration ist um 52,6 % bei Ca-polyP, 47,6 % bei Mg-polyP, 56,1%
bei Sr-polyP und 57,8 % bei Na-polyP im Vergleich zur Kontrolle erh6ht. Bemerkenswert ist
auch, dass jetzt dhnliche Zunahmen auch fur eine Zugabe von 100 pg/ml polyP zu verzeichnen
sind. Ca-polyP zeigte bei dieser Konzentration einen Anstieg der NAD(P)H-Konzentration von
45,9 %, Mg-polyP von 52,9 %, Sr-polyP von 53,5 % und Na-polyP von 44,9 % im Vergleich
zur Kontrolle ohne polyP (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Metabolische Aktivitat von Hep3B-Zellen nach 5 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Nach sieben Tagen Inkubation mit den verschiedenen polyP zeigt sich ein dhnliches Bild.
Applikation von 30 pg/ml und 100 pg/ml polyP fiihren zu einer verstérkten zellularen
NAD(P)H-Konzentration und somit zu einer gesteigerten metabolischen Aktivitat der Hep3B-
Zellen (Abbildung 9). Bei einer polyP-Konzentration von 30 pg/ml ist die NAD(P)H-
Konzentration um 62,5 % bei Ca-polyP, 67,3 % bei Mg-polyP, 66,4 % bei Sr-polyP und 68,9 %
bei Na-polyP im Vergleich zur Kontrolle erhoht. Ahnliche Anstiege sind auch fiir eine Zugabe
von 100 pg/ml polyP zu verzeichnen. Ca-polyP zeigte bei dieser Konzentration einen Anstieg
der NAD(P)H-Konzentration von 66,9 %, Mg-polyP von 70 %, Sr-polyP von 73,3 % und Na-
polyP von 69,7 % im Vergleich zur Kontrolle ohne polyP.
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Abbildung 9 Metabolische Aktivitat von Hep3B-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Auffallig ist, dass zu allen drei Zeitpunkten eine Applikation von 300 pg/ml polyPs keine
zusétzliche Steigerung der metabolischen Aktivitat induziert. Das kann wahrscheinlich auf
osmotische oder toxische Effekte zuriickgefiihrt werden.

Zusammenfassend ist fir Hep3B-Zellen eine Konzentration von 30-100 pg/ml an polyP

optimal, um eine bessere Energieversorgung der Zellen zu gewahrleisten.

In Caco2-Zellen zeigte sich ein vergleichbares Bild. Nach drei Tagen fiihrte die Zugabe von
polyPs in Konzentration von 1-100 pg/ml zu einem leichten Anstieg in der zelluldren
NADP(H)-Konzentration (Abbildung 10). Interessant ist, dass wiederum Konzentrationen von
300 pg/ml keinen Effekt auf den NAD(P)H-Gehalt aufweisen. Bei einer polyP-Konzentration
von 30 pg/ml ist die NAD(P)H-Konzentration um 25,8 % bei Ca-polyP, 32,5 % bei Mg-polyP,
32,8 % bei Sr-polyP und 26,3 % bei Na-polyP im Vergleich zur Kontrolle erhoht. Ahnliche
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Zunahmen sind auch fur eine Zugabe von 100 pg/ml polyP zu verzeichnen. Ca-polyP zeigte
bei dieser Konzentration einen Anstieg der NAD(P)H-Konzentration von 22,6 %, Mg-polyP
von 30,1 %, Sr-polyP von 27,7 % und Na-polyP von 25 % im Vergleich zur Kontrolle ohne

polyP.
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Abbildung 10 Metabolische Aktivitat von Caco2-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Nach flinf Tagen sind die Effekte fir 30 und 100 pg/ml an polyPs wieder am deutlichsten. Bei
einer polyP-Konzentration von 30 pg/ml ist die NAD(P)H-Konzentration um 56,4 % bei Ca-
polyP, 56,8 % bei Mg-polyP, 57,4 % bei Sr-polyP und 57 % bei Na-polyP im Vergleich zur
Kontrolle erhéht. Ahnliche Anstiege sind auch fiir eine Zugabe von 100 pg/ml polyP zu
verzeichnen. Ca-polyP zeigte bei dieser Konzentration einen Anstieg der NAD(P)H-
Konzentration von 54,7 %, Mg-polyP von 58,5 %, Sr-polyP von 58,3 % und Na-polyP von
60,7 % im Vergleich zur Kontrolle ohne polyP (Abbildung 11).

45



2,0
1,8
€
c 1,6
o 14
q-
‘D 1,2
e
g 1,0
‘= 0,8
o
S 06
8
2 04
0,2
0,0
Q Q Q Q N\ N Q Q N\ N\ \ Q
c}\Q’@\@\@@@\@\@\@\@\@ \& \&
SN \,\?" S &’0 @ FOMIS S \*?0 N Q\?" Q\»"o g\*?" @}"0 @:90 QQ"O
Q N ,,)0 ,,)0 Q" AP

L
\*\*\*\*\3\*\*&*\*

Q Q Q Q Q
Q@Q ®o§ (_}Q $®Q @Qo Qo},? (.}Q éz? %Qo N o\\\ M \\\ \* N

)
@QOQ %QQ $Q,Q (PQ ®00Q (_}Q $@Q

Abbildung 11 Metabolische Aktivitat von Caco2-Zellen nach 5 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Nach 7 Tagen ist bei einer polyP-Konzentration von 30 pg/ml die NAD(P)H-Konzentration um
49,8 % bei Ca-polyP, um 60 % bei Mg-polyP, um 58,7 % bei Sr-polyP und um 54,8 % bei Na-
polyP im Vergleich zur Kontrolle erhoht. Ahnliche Anstiege sind auch fiir eine Zugabe von
100 pg/ml polyP zu verzeichnen. Ca-polyP zeigte bei dieser Konzentration einen Anstieg der
NAD(P)H-Konzentration von 45 %, Mg-polyP von 55,3 %, Sr-polyP von 56,1 % und Na-
polyP von 55 % im Vergleich zur Kontrolle ohne polyP (Abbildung 12). Damit zeigt sich auch
fiir Caco2-Zellen, dass eine Applikation von 30-100 pg/ml von polyP am wirkungsvollsten ist,
um eine optimale Energiezufuhr zu gewéhrleisten. 300 pg/ml von polyP induzieren keinen

weiteren Anstieg an NAD(P)H. Dies entspricht den Daten, die in Hep3B-Zellen erhoben
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3.2

wurden. Osmotische oder toxische Effekte kdnnten hierflr verantwortlich sein. Sowohl in
Hep3B- als auch Caco2-Zellen sind keine oder nur geringe Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen polyP-Salzen zu erkennen. Das bedeutet, dass alle polyP-Salze gleich gut

von den Zellen aufgenommen und verstoffwechselt werden kénnen.
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Abbildung 12 Metabolische Aktivitat von Caco2-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (1 pg/ml, 30 pg/ml, 100 pg/ml und 300 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als
Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Analyse der Auswirkungen der polyP-Applikation auf den Metabolismus der Hep3B- und

Caco2-Zelllinien in glukosefreiem Medium

Da die polyP-Substrate die metabolische Aktivitat steigern konnen (Abbildungen 7, 8, 9, 10,
11 und 12), stellte sich die Frage, ob polyP-Substrate auch in der Lage sind, Glukose als
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Energielieferant vollstandig zu ersetzen. Um diese Frage zu beantworten, wurden die Hep3B-
und Caco2-Zellen in Glukose-freiem Medium fir 3 Tage kultiviert. Das Medium wurde mit
10 % dialysiertem fotalen Kélberserum (um Glukose aus dem Serum zu depletieren) oder
normalen fotalem Kalberserum (FCS) supplementiert.

Zuné&chst wurden die Hep3B- und Caco2-Zelllinien mit einer Konzentration von 30 pg/ml der
polyPs substituiert, da die Daten aus Kapitel 3.1 zeigen, dass diese Konzentration den stérksten
Effekt auf den Metabolismus hat. Es wurde Glukose-freies Medium und normales FCS
(Abbildung 13 und 15) und Glukose-freies Medium und dialysiertes FCS (Abbildung 14 und
16) benutzt.
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Abbildung 13 Metabolische Aktivitat von Hep3B-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (30 pg/ml); die Zellen sind im normalen FCS-Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-
Substitution mit und ohne Glukose dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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Abbildung 14 Metabolische Aktivitat von Hep3B-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (30 pg/ml); Zellen sind im dialysierten FCS-Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-

Substitution mit und ohne Glukose dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Sowohl in Medium, das mit normalem (Abbildung 13) und dialysiertem FCS (Abbildung 14)
supplementiert wurde, konnten polyPs nicht Glukose ersetzen. Die Hep3B-Zellen zeigten in
Abwesenheit von Glukose nahezu keine metabolische Aktivitdt mehr. Daher ist davon
auszugehen, dass der Zelltod eingeleitet wurde.

Caco2-Zellen zeigten ein identisches Bild (Abbildung 15, 16). Auch hier konnte ein Fehlen von
Glukose nicht durch polyPs ausgeglichen werden. Zusammenfassend lasst sich also festhalten,
dass polyP-Applikation zu einem deutlichen Anstieg des Metabolismus in Hep3B- und Caco2-

Zellen fuhrt. PolyPs stellen jedoch keinen gleichwertigen Ersatz fir Glukose dar.
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Abbildung 15: Metabolische Aktivitat Caco2-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (30 pg/ml); Zellen sind im normalen FCS-Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-
Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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Abbildung 16 Metabolische Aktivitat von Caco2-Zellen nach 3 Tagen Inkubationszeit in Gegenwart von Ca-, Mg-,
Sr- oder Na-polyP (30 pg/ml); Zellen sind im dialysierten FCS-Medium ohne Glukose; Zellen ohne polyP-
Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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3.3 Analyse der Auswirkungen der Polyphosphat-Substitution auf den Zellzyklus von
Hep3B- und Caco2-Zelllinie mittels FACS-basierter DAPI-Farbung

Die Zugabe von polyP erhoht die Produktion von Reduktionsédquivalenten (NAD(P)H), die von
der Zelle zur Generierung von ATP genutzt werden kénnen (Kapitel 3.1; Abbildungen 7, 8, 9,
10, 11 und 12). Mehr ATP kann zu einer gesteigerten Proliferation und zu Verénderungen im
Zellzyklus fihren. Dabei sollten weniger Zellen in der G1-Phase (einfacher Chromosomensatz)
verbleiben und sich vermehrt Zellen in der S-Phase (doppelter Chromosomensatz) und G2-
Phase (Vorbereitung fiir ndachste Zellteilung) befinden. Um Auswirkungen von polyP-
Substitution auf den Zellzyklus von Hep3B- und Caco2-Zellen zu untersuchen, wurde der
Zellzyklus betrachtet.

Hep3B- und Caco2-Zellen wurden mit 30 pg/ml Ca-, Mg-, Sr- oder Na-polyP substituiert. Die
Zellen in polyP-freiem Medium dienten als Kontrolle. Nach einer Inkubation von 7-9 Tagen

wurden Hep3B- und Caco2-Zellen mit dem DAPI (4" ,6-Diamidin-2-phenylindol) geférbt,

und dann via Durchflusszytometrie (FACS) analysiert.

In Abbildung 17 sieht man die primaren FACS-Daten am Beispiel von Caco2-Zellen, die mit
Sr-polyP neun Tage inkubiert wurden. Die Flache P3 stellt die gréfite Zellpopulation dar, die
sich in diesem Fall in der G1-Phase des Zellzyklus befindet. Anhand dieser Datensatze wurde

fiir jede Zellart, jedes polyP und jede Inkubationszeit der Zellzyklus untersucht.
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Abbildung 17 Primare-FACS-Daten vom Zellzyklus von Caco2-Zellen nach 9 Tagen Inkubationszeit substituiert
mit Sr-polyP (Konzentration 30 pg/ml); P3 stellt die Flache dar, die die grote Zellpopulation darstellt; die P3-
Zellpopulation befindet sich in der G1-Phase des Zellzyklus.

Die Zugabe von polyPs zum Medium flihrte zu keiner deutlichen Veranderung im Zellzyklus
in Hep3B-Zellen (Abbildungen 18-20). Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle blieben die
Verhaltnisse zwischen G1/0-, S-, G2/M-Phase gleich. Wichtig ist aber, dass bei einer
Konzentration von 30 pg/ml kein Anstieg im subG1-Peak beobachtet wurde. Diese Population
zeigt die toten (apoptotischen) Zellen an. Dieser Befund validiert die zuvor erhobenen Daten

und belegt, dass 30 pug/ml keine toxischen Effekte in den Zellen induzieren.
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Abbildung 18 Zellzyklus von Hep3B-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-
polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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Abbildung 19 Zellzyklus von Hep3B-Zellen nach 8 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-
polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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Abbildung 20 Zellzyklus von Hep3B-Zellen nach 9 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-
polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

Auch in Caco2-Zellen wurde keine Veranderung im Zellzyklus beobachtet (Abbildungen 21—
23). Wichtig auch hier ist, dass die Zugabe von polyPs wiederum keinen toxischen Effekt
aufweist. Somit erweist sich auch hier, dass eine Zugabe von 30 pg/ml an polyPs optimal ist,

um den Metabolismus und auch die Energieversorgung der Zellen entscheidend zu verbessern.
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Abbildung 21 Zellzyklus von Caco2-Zellen nach 7 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-
polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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Abbildung 22 Zellzyklus von Caco2-Zellen nach 8 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-
polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.
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Abbildung 23 Zellzyklus von Caco2-Zellen nach 9 Tagen Inkubationszeit substituiert mit Ca-, Mg-, Sr- oder Na-
polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; n = 3 bei MW + SA.

3.4 Analyse der Auswirkung von Polyphosphaten auf das Proliferationsverhalten der

Hep3B-Zelllinie mittels FACS-basiertem CytoPainter-Proliferationsassay

Um die Auswirkungen von Polyphosphaten auf die Proliferation der Hep3B-Zellen zu
untersuchen, erfolgte eine Zugabe von jeweils 30 pg/ml Ca-, Mg-, Sr, und Na-polyP fur finf
Tage. Die Zellen in polyP-freiem Medium dienten als Kontrolle. Am jeweiligen Analysetag
wurden Hep3B-Zellen mit einem Cell-Proliferation-Staining-Reagenz gefarbt und via
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert.

Abbildung 24 zeigt die primaren FACS-Daten. Hier wird am Beispiel der Zugabe von Mg-
polyP gezeigt, wie sich die Proliferation der Hep3B-Zellen am jeweiligen Analysetag anderte.
Blau markiert ist die Zellpopulation am ersten Analysetag, rot die Zellpopulation am zweiten
Analysetag, grin die Zellpopulation am dritten Analysetag, orange die Zellpopulation am

vierten Analysetag und grau die Zellpopulation am flinften Analysetag.
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Um die Proliferation zu bestimmen, wurde die Intensitat der Farbung (geometrischer Mittelwert
der Kurven) bestimmt. Die Zellen teilen den Farbstoff bei jeder Zellteilung auf. Somit zeigt
eine Abnahme der Féarbung tber die Zeit die Proliferation an. Je starker die Abnahme, desto

schneller proliferieren die Zellen (Abbildung 25).

P1 [Hep3B Tag 5_MgPP
P1 [Hep3B Tag 3_MgPP
P1 [Hep3B Tag 4_MgPP
P1 [Hep3B Tag 1_MgPP
P1 [Hep3B Tag 2_MgPP

0 103 104 10°

Abbildung 24 Proliferation von Hep3B-Zellen iber 5 Tage in Gegenwart von Mg-polyP; Blau, Rot, Griin, Orange
und Grau zeigen die Proliferation am jeweiligen Analysetag; die Abbildung wurde mit dem Computerprogramm

FlowLogic erstellt.
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Abbildung 25 Proliferation von Hep3B-Zellen nach Inkubationszeit bis zu 5 Tagen substituiert mit Ca-, Mg-, Sr-
oder Na-polyP (Konzentration 30 pg/ml); Zellen ohne polyP-Substitution dienten als Kontrolle; Analysetag 2
diente als Vergleichstag fur die Analysetage 3, 4, und 5; n = 3 bei MW + SA.

Die Proliferationsergebnisse zeigen, dass die Zugabe von Polyphosphaten die Proliferation der
Zellen nicht beeinflusst, da die Kontrollzellen ohne Polyphosphate eine ahnliche
Proliferationsrate zeigen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass polyPs als zusétzliche Energielieferanten flr Zellen
dienen kénnen. Auch wenn sie Glukose als Energietrager nicht ersetzen kdnnen, steigern sie
die Produktion von NAD(P)H. Erhéhte NAD(P)H-Werte sind ein Indikator fur einen
gesteigerten Metabolismus und eine erhéhte Vitalitat der Zellen. 30-100 pg/ml an polyPs
haben sich als optimale Konzentration erwiesen. Héhere Konzentrationen fiihren nicht weiter
zu einer Steigerung des Metabolismus. Es gibt keine mal3geblichen Unterschiede zwischen den
polyP-Salzen. Alle Verbindungen werden gleich gut von den Zellen aufgenommen. Die Zugabe
von 30 pg/ml an polyPs greift weder in den Zellzyklus noch in die Proliferation von Hep3B-
oder Caco2-Zellen ein und weist auch keinerlei Toxizitat auf. Damit eignen sich polyPs als
Mediumzusatz fur die Zellkultur und bieten sich als zusatzliche Energiequelle fiir die 3D-

Zellkultur an.
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4 Diskussion

4.1 Maogliche Anwendung von polyPs in den Spharoid-basierten Tumormodellen

Die Entwicklung und Validierung zuverlassiger in-vitro-Methoden als Alternative zu
konventionellen in-vivo-Studien mit Versuchstieren ist zurzeit im Fokus der Wissenschaft
(Shao et al. 2020). Konventionelle Studien auf 2D- Zellkulturmodellen sind in ihrer Aussage
begrenzt. Das chemisch und rdumlich definierte 3D-Netzwerk von extrazelluléren
Matrixkomponenten, Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Matrix-Interaktionen, die die Differenzierung
steuern sowie Proliferation und Funktion von Zellen in vivo bestimmen, sind unter den
vereinfachten 2D-Bedingungen nicht vorhanden. Physiologisch relevante gewebeédhnliche
Strukturen mit den Funktionen realer Gewebe nachzubilden, kann durch traditionelle 2D-
Zellmonolayer nicht erreicht werden. Somit stellt die 3D-Zellkultur eine Bricke dar, die die
Liicke zwischen Tiermodellen und Studien am Menschen schlieen kann.

Sphéroide werden als Modelle zur Simulation von Merkmalen von Tumormikroregionen,
intervaskuldaren Doménen oder Mikrometastasen (Fischbach et al. 2007; Friedrich et al. 2007;
Vinci et al. 2012; Shao et al. 2020) getestet. Sutherland wendete diese Technik erstmals 1986
als Tumormodell an (Sutherland R. M. et al. 1986). Seitdem wurden verschiedene Methoden
zur Erzeugung von Tumor-Spharoiden verwendet: spontane Aggregation (Deisboeck et al.
2001), Spinnerflaschen (Wartenberg et al. 2001), rotierende Zellkultursysteme (Mazzoleni et
al. 2009c; Unsworth und Lelkes 1998; Shao et al. 2020), Poly-2-Hydroxyethylmethacrylat-
(Poly-Hema-), beschichtete Platten (Ivascu und Kubbies 2006; Xiang et al. 2011), hangende
Tropfen, Liquid Overlay auf Agar (Li et al. 2011; Friedrich et al. 2009; Weiswald et al. 2010),
Gel-/Matrix-basierte Kulturen (Lee et al. 2007), Gertiste aus Polymeren (Fischbach et al. 2007)
und mikrostrukturierte Platten (Hardelauf et al. 2011; Matsuda et al. 2010).

Es wurde eine Vielzahl von Methoden angewandt, um die Zellen in 3D-Aggregaten oder
Spharoiden wachsen zu lassen (Bates 2000). Im Wesentlichen werden Bedingungen bendétigt,
die die Adhasionskréfte zwischen den Zellen starken. Eine der einfachsten Methoden ist die
Beschichtung von Kunststoff-Gewebekulturoberflachen mit einer diinnen Schicht aus Agarose
oder ahnlichen Substraten. Unter diesen Bedingungen bilden viele Zelltypen, insbesondere von
Tumoren abgeleitete Zelllinien, oft spontane homotypische Aggregationen (Mazzoleni et al.
2009a). Typischerweise bilden diese mehrschichtigen Spharoid-Strukturen Formationen bis zu
einem Durchmesser von etwa einem Millimeter. Die GroRe der 3D-Strukturen wird hierbei

durch die Verfiigbarkeit von Nahrstoffen und Sauerstoff begrenzt (Kim et al. 2004).
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Vinci et al. haben eine komplette Reihe dreidimensionaler in-vitro-Spharoid-basierter Assays
zur Messung von Tumorwachstum, Migration, Invasion und Tumorangiogenese untersucht,
und deren Anwendbarkeit in Hochdurchsatz-Formaten untersucht (Vinci et al. 2012). Es zeigte
sich dabei die Anwendbarkeit der Assays zur Messung von Resistenz und Sensitivitat von
Tumorzellen in Bezug auf verschiedene Therapeutika. Sphéroide eigneten sich besonders gut
zur Untersuchung des Tumor-Micro-Environments (Howes et al. 2007; Moser et al. 2007;
McCready et al. 2010; Jones et al. 2005; Vinci et al. 2012).

Zurzeit liegt der Fokus der Entwicklungen von 3D-Zellkulturmodellen in auf Organoiden.
Organoide sind in vitro kultivierte dreidimensionale Strukturen, die wichtige Aspekte von in-
vivo-Organen rekapitulieren. Sie kdnnen aus pluripotenten Stammzellen und aus adulten
Stammzellen hergestellt werden (Schutgens und Clevers 2020). Organoide, die aus adulten
Stammzellen gewonnen werden, nutzen den Prozess der Geweberegeneration, der von diesen
Zellen determiniert wird, und kdnnen direkt aus dem gesunden oder kranken Epithel vieler
Organe hergestellt werden (Schutgens und Clevers 2020). Das Anwendungsspektrum von
Organoiden umfasst die Modellierung von Gewebephysiologie und Krankheiten, einschlieflich
maligner, erblicher und infektidser Krankheiten (Schutgens und Clevers 2020). Die Biobanken
mit von Patienten stammenden Tumor-Organoiden werden u.a. zur Medikamentenentwicklung
eingesetzt und vielversprechend fur die Entwicklung einer personalisierten und regenerativen
Medizin (Schutgens und Clevers 2020) genutzt.

Limitierend ist in Sphéroiden und Organoiden vor allem die Energieversorgung der Zellen in
der 3D-Zellkultur. Da Gefdle fehlen, entsteht im Inneren der 3D-Zellkultur eine
Unterversorgung mit Nahrstoffen. Genau hier kann eine Substitution mit polyPs als alternativer
Energielieferant Abhilfe schaffen. Wie in den Versuchen in den Abbildungen 7-12 gezeigt,
steigern polyPs die Produktion an Reduktionsaquivalenten (wie NADH und NADPH), die dann
ihrerseits zur zellularen Energiegewinnung u. a. (NADH) mittels oxidativer Phosphorylierung
genutzt werden konnen. Da dieser Vorgang aber sauerstoffabhangig ist und dieser auch nur
vermindert im Zentrum der 3D-Kultur vorliegt, mussen hier noch detaillierte Studien folgen,
die die Situation im Inneren der 3D-Kultur untersuchen. Da aber auf jeden Fall von einer
optimierten Energieversorgung der Zellen auszugehen ist, werden polyPs definitiv zur

Verbesserung dieser Zellkulturmodelle beitragen.
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4.2 Madogliche Anwendung von polyP fur Scaffold-basierte Tumor-Modelle

Das Ziel eines Scaffolds ist es, Eigenschaften zu erzeugen, die die physiologischen
Bedingungen der extrazellularen Matrix nachbilden und als Gerust fir das Anwachsen der
Zellen dienen (Haycock 2011).

Scaffolds kénnen auch als 3D-in-vitro-Modell verwendet werden, z. B. bei der Testung von
Medikamenten (Cheah et al. 2004; Ambekar und Kandasubramanian 2019). Hier besteht die
Notwendigkeit, die native Gewebestruktur genau zu reproduzieren und die Zellen in einem
bestimmten Stadium der Differenzierung zu erhalten.

Hydrogel-Scaffolds sind z. B. attraktiv fiir den Zelltransport und fiir die Gewebeentwicklung,
weil sie hoch hydratisierte und dreidimensionale Netzwerke aus Polymeren darstellen, die eine
Maoglichkeit Platz fir die Anhaftung, Proliferation und Differenzierung von Zellen bieten. Sie
konnen auch chemische Signale an die Zellen senden (Drury und Mooney 2003). Diese
Eigenschaft der Scaffolds kénnte man nutzen, wenn man polyP direkt in die Scaffolds
verdruckt. Das Verdrucken von polyP in die Scaffolds kénnte einen positiven Effekt auf das
Wachstum von Zellen im 3D-Tumormodell haben, da ich in den Hep3B- und Caco2-Modellen
zeigen konnte, dass der Metabolismus und die Zellvitalitdt durch polyPs deutlich gesteigert
werden kdnnen (Abbildungen 7-12), ohne dabei Einfluss auf die Zellphysiologie zu nehmen
oder toxisch zu wirken (Abbildungen 13-25).

4.3 Herausforderung der Energieversorgung

Die berihmten Experimente von Joseph Priestley aus dem Jahr 1772 zeigten deutlich die
Notwendigkeit des Vorhandenseins von Sauerstoff fiir das Uberleben von Tieren (Malda et al.
2007; Joseph Priestley 1772). Er zeigte, dass eine Maus in einer versiegelten Glocke ersticken
wirde, aber dass die Maus langer tberleben wiirde, wenn man zusétzlich eine Pflanze unter die
Glocke stellte. Schon damals postulierte Priestley, dass es einen entscheidenden Bestandteil
der Luft gab, der das Uberleben der Maus in der Glocke ermdglichen konnte. Dieser wurde
spater als Sauerstoff identifiziert (A. Lavoisier 1789; Malda et al. 2007). Das Verstandnis fur
die Rolle des Sauerstoffs wurde spater durch die Klarung der Rolle verschiedener zellulérer
Signalwege erweitert (Malda et al. 2007). Saugetierzellen bendtigen Sauerstoff fur die
effiziente Erzeugung von Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP). Wahrend der
Zellatmung wird ATP durch Glykolyse im Zytoplasma erzeugt und anschlieBend durch den

Krebs-Zyklus in den Mitochondrien verbraucht. Unter aeroben Bedingungen entstehen 36
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ATP-Molekile pro Molekil Glukose, wéhrend unter anaeroben Bedingungen nur 2 ATP pro
Glukosemolekil entstehen. Die N&he der Zelle zu einer Sauerstoffquelle reguliert die Prozesse
der Energieentstehung (Malda et al. 2007).

Ein Mangel an Sauerstoff kann dazu flihren, dass nicht gentigend ATP zur Aufrechterhaltung
essenzieller Zellfunktionen zur Verfligung steht.

Da polyPs die metabolische Aktivitdt der Caco2- und Hep3B-Zellen steigern konnen
(Abbildungen 7-11), kénnten sie theoretisch einen Sauerstoffmangel im Inneren einer 3D-
Struktur ausgleichen. PolyPs induzieren einen Anstieg an den Reduktionsédquivalenten NADH
und NADPH. Zwar dient im allgemeinen NADH als Reduktionsaquivalent zur
Energiegewinnung in der oxidativen Phosphorylierung und kann nur unter Sauerstoffverbrauch
zur ATP-Produktion eingesetzt werden, aber NADPH kann auch anderweitig verwendet
werden. NADPH wird bendtigt, um energiereiche Fettsauren zu synthetisieren, die Reduktion
von Fettsduren zum korrespondierenden Fettalkohol durch die Acyl-CoA-Reduktase zu
ermoglichen und um Aminosduren abzubauen und zu recyceln (DL Nelson 2008, S. 558-563).
All dies sind energieabhé&ngige Prozesse, bei denen NADPH benétigt wird. Noch wichtiger ist,
dass NADPH auch als Marker fur eine erhéhte Glykolyse dient. Um eine ungeniigende
Energieversorgung zu tberbricken, kann die Zelle die Glykolyse steigern. Dies kann z. B. bei
Sauerstoffmangel eintreten. Uber die Glykolyse werden pro Glukose-Molekiil 2 ATP
gewonnen und es entsteht Pyruvat. Unter ausreichender Sauerstoffzufuhr wird tiber Pyruvat im
Zitronensaurezyklus NADH gewonnen, welches flr die Produktion von 34 weiteren ATP
verwendet wird. Kommt es aber zu einer Reduktion oder gar einem Stopp der oxidativen
Phosphorylierung, muss die Glykolyse beschleunigt werden, so dass das dort produzierte ATP
ausreicht. Das Pyruvat wird dann als Baustein fiir Aminoséuren und Lipide benutzt (DL Nelson
2008, S. 558-563). Eine Option ist, dass die Zelle Glukose Uber eine Kombination des Pentose-
Phosphat-Weges und der Glykolyse abbaut. Hierbei wird Glukose-6-Phosphat zu Ribulose-5-
P umgebaut. Ribulose-5-Phosphat kann dann in Fructose-6-Phosphat umgewandelt werden.
Fructose-6-Phosphat wird dann weiter in der Glykolyse verstoffwechselt. Beim ersten Schritt,
dem Umbau von Glukose-6-Phosphat zu Ribulose-5-Phosphat, entstehen 6 NADPH.
Zusammenfassend bedeutet dies:

6 Glukose-6-Phosphat + 6 NADP*+ 5 NAD™ + 8ATP + 5 Pi = 5 Pyruvat + 3 CO,+ 6 NADPH
+5NADH + 8 ATP + 2 H,0 + 8H"

Es entstehen also 8 ATP und 6 NADPH. Damit ist NADPH ein Indikator fiir diesen
Stoffwechselweg (DL Nelson 2008, S. 558-563). Eine Initiierung dieses Stoffwechselweges
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durch polyPs kann dann das zellulare Uberleben unter schwierigen Bedingungen (niedrigem

Sauerstoffpartialdruck) ermoglichen.

4.4 PolyPs als Energiespeicher

Energie wird in Zellen als ATP gespeichert. Neben ATP sind polyPs ein neuer Kandidat fur
eine physiologische energiespeichernde Verbindung. Dieses polymerisierte Polyanion, das aus
unverzweigten Phosphatketten besteht und durch hochenergetische Phosphoanhydrid-
Bindungen verbunden ist, wurde in allen biotischen Organismen von Bakterien bis zum
Menschen nachgewiesen. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass polyPs von
Zellen aufgenommen werden kdnnen und zu einer Steigerung des Metabolismus flhren. Gibt
man polyPs als Energiespeicher zum Medium hinzu oder verdruckt man polyPs in Scaffolds,
konnen diese also genutzt werden und Unterversorgungen mit Glukose oder Sauerstoff
ausgleichen. Somit kdénnen polyPs als Energiereservoir fir 3D-Zellkulturmodelle genutzt

werden.

4.5 Die Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der aktuellen Forschung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass polyP-Substrate keine Toxizitat aufweisen und den
Metabolismus von Hep3B- und Caco2-Zellen steigern konnen. PolyP-Substrate konnen
Glukose nicht ersetzen, was mit den Erkenntnissen von Miuiller et al. (Mdiller et al. 2017)
korreliert. Muller und seine Mitarbeiter haben nachgewiesen, dass Zellen in Anwesenheit von
polyP mehr Lactat produzieren (Mdller et al. 2016b), was auf eine polyP-abhéngige Steigerung
der Glykolyse hindeutet. Nun ware es wichtig zu analysieren, wie die im MTS-Assay
gemessenen Reduktionsaquivalente (NAD(P)H) entstehen: durch gesteigerte Glykolyse oder
uber ein Zusammenspiel von Glykolyse und dem Pentose-Phosphat-Weg. Des Weiteren zeigte
sich im Proliferations-Assay, dass es keine signifikante Steigerung der Proliferationsrate der
Hep3B-Zellen unter polyP-Einfluss gab (Kapitel 3.4). Im Gegensatz dazu haben Miller et al.
einen proliferativen Effekt von polyPs in SaOS-2 (Osteosarkomzelllinie) gesehen. Na-polyP
wurde zu dem SaOS-2-Zellmedium mit Ca?*-lonen zugegeben, was einen dosisabhangigen
Anstieg der Lebensfahigkeit der Zellen verursachte. Nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen
verursachte Na-polyP in einer Konzentration von 10 pg/ml und 30 pg/ml einen signifikanten
Anstieg des Zellwachstums. Die Zugabe des Mineralisierungsaktivierungscocktails (MAC),

bestehend aus B-Glycerophosphat, Ascorbinsdure und Dexamethason (Wiens et al. 2010),
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forderte das Zellwachstum (Miller et al. 2017). Die Ursache fir die beobachteten Unterschiede
im Falle der Substitution der polyPs bei Caco2-Zellen konnte bei den verwendeten Protokollen
liegen. Bei den Experimenten aus der hier vorliegenden Arbeit wurden polyPs ohne Zugabe
von Ca®*-lonen und ohne weitere Proliferationsfaktoren substituiert. Daneben kénnen die
Unterschiede im Proliferationsverhalten auch durch die unterschiedlichen Eigenschaften der
Zelllinien SaOS-2 und Caco2 zustande kommen.

Mdiller et al. zeigten, dass Mg-polyP-Partikel eine morphogenetische Aktivitat aufweisen, da
sie das Wachstum von Chondrozyten fordern (Miiller et al. 2019). Es wurden Ca-polyP-Partikel
aus CaClz und Na-polyP hergestellt, die durch Alkalische Phosphatase (ALP) abgebaut werden
kénnen. Auch diese Partikel waren in der Lage, eine Reihe von Genen zu induzieren, die an
der Knochenbildung beteiligt sind (Alford et al. 2015; Wang et al. 2018). Tierstudien mit
normalen und diabetischen Mausen zeigten, dass sowohl die Ca-polyP-Partikel wie auch die
Mg-polyP-Partikel die Wundheilung bei diabetischen Tieren stark beschleunigen. Sr-polyP
fordert nachweislich die Knochenbildung und den Aufbau der Knochenmikroarchitektur bei
Osteoporose. In Anbetracht dieser Tatsache wurden Sr-polyP-Partikel aus SrCl> und Na-polyP
hergestellt. Neben ihrer morphogenetischen Aktivitat induzierten diese Partikel in vitro stark
den Regenerationsprozess von Knochendefekten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die 3D-Zellkultur von héchster Relevanz fiir die
Medizin ist. Sie stellt die Grundlage der personalisierten Therapie dar. Krankheitsbilder wie
Krebs weisen stark schwankende Charakteristika auf und sind individuell sehr unterschiedlich.
Zurzeit wird die Therapiestrategie anhand sehr weniger Parameter festgelegt. Eine
individualisierte Strategie, die unter Berlcksichtigung des individuellen Immunstatus der
Patientinnen und Patienten und des Tumor-Micro-Environments erfolgt, wére ein grolRer

Fortschritt in der modernen Tumortherapie.

4.6 Ausblick

Es ist eine groRe Herausforderung, Scaffolds mit primaren Zellen zusammen mit polyPs
verdrucken zu kénnen und anschlieRend primére Zellen in und auf Scaffolds zu kultivieren.
Diese Verfahren konnten in Zukunft Tiermodelle erganzen und vielleicht sogar ersetzen. Die
Energieversorgung der Zellen im Inneren einer 3D-Zellkultur ist sehr schwer zu gewéhrleisten
und aufrecht zu erhalten. Deshalb ist es von essenzieller Bedeutung, Substrate fiir die 3D-
Kultur zu definieren, die die Energieversorgung im Inneren der 3D-Zellkultur ermdglichen.

Eine Option dafur ware die Verwendung von polyPs.
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Miller et al. haben bereits ALP und Adenylatkinase (ADK) als Schlisselenzyme fur die
Konversion von polyP in ADP/ATP in SaOS-2-Zellen identifiziert. Basierend auf den
Ergebnissen der hier vorgelegten Dissertation ware es von grof3er Bedeutung, die Konversion
von polyP in ADP/ATP in Caco2- und Hep3B-Zellen genauer zu untersuchen, was eine
wichtige Grundlage fir weitere patienten-individuelle Therapiemodelle darstellen kann.
Zusammenfassend kdnnen polyPs eine optimale Energiequelle fir die Zellen im Inneren des
3D-Modells fiir kolorektale und hepatozellulare Karzinome sein.

5 Zusammenfassung

Eine individualisierte Anti-Tumor-Strategie, die unter Berucksichtigung des individuellen
Immunstatus und Micro-Environments des zu behandelnden Tumors erfolgt, ist dringend
notwendig. Neben Tiermodellen riicken zunehmend 3D-Zellkulturmodelle wie Sphéroide,
Organoide oder auch Scaffoldmodelle, in denen Zellen verdruckt werden, in den Fokus der
Wissenschaft. Bei all diesen Modellen ist die Energieversorgung der Zellen im Inneren eines
3D-Modells eine der groRten Herausforderungen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Mdglichkeiten untersucht, mit verschiedenen polyP-
Substraten eine optimierte Energiezufuhr fir 3D-Zellkulturmodelle zu erzielen.

Die Untersuchungen erfolgten zunéchst in Hep3B- und Caco2-Zellen in 2D-Zellkultur. Es
wurden verschiedene polyPs (Ca-, Mg-, Sr- und Na-polyP) untersucht. Alle polyPs wiesen
weder toxische Effekte auf noch beeinflussten sie den Zellzyklus oder das Zellwachstum.
Hervorzuheben ist, dass alle polyPs zu einer deutlichen Steigerung des zellulédren Metabolismus
fihrten. Die Zugabe von polyPs zum Kulturmedium erhohte die Mengen an
Reduktionsaquivalenten (NAD(P)H) deutlich. Dies lasst auf eine deutliche Steigerung der
Glykolyse bzw. des Pentose-Phosphat-Weges schliefen. Somit kénnen polyPs Glukose als
Energielieferant nicht ersetzen, aber (i) die Umsetzung von Glukose beschleunigen und (ii) als
erganzende Energiequelle dienen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Grundvoraussetzung gelegt werden, um polyPs
in Folgeexperimenten in 3D-Scaffolds des kolorektalen und des hepatozelluldaren Karzinoms
zu verdrucken. Wie bei jedem 3D-Gewebemodell besteht auch hier die grote Herausforderung
darin, eine gleichméBige Energieversorgung, auch im Inneren des Zellkulturmodells, zu
gewahrleisten. Es wurde bereits gezeigt, dass polyPs verdruckt werden kénnen und somit
gleichmaRig Uber das gesamte Scaffold verteilt werden konnen. Dadurch kénnten polyPs eine

gleichmaRige Energieversorgung innerhalb dieser 3D-Zellkulturmodelle ermdglichen.
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Mithilfe solcher Scaffoldmodelle kdnnen dann 3D-Gewebemodelle etabliert und mit anderen
Zellen, wie z. B. Immunzellen, des gleichen Spenders ko-kultiviert werden. Die Erstellung
solcher komplexen Zellkulturmodelle kann dann genauere Untersuchungen zu diversen
Erkrankungen wie Tumor- und Autoimmunerkrankungen liefern. Das Zusammenspiel
verschiedener Zelltypen ermdglicht nicht nur genauere Einsichten in die Wirkung
verschiedener Therapeutika, sondern erlaubt auch patientenindividuelle Therapien und stellt
somit einen ersten Schritt in die personalisierte Medizin dar.

Damit ist die hier gezeigte Moglichkeit, polyPs als alternative, erganzende Energiequelle zu
nutzen, von groRer Bedeutung. PolyPs koénnen sich beim Verdrucken uberall im Scaffold
befinden, sie sind — wie hier gezeigt — leicht und effizient von den Zellen zu verstoffwechseln
und sie werden Uber anaerobe Stoffwechselwege wie Glykolyse und Pentose-Phosphatweg
umgesetzt. Somit spielt die Sauerstoffversorgung innerhalb des 3D-Scaffoldmodells nur eine
untergeordnete Rolle. Der Weg zum Scaffoldmodell mit gleichméfRiger Energieversorgung ist

somit geebnet und komplexe Zellkulturmodelle kénnen nun weiter untersucht werden.
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