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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Sauerstoff in lebenden Organismen

Sauerstoff ist ein essenzielles Molekil, das am h&aufigsten mit Leben assoziiert wird.
Menschen, Tiere und Pflanzen benétigen Sauerstoff, was ihn fur alle Lebensformen
unersetzlich macht. Ein Mensch kann notfalls einen Monat auf Nahrung und eine
Woche auf Flussigkeit verzichten, aber ohne Luft kann er nicht langer als zehn Minuten
uberleben (Wolfbeis, 2015). Zudem ist eine verminderte Versorgung von
Geweberegionen mit Sauerstoff die Ursache fir eine Vielzahl pathologischer
Zustande, wie der Behandlungsresistenz von Krebs, Asthma, Gefal3erkrankungen
oder Fehlgeburten. Somit nimmt die An- oder Abwesenheit von Sauerstoff Einfluss auf
die Funktionen des Organismus, welche zum einen lebensnotwendig sind und zum
anderen zu Schéaden fuihren kénnen, was in Abbildung 1 dargestellt ist (Roussakis et
al., 2015; Wilson, 2008).

Blutversorgung

'.-....... '

pO,
Gewebegradienten\ ' oxidative Phosphorylierung
7~ 02
Zellkern
hypoxische Genexpression reaktive Sauerstoffspezies

Abbildung 1: Schematische Ubersicht iiber eine Auswahl von Funktionen des Sauerstoffs (O2) im
Organismus sowie die Auswirkungen von dessen An- und Abwesenheit. Sauerstoff ist essenziell fir die
Produktion von Energie (Adenosintriphosphat ATP) in der oxidativen Phosphorylierung. Allerdings ist
dies mit dem Nachteil der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verbunden. Das Zusammenspiel
aus Oz-Transport und Oz-Verbrauch fuhrt zudem zu Sauerstoffgradienten im Gewebe. Weiterhin spielt
Sauerstoff eine Rolle bei der Genexpression (modifiziert nach P. D. Wagner, 2008).
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Die Menge an Sauerstoff in der Atemluft betragt 21 Volumen-%, was einem
Sauerstoffpartialdruck (pO2) von 160 mmHg entspricht. Uber die eingeatmete Luft
gelangt das Gas zunachst in die Lunge, woraufhin der Partialdruck auf
105 — 150 mmHg sinkt. Dort sammelt sich der Sauerstoff in kleinen Lungenblaschen,
welche uber Kapillaren mit dem Blutkreislauf verbunden sind. Uber passive Diffusion
durch die Alveolar-Membran gelangt er schlie3lich in den Blutkreislauf und wird tGber
das in den roten Blutkdrperchen enthaltene Hamoglobin zu den verschiedenen
Gewebearten transportiert (Brahimi-Horn & Pouysségur, 2007; Carreau et al., 2011;
Papkovsky & Dmitriev, 2013). Im arteriellen Blut sinkt der pO2 weiter auf circa
104 mmHg (Brahimi-Horn & Pouysségur, 2007). Die physiologische Verteilung von
Sauerstoff im Gewebe hangt letztlich einerseits von dessen Verbrauch im Blutkreislauf
ab und andererseits von den Gradienten im Gewebe selbst (Erecinska & Silver, 2001;
Grosh et al., 2020). Demnach liegt infolge der Zellatmung die Diffusionsdistanz von
Sauerstoff im Gewebe bei circa 100 — 200 um, wobei experimentelle Studien bereits
von einem Sauerstoffpartialdruck nahe 0 mmHg berichteten bei nur 100 pum
Entfernung vom Blutgefald (Brahimi-Horn & Pouysségur, 2007; Carreau et al., 2011;
Gatenby & Gillies, 2004). Ein zu geringer Sauerstoffgehalt im Gewebe kann zu
Hypoxie fuhren, welche nach Grosh et al. (2020) in zwei Kategorien eingeteilt werden
kann. Bei der pathologischen Hypoxie handelt es sich um eine Langzeitvariante mit
0 — 45,6 mmHg Sauerstoff je Gewebe Bei einer physiologischen Hypoxie hingegen
kénnen noch MalRnahmen ergriffen werden, um die Homdostase aufrechtzuerhalten,
wie die Expression von Genen (Erecinska & Silver, 2001). Beispiele hierfur sind das
Erythropoetin-Gen oder der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)
(Hofer et al.,, 2002). Einen wichtigen Faktor stellt dabei der Hypoxie-induzierte
Transkriptionsfaktor (HIF) dar, welcher ein Heterodimer aus einer a- und [-
Untereinheit ist. Im Falle einer normalen Sauerstoffversorgung wird die a-Untereinheit
an zwei Prolylreste einer sauerstoffabhdngigen Degradationsdomane (Oxygen-
Dependent Degradation Domain ODDD) hydroxyliert und durch das Hippel-Lindau
Protein abgebaut. Im Falle einer Hypoxie ist diese Hydroxylierung hingegen gehemmt
und es kommt unter anderem zur Expression spezieller Gene, welche fir die
Anpassung der Zellen an die vorherrschenden Bedingungen notig sind (Bartrons &
Caro, 2007). Ein Beispiel ist die Induktion von Enzymen der Glykolyse, bei welcher die
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Zellen Energie durch den anaeroben Metabolismus von Glukose mit Laktat als
Endprodukt erhalten (Nunes et al., 2019).

Unter aeroben Bedingungen wird die Energie in Form von ATP (Adenosintriphosphat)
durch den biologischen Prozess der oxidativen Phosphorylierung gewonnen. Die fur
die ATP Synthese nétige Energie stammt aus der Uber mehrere Stufen ablaufenden
Reoxidation der Coenzyme NADH/H* und FADH2 mit Sauerstoff in der Atmungskette.
Der exakte Ablauf der Atmungskette und der oxidativen Phosphorylierung, welche bei
Eukaryoten ausschlief3lich an der inneren Mitochondrienmembran stattfindet, wird im
Folgenden naher erlautert. Sowohl durch den Abbau von Glukose in der Glykolyse mit
anschlieBender oxidativer Decarboxylierung als auch durch den von Fettsduren durch
B-Oxidation wird Acetyl-CoA gewonnen. Dieses wird daraufhin im Citratzyklus
abgebaut, wobei aus einem Molekul Acetyl-CoA folgende Produkte entstehen: 2 COz,
3 NADH/H*, 1 FADH2 und 1 GTP. Die Reoxidation der genannten Coenzyme mit
Sauerstoff erfolgt Uber die mitochondrialen Enzymkomplexe -1V in der
Elektronentransportkette. Die dabei freiwerdende Energie wird genutzt, um Protonen
aus dem Inneren der Mitochondrien nach auf3en zu pumpen, wodurch ein
Protonengradient entsteht, welcher wiederum als Antrieb fur die ATP-Synthese dient
(von der Saal, 2020). Diese Fahigkeit von aeroben Organismen, Energie aus der
sauerstoffabhangigen Oxidation der Coenzyme NADH/H* und FADH2 zu gewinnen,
hat allerdings einen Nachteil. Es werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet,
welche schadlich fir Biomolekile und die Ursache fiur viele Krankheiten, wie
Parkinson, Diabetes oder das Down-Syndrom, sind (J. M. Berg et al., 2018). Die
Funktionsweise der Atmungskette kann unter Verwendung von Inhibitoren, wie
Antimycin A oder Oligomycin A, untersucht werden. In beiden Fallen handelt es sich
um Antibiotika, welche den Verbrauch von Sauerstoff und damit die ATP-Synthese
hemmen. Antimycin A inhibiert den Komplex Il der Atmungskette, was zum Verlust
des elektrochemischen Gradienten fuhrt, wahrend Oligomycin A die ATP-Synthase
selbst blockiert. Demnach wird der Protonengradient langsamer abgebaut, der
Sauerstoffverbrauch sinkt und die Synthese von ATP kommt zum Erliegen (Harmjanz,
2021).
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Wahrend bei der Zellatmung Glukose zu Kohlenstoffdioxid oxidiert und Sauerstoff zu
Wasser reduziert wird, lauft in den Chloroplasten griiner Pflanzen der Vorgang in
umgekehrter Richtung ab. Das Prinzip der Photosynthese nutzt die Energie des
Sonnenlichts, um Sauerstoff und Glukose zu bilden, was wiederum von den meisten
aeroben Organismen fur die Energiegewinnung benétigt wird. Somit ahneln sich die
Photosynthese und die oxidative Phosphorylierung nicht nur in den Ablaufen, sondern
sie stellen auch einen zusammenhangenden Kreislauf dar, welcher in Abbildung 2
gezeigt ist (J. M. Berg et al., 2018).

N I /
Energie (ATP) CO, +H,0 - O —
\ / \ j N

Mitochondrien Chloroplasten

K 0, + C¢H,,04 /
ZELLATMUNG PHOTOSYNTHESE

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Kreislaufes aus Zellatmung und Photosynthese. Die
Photosynthese nutzt die Energie des Sonnenlichts, um aus Wasser und Kohlenstoffdioxid, Zucker und
Sauerstoff herzustellen. Die Produkte werden wiederum unter anderem bei der Zellatmung verbraucht,
um Energie (ATP) herzustellen. Neben Energie wird Wasser und Kohlenstoffdioxid gebildet, was
wiederum die Grundbausteine fiir die Photosynthese sind (modifiziert nach Yamori, 2016).

Es wird ersichtlich, welche herausragende Bedeutung Sauerstoff hat. Wahrend aerobe
Zellen Sauerstoff fur die Energiegewinnung und fur die Ausfuhrung wichtiger
physiologischer Funktionen bendtigen, spiegelt er in photosynthetischen Organismen
durch die Anteile der umgewandelten Lichtenergie in chemische Energie deren
Effizienz wider. Somit erméglicht die generische Natur dieses Molekiils dessen Einsatz
als Analyten, um zahlreiche Merkmale, Verhaltensweisen und Stoffwechselparameter

lebender Systeme zu untersuchen (Papkovsky & Dmitriev, 2013).
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1.2 Gewebemodelle in der praklinischen Forschung

In vitro Zellkulturen und Computersimulationen stellen ein wichtiges Instrument in der
biologischen und medizinischen Forschung dar. Durch sie ist es maoglich, die
Eigenschaften von Geweben zu untersuchen und gleichzeitig Tierversuche zu
reduzieren. Im Folgenden wird sowohl n&her auf in vitro Gewebemodelle
(Kapitel 1.2.1) als auch auf in silico Techniken (Kapitel 1.2.2) sowie deren Nutzen

eingegangen.

1.2.1 In vitro Gewebemodelle

Laut Angaben vom Bundesinstitut fur Risikobewertung (2022), einer Einrichtung im
Geschaftsbereich des Bundeministeriums fur Ern&hrung und Landwirtschaft, wurden
2021 in Deutschland rund 1,86 Millionen Tiere in Tierversuchen eingesetzt. Im
Vergleich zum Jahr 2020 sind die Zahlen zwar um circa 2 % gesunken, aber es bleibt
eines der grof3ten Ziele, diese weiter zu reduzieren. Bereits 1959 postulierten Russel
und Burch das 3R-Prinzip (Replacement, Refinement, Reduction) beziglich des
ethischen Einsatzes von Versuchstieren in der Forschung. Die konsequente
Umsetzung dieses Prinzips fihrte zur Entwicklung von verschiedenen in vitro
Modellen, welche die physiologischen Bedingungen im Gewebe imitieren kénnen.
Diese finden unter anderem in der Krebsforschung Anwendung, da Krebs trotz
intensiver Forschung nach wie vor eines der grof3ten globalen Gesundheitsrisiken
darstellt (Ahmed, 2023). Aktuell sind mehr als 100 verschiedene Arten von Tumoren
bekannt, welche an unterschiedlichen Orten im Gewebe lokalisiert sind. Klassische
Behandlungsmethoden, wie Chemotherapie und Bestrahlung, sind wegen des
heterogenen Charakters bosartiger Tumore oft nicht wirksam. Aus diesem Grund ist
es wichtig, mit Hilfe von Gewebemodellen die Mikroumgebung zu verstehen und die

Effizienz mdglicher Arzneimittel zu untersuchen (Krzyszczyk et al., 2018).

Zweidimensionale (2D) Zellkultursysteme stellen das am haufigsten genutzte in vitro
Modell dar, da sie mit ethischer Nachhaltigkeit, einer guten Kontrolle der
experimentellen Bedingungen und einer hohen Reproduzierbarkeit tberzeugen.
AulR3erdem sind sie im Vergleich zu in vivo gunstig (Loessner et al., 2013) und die

Ergebnisse lassen sich relativ einfach analysieren. Dadurch, dass die Zellen in Form
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von Monolagen (Monolayer) in Zellkulturgefal3en, wie Petrischalen, kultiviert werden,
kommt es allerdings wegen unterschiedlicher Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen
zu Abweichungen zwischen in vitro und in vivo. Aul3erdem fuhrt die 2D Kultivierung zu
einer Anderung des Phanotyps und der Polaritat, was wiederum einen Einfluss auf die
zellularen Funktionen hat (Breslin & O'Driscoll, 2013; Joseph et al., 2018;
Kapatczynska et al., 2018; Ricci et al., 2013).

Infolgedessen war es notig, Modelle zu entwickeln, welche das in vivo Geschehen
reprasentativer wiedergeben. Das Resultat sind dreidimensionale (3D) in vitro
Gewebemodelle mit einer verbesserten Homoostase und Mikroumgebung. Innerhalb
der 3D Zellkultur wird zwischen gerustfreien Techniken, wie Spharoiden und
Organoiden, und geristbasierten (scaffold) unterschieden (Costa et al., 2016; Fang et
al., 2023).

Multizellulare Spharoide wurden erstmals 1970 von Sutherland et al. zur Untersuchung
von Tumoren eingesetzt, da diese in vielen Merkmalen Ubereinstimmen und somit
geeignet sind, intervaskulare Tumormikroregionen und Mikrometastasen zu simulieren
(Sutherland, 1988). Bei Sphéaroiden handelt es sich um kugelformige Zellaggregate,
mit  Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakten &hnlich zu in vivo Bedingungen
(Lazzari et al., 2017; Vinci et al., 2012). Sie kénnen ausschlief3lich aus einer Zelllinie
(homotypisch) oder aus verschiedenen Zelllinien (heterotypisch) bestehen, wobei
Letzteres, durch das unterschiedliche Verhéaltnis von Krebs- zu Stromazellen, die
Heterogenitat in Tumoren besser abbildet (Costa et al., 2016). Die Wachstumskinetik
ist ebenfalls &hnlich zu den meisten avaskularen Tumoren in vivo und ist
charakterisiert durch eine anfanglich exponentielle Wachstumsphase bis zu
Durchmessern von 200 um — 500 pm, gefolgt von einer Abnahme der Wachstumsrate
bis zum Erreichen eines konstanten Volumens (Costa et al., 2016; Sutherland, 1988).
Die zweite Phase des Wachstums wurde bereits 1964 mathematisch von Laird durch
eine Gompertz-Funktion beschrieben, welche folgende Formel besitzt (Chignola et al.,
1995; Laird, 1964):
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a

V(1) = Vo exp <B

(1- exp(-BO))

(1)
mit V(t) als Volumen des Sphéroids zum Zeitpunkt t, dem Anfangsvolumen V, sowie

den Kostanten a und 3, wobei a die maximale Wachstumsrate und 3 die Rate ist, mit

welcher sich das Wachstum verlangsamt (Ballangrud et al., 1999).

Durch mathematische Modelle ist es somit nicht nur moglich, das Wachstum zu
beschreiben, sondern auch die mit dem Wachstum einhergehende schichtweise
Organisation der Spharoide vorherzusagen. Dies liegt darin begriindet, dass sich mit
zunehmender GroRRe der Sphéaroide ab einem Durchmesser von circa 500 um
unterschiedliche Zonen aus einer proliferativen, einer ruhenden und einer nekrotischen
Zone bilden (siehe Abbildung 3). Die proliferative Zone, welche in der Regel drei bis
funf Zellschichten umfasst (75 — 220 um), besteht aus Zellen, die ausreichend mit
Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt sind und eine hohe Proliferationsrate besitzen.
Die ruhenden Zellen in der Mitte sind lebendig, proliferieren aber nicht. Sie bilden den
Hauptanteil des Zellaggregats. Die nekrotischen Zellen im Kern hingegen sterben
wegen eines Mangels an Sauerstoff (Hypoxie) und Nahrstoffen sowie einer steigenden
Menge an Stoffwechselabfallprodukten und Kohlenstoffdioxid. Der Grad der Nekrose
ist abhangig vom jeweiligen Zelltyp, der Verbrauchsraten und der Packungsdichte der
Zellen sowie der Konzentration der Nahrstoffe im Medium (Hirschhaeuser et al., 2010;
Lazzari et al.,, 2017; Nath & Devi, 2016; Sutherland, 1988). Diese signifikanten
Unterschiede in der Mikroumgebung eines Spharoids spielen zudem eine
entscheidende Rolle bei der Effizienz von Behandlungstherapien, da die Zellen der
einzelnen Schichten unterschiedlich auf verschiedene Medikamente reagieren (Costa
et al., 2016). AulRerdem besitzen die hypoxischen Bereiche im Inneren des Sphéaroids,
welche 60 % aller nicht-vaskularisierten Tumore in vivo aufweisen (Vaupel & Mayer,
2005), eine angesauerte Mikroumgebung. Gemald dem Warburg Effekt gewinnen die
Zellen Energie indem sie das aus der Glykolyse stammende Pyruvat in Laktat
umwandeln, statt es den Mitochondrien im Citratzyklus zuzufiihren. Infolgedessen

kommt es zu einer Ansauerung und die Zellen beginnen mit der Produktion von
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Faktoren, die wiederum die Transformation zu malignen Zellen sowie deren Uberleben
fordern (Alfarouk et al., 2014; Koppenol et al., 2011).

Nahrstoffe, O,
ﬁ

<

== Ruhende Zone

== Nekrotische Zone
Abfall, CO,

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Mikroumgebung und der Gradienten in Spharoiden
(modifiziert nach Dirheimer et al., 2022; Lazzari et al., 2017). In einem Sphéroid mit einem Durchmesser
von circa 500 um bilden sich unterschiedliche Zonen aus (proliferative, ruhende und nekrotische Zone)
sowie Gradienten. Wahrend die Sauerstoff- und Nahrstoffkonzentration zum Zentrum hin abnimmt,
steigt die von toxischen Abfallprodukten und Kohlenstoffdioxid CO2zum Zentrum hin an.

Fur die Herstellung von Sphéaroiden gibt es verschiedene Methoden, wie die hanging
drop oder die liquid overlay Technik, bei welcher sich die Aggregate selbstorganisiert
bilden. Bei ersterer Technik werden kleine Volumina einer Zellsuspension an die
Unterseite eines Petrischalendeckels pipettiert, dieser wird anschlieBend umgedreht
und es kommt zur Bildung eines hangenden Tropfens. Durch die Schwerkraft und der
naturlichen Tendenz der Zellen aneinander zu haften, wird die Bildung von Spharoiden
induziert. Die zugrundeliegende Oberflachenspannung garantiert, dass die Tropfchen
beziehungsweise die Spharoide an Ort und Stelle bleiben. Die Methode zeichnet sich
durch ihre einfache und schnelle Durchfihrung aus. Aul3erdem besitzt sie eine hohe
Reproduzierbarkeit, da die Gro3envariabilitat der generierten Sphéroide sehr gering
ist. Andererseits gibt es Grenzen in der resultierenden GrofRe, da aufgrund der
Oberflachenspannung das Volumen des Flissigkeitstropfens auf 50 pL beschrénkt ist.
Alternativ dazu aggregieren Zellen bei der liquid overlay Technik zu Spharoiden, indem
Substrate mit nicht-adhasiven Oberflachen verwendet werden (Breslin & O'Driscoll,
2013; Foty, 2011; Swami, 2014). Auf das genaue Vorgehen wird in
Kapitel 4.1.4 ndher eingegangen.
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Ein weiteres 3D Gewebemodell, welches durch eine geristfreie Technik generiert
werden kann, sind Organoide. Die Herstellung erfolgt unter Verwendung embryonaler,
adulter oder pluripotenter Stammzellen (Fang et al., 2023) und kann mehrere Monate
dauern (Gunti et al.,, 2021). Die verschiedenen Zelltypen bilden dabei spontan
selbstorganisierte dreidimensionale Aggregate aus, welche die Struktur und die
Funktionalitat eines menschlichen Organs imitieren (Shyam et al., 2023). Der
Hauptunterschied zu Sphéaroiden besteht darin, dass Organoide hochgradig geordnet
und polarisiert sind, wahrend Spharoide unorganisierte Zellcluster nachahmen
(Fang et al., 2023). Infolgedessen stellen Organoide ein verbessertes 3D
Gewebemodell dar, mit der Mdoglichkeit, menschliches Gewebe von hdherer

Komplexitat in vitro zu untersuchen (Fatehullah et al., 2016; Langhans, 2018).

Im Unterschied zur gerustfreien Herstellung von 3D Gewebemodellen werden bei
gerustbasierten Techniken die Zellen in 3D Polymergeriiste eingebettet (Swami,
2014). Diese Technologie untersttitzt die Bildung einfacher mechanischer Strukturen
bis hin zu Matrizen, welche der extrazellularen Matrix (ECM) &hneln, und ermdglichen
damit die Aggregation, Proliferation und Migration der Zellen (Langhans, 2018).
Hydrogele stellen das am haufigsten verwendete Gerlstmaterial dar (Joseph et al.,
2018). Dabei handelt es sich um 3D Netzwerke aus hydrophilen Polymeren
(Unnikrishnan et al., 2021). Trotz des hohen Wassergehalts (bis zu 95 %) bleibt die
3D-Struktur weitgehend erhalten (Langhans, 2018; Unnikrishnan et al., 2021). Sie
ahmen die physiologischen Eigenschaften der ECM von Geweben (Ricci et al., 2013),
wie Steifigkeit oder Adhasivitat (Langhans, 2018), nach, wodurch es vermehrt zu
Zell-Matrix Interaktionen und damit zur Bildung multizellularer Zellaggregate kommt
(Cui et al., 2017). Es wird zwischen Hydrogelen aus synthetischen und biologischen
Materialien unterschieden. In synthetischen Hydrogelen aus Polyethylenglykol oder
Polyacrylséure sind die chemischen, physikalischen und mechanischen Eigenschaften
klar definiert (Joseph et al., 2018). So lassen sich die Porengrol3e oder die Steifigkeit
und damit die Charakteristika der extrazellularen Matrix mit dem gewéahlten Polymertyp
oder dem Vernetzungsmechanismus beeinflussen (Blache & Ehrbar, 2020).
AulRRerdem kénnen individuelle zellulare Funktionen, wie zum Beispiel die Proliferation,

durch den gezielten Einbau von Wachstumsfaktoren oder Hormonen in das Hydrogel
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geférdert und somit genau untersucht werden (Langhans, 2018). Im Vergleich zu
synthetischen besitzen biologische Hydrogele, wie Kollagen oder Matrigel, nattrliche
Zelladhasionsmotive fir Integrine (Langhans, 2018) und im Falle von Matrigel auch
endogene Wachstumsfaktoren (Nunes et al., 2019). Somit werden Integrin-vermittelte
zellulare Signalwege aktiviert und physiologische Zellfunktionen (Langhans, 2018),
wie Zellviabilitat, -wachstum oder -differenzierung gesteuert (Hoarau-Véchot et al.,
2018; Joseph et al., 2018). Die Nachteile biologischer Hydrogele sind, dass sich diese
schnell abbauen und schwache mechanische Eigenschaften, wie eine geringe
Elastizitat, besitzen (Hoarau-Véchot et al., 2018; Shyam et al., 2023). Zudem hangt
deren exakte chemische Zusammensetzung von der jeweiligen Charge ab, was zu
einer erschwerten Reproduzierbarkeit fuhrt (Nunes et al., 2019; Tibbitt & Anseth,
2009). Hydrogele finden oft Anwendung bei der Kultur und Analyse von 3D
Gewebemodellen unter Fluss: der Mikrofluidik (siehe Kapitel 1.3). Das wohl
bekannteste Beispiel ist ein organ-on-a-chip, bei welchem ein kinstlich hergestelltes
Organ unter Fluss mit Hilfe von im Chip integrierten Sensoren untersucht wird.
(Langhans, 2018; van der Meer & van der Berg, 2012).

Das Bestreben in vivo Tierversuche zu reduzieren, fihrte zur Entwicklung
verschiedener Gewebemodelle, welche sich hinsichtlich mehrerer Faktoren
unterscheiden (siehe Abbildung 4). Wegen seiner hohen Reproduzierbarkeit, der
geringen Kosten und dem einfacheren Zugang =zu Bildgebungs- sowie
Analyseverfahren bilden 2D Gewebemodelle nach wie vor das Zellkultursystem,
welches am haufigsten verwendet wird (Ahmed, 2023). 3D Gewebemodelle dhneln
hingegen mehr dem in vivo Szenario im Hinblick auf die Zellheterogenitat (Nath & Devi,
2016), die erhaltene Zellmorphologie und -polaritat (Kapatczynska et al., 2018) sowie
die physiologischen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte (Kapatczynska et al., 2018;
Lazzari et al., 2017). Sie bilden eine Briicke zwischen in vitro 2D Gewebemodellen und
Tierversuchen und werden daher zunehmend in der Forschung eingesetzt
(Joseph et al., 2018).
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2D Modell gerustfreies Modell geriistbasiertes Modell Tierversuch

Abbildung 4: Schematische Gegeniberstellung der 2D und 3D in vitro Modelle sowie der in vivo
Tierversuche hinsichtlich der Parameter Kosten, Komplexitat, Zugang zu Analyse- und
Bildgebungsverfahren und Reproduzierbarkeit (modifiziert nach Alemany-Ribes & Semino, 2014).

1.2.2 In silico Techniken

Die Ergadnzung experimentell gewonnener Erkenntnisse mit Computersimulationen
ermoglicht effizientere Behandlungsmaoglichkeiten sowie ein tieferes Verstandnis
komplexer Systeme (Amereh et al., 2021; Materi & Wishart, 2007).

Die allgemeine Definition einer Simulation ist nach Dokos (2017) die numerische
Lésung einer mathematischen oder rechnergestitzten Darstellung von physikalischen
Systemen. Aufgrund der Tatsache, dass beide Methoden mittels numerischer
Verfahren gelést werden kénnen und rechnergestlitzte Darstellungen héaufig auf
mathematischen Gleichungen basieren, werden die Begriffe der mathematischen und
computerbasierten Modellierung gro3tenteils synonym verwendet. Obwohl in silico
Ansatze bereits ein gangiges Verfahren in den Ingenieurswissenschaften darstellen,
entwickelt sich die Nutzung im biomedizinischen Bereich nur sehr trage. Dies kann
dadurch begriindet werden, dass die Grundlage der Forschung hier komplexe lebende
Organismen darstellen (Dokos, 2017). Diese Komplexitat fuhrt letztlich auch dazu,
dass das Augenmerk bei in vitro und in vivo Experimenten reduktionistisch auf wenige
Aspekte gelegt wird (Materi & Wishart, 2007). Die Durchfiihrung der Experimente ist
mit einem teilweise enormen Kosten- und Zeitaufwand verbunden (Malandrino et al.,
2018). Loessner et al. (2013) stellten die Kosten und den Zeitaufwand eines etablierten
in silico, in vitro und in vivo Modells zur Untersuchung multizellularer Spharoide

(siehe Kapitel 1.2.1) gegenuber. Im Falle, dass die Studie von einem erfahrenen
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Wissenschaftler durchgefiihrt wird, belaufen sich die Gesamtkosten einer
Durchfiihrung in vitro auf 14500 US-Dollar fir einen Zeitraum von circa vier Wochen.
Bei einer in vivo Studie steigern sich diese auf 35500 US-Dollar und die vierfache Zeit,
wahrend ein in silico Experiment lediglich eine Woche dauert mit Gesamtkosten von
1500 US-Dollar. Dabei sind die Kosten der in silico Experimente auf die des Personals
beschrankt, wahrend sich die Gesamtkosten bei in vitro und in vivo Experimenten aus
Personal- und Materialkosten zusammensetzen. Diese Aspekte und die Tatsache,
dass es Computersimulationen durch eine systematische Variation zugrundeliegender
Parameter ermoglichen, das System unter mehreren Gesichtspunkten zu analysieren
(Loessner et al., 2013; Malandrino et al., 2018), fihren zu einer zunehmenden Nutzung
im Bereich der Naturwissenschaften und Medizin, wie zum Beispiel im Rahmen der
Kultur von Organoiden (Thalheim et al., 2022) oder bei der Analyse der Resistenz von
Krebstherapien (Bacevic et al., 2017; Yilmaz et al., 2022). Allerdings sind in silico
Methoden nach Materi und Wishart (2007) nur dann nutzlich, wenn folgende Kriterien

erfllt sind:

1) Erstellung von Vorhersagen und Extrapolationen, die mit experimentellen
Ergebnissen Ubereinstimmen.

2) Testen von ldeen, die mit Laborexperimenten schwer mdglich waren.

3) Schaffen von tiefergehenden und ganzheitlichen Einblicken in die
Funktionsweise eines komplexen biologischen Systems.

4) Ermdglichung eines verbesserten Verstandnisses und einer detaillierteren

Visualisierung.

Infolgedessen kdnnen die meisten Fortschritte erlangt werden, wenn in silico und in
vitro/in vivo Studien kombiniert werden. Die Verlasslichkeit der Ergebnisse aus den
Computersimulationen wird mit Experimenten evaluiert und ausgehend davon werden
neue Hypothesen generiert, neue Experimente entwickelt und bestehende in vitro
Studien optimiert (Malandrino et al., 2018). Der gesamte Modellierungsprozess kann
nach Dokos (2017) in vier Phasen unterteilt werden, welche iterativ aufeinanderfolgen
(siehe Abbildung 5). Die erste Phase stellt die Formulierung des zugrundeliegenden
Modellierungsproblems dar. Dabei werden die Regeln und Gleichungen

herausgearbeitet, welche das System charakterisieren. Die meisten Prozesse folgen
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dabei physikalischen Gesetzen und kénnen mit gewohnlichen Differentialgleichungen
(ODE) oder partiellen Differentialgleichungen (PDE) beschrieben werden. In der
zweiten Phase werden die Ergebnisse der Formulierung in den Computer
implementiert, was als Codierung bezeichnet wird. Dafur sind eine Vielzahl von
Parametern und Variablen fir molekulare Konzentrationen, Diffusionskonstanten oder
Reaktionsraten erforderlich, welche teilweise der Literatur entnommen werden kénnen
(Materi & Wishart, 2007). Bei unbekannten Werten werden diese unter
Berucksichtigung sinnvoller Wertebereiche iterativ angepasst. Nach Ausfiihrung der
Simulation werden die Ergebnisse verifiziert, indem gepruft wird, ob diese die
gewlnschte Verlasslichkeit und Qualitat entsprechend der zugrundeliegenden
physikalischen Gesetze besitzen. Sollten die Ergebnisse nicht die geforderte Losung
darstellen, muss die Codierung Uberarbeitet werden. In der vierten und letzten Phase
erfolgt die Validierung der Simulation mit experimentell generierten Daten aus in vitro
oder in vivo Studien. Wird das reale System nicht ausreichend durch die
Computersimulation beschrieben, missen zunéchst die Parameter und Variablen in
der Codierung geandert werden oder gegebenenfalls muss der komplette

Modellierungsprozess wiederholt werden.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Phasen eines Modellierungsprozesses (modifiziert nach
Dokos, 2017).

Mathematische oder computerbasierte Modelle kénnen linear oder nicht linear,
dynamisch oder statisch, deterministisch oder stochastisch sowie kontinuierlich oder
diskret sein (Dokos, 2017), wobei im Folgenden naher auf die letzten beiden

Modellierungstypen eingegangen wird.
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Die Unterscheidung zwischen kontinuierlichen und diskreten Modellen muss unter
Bericksichtigung der verschiedenen Raum- und Zeitskalen in der Biomedizin erfolgen
(Deisboeck et al., 2011; Materi & Wishart, 2007). Aufgrund der Tatsache, dass die
Entwicklung von Krebs einer der komplexesten Prozesse im lebenden Organismus
darstellt, erfolgt die Visualisierung der verschiedenen Skalen in Abbildung 6 anhand
des Krebsmodells (Materi & Wishart, 2007).

Diffusions
Gewebe = mm/h
makroskopisch prozesse

S ——

== Zellantwort

Zelle yo/min
mikroskopisch

Intrazellulare
Dynamik

subzellular 4 nm/s
molekular

Abbildung 6: Schematische Darstellung der verschiedenen Raum- und Zeitskalen sowie deren
Interaktion in der Biomedizin. Die Zelle bildet die mikroskopische Drehscheibe des Systems (um und
min) mit Auswirkungen auf makroskopische und subzellulare Prozesse. Modelle mit makroskopischen
Skalen (mm und h) umfassen das Gewebe im Ganzen sowie die darin ablaufenden Diffusionsprozesse.
Intrazellulare Prozesse quantifizieren subzelluldare Dynamiken, wie Signalkaskaden, mit Raum- und
Zeitskalen von Nanometer und Sekunden (modifiziert nach Materi & Wishart, 2007; Stéphanou &
Volpert, 2016).

Die makroskopische Ebene bildet dabei das Tumorgewebe selbst, welches auf
Millimeter und Stunden skaliert ist. Auf dieser Ebene wird das Gewebe im Ganzen
hinsichtlich seiner Form, Heterogenitat oder Vaskularisation untersucht. AuRerdem
erfolgt hier die Quantifizierung von Konzentrationsgradienten verschiedener Molekille,
wie Sauerstoff, Glukose oder Nahrstoffen. Die Mikroebene betrachtet die
Eigenschaften der Zelle auf kleineren Raum- und Zeitskalen (um und min), wie die

Zellteilung sowie Apoptose und Nekrose. Intrazellulare Prozesse, wie die

14



Einleitung

Signaltransduktion oder die DNA-Replikation, werden auf molekularer Ebene im
Nanometer- und Sekundenbereich analysiert. Die mikroskopische Zellantwort bildet
dabei den Mittelpunkt der einzelnen Ebenen. Diese wird oftmals gemittelt, um eine
detailliertere Beschreibung auf makroskopischer Ebene zu erhalten sowie ein
verbessertes Verstandnis fir intrazellulare Prozesse. Am Beispiel von Krebs fiihrt die
genetische Veranderung einer Zelle durch Proliferation, Migration und Interaktion mit
anderen Zellen zur Entwicklung von Tumoren, welche wachsen und metastasieren
konnen (Materi & Wishart, 2007; Stéphanou & Volpert, 2016).

Kontinuierliche Modelle behandeln die globalen Eigenschaften des Gewebes auf
makroskopischer Ebene. Das Gewebe wird hierbei durch Parameter charakterisiert,
welche die Dichte und Volumenanteile unterschiedlicher Zellen sowie
Konzentrationsgradienten von Substraten, wie Glukose oder Sauerstoff, betreffen. Die
Prozesse folgen dabei oft partiellen Differentialgleichungen und die numerischen
Lésungen kdnnen relativ einfach analysiert und durch Experimente validiert werden
(Deisboeck et al., 2011; Lowengrub et al., 2010). In einem der ersten Kontinuum-
Modelle stellte Greenspan (1972) die Entwicklung von Tumoren in Abhé&ngigkeit
verschiedener Diffusionsprozesse dar. Er untersuchte die Effekte der hemmenden
Wirkung von chemischen Komponenten auf die Proliferation der Zellen und dem damit
verbundenen Tumorwachstum. Ahnliches war auch Bestandteil der Studie von Grimes
et al. (2016), welche das Wachstum von Sphéaroiden in Abh&ngigkeit vom
Sauerstoffverbrauch und der Proliferation quantifizierten. Leedale et al. (2021)
beschaftigten sich im Detail mit den Sauerstoffgradienten in Lebergewebe, welches
aus Stammzellen gewonnen wurde, und der daraus resultierenden ndétigen

Optimierung der Zellkulturbedingungen.

Im Vergleich zu kontinuierlichen Modellen befassen sich diskrete Modelle mit
detaillierteren mikroskopischen Prozessen, wie dem Verhalten einzelner Zellen
untereinander oder mit ihrer Mikroumgebung (Lowengrub et al., 2010; Stéphanou &
Volpert, 2016). Dabei stellt jede Zelle eine separate Einheit dar, welche durch
verschiedene Eigenschaften und Variablen beschrieben werden kann (Rejniak &
McCawley, 2010). Die Eigenschaften wiederum sind auf einem festen Gitter

(lattice-based) oder auf frei beweglichen Gitterteilen (lattice-free) definiert (Deisboeck
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et al., 2011). Zellulare Automaten (Cellular Automata CA) sind ein Beispiel fur einen
gitterbasierten Modellierungsansatz dar. Der Zellularraum besitzt dabei eine gewisse
Dimensionalitdt (2D oder 3D) und umfasst eine unendliche Anzahl von Punkten auf
einem fest angeordneten Gitter. Jede Zelle kann dabei eine endliche Zahl an
Zustanden annehmen und der Ubergang von einem Zustand zum nachsten wird durch
definierte Regeln beschrieben. Die Entwicklung einzelner Zellen zum Zeitpunkt t+1 ist
somit vom eigenen Zustand sowie den Zustanden der Nachbarn zum Zeitpunkt t
abhangig (Deisboeck et al., 2011; Materi & Wishart, 2007). Kansal et al. (2000)
entwickelten ein dreidimensionales zellulares Automatenmodell fir das Wachstum von
Hirntumoren und zeigten damit, dass das makroskopische Wachstum des Tumors mit
mikroskopischen Parametern modelliert werden kann. Bei gitterfreien Methoden
hingegen, wie der agentenbasierten Modellierung (Agent-Based Model ABM), sind
sogenannte Agenten (Proteine, Metaboliten, Zellen) autonom in ihrem Handeln und
ihren Entscheidungen (Materi & Wishart, 2007). Mit einem solchen Modell
untersuchten Carrasco-Mantis, Alarcon und Sanz-Herrera (2023) die Beeinflussung
der Vaskulogenese durch die mechanischen Eigenschaften der extrazellularen Matrix
und stellten fest, dass mit einer zunehmenden Steifigkeit die Proliferation steigt,
wahrend diese mit einer erhéhten Viskoelastizitat sinkt. Aufgrund der Tatsache, dass
Organismen aus einer Vielzahl von Zellen bestehen, ist es schwierig, diese einzig mit
diskreten Modellen zu simulieren, da dies einen enormen Rechenaufwand mit sich

bringen wirde (Lowengrub et al., 2010).

Eine Mdglichkeit, makroskopische und mikroskopische Prozesse und somit
kontinuierliche und diskrete Modelle zu kombinieren, stellen Hybrid-Anséatze dar
(Materi & Wishart, 2007). Diese kdnnen nach Stéphanou und Volpert (2016) in drei
verschiedene Typen unterteilt werden: unabhangige, gekoppelte und komplexe
Modelle. Eine unabhangige Modellierung ist genau dann mdoglich, wenn das
zugrundeliegende Problem hinsichtlich verschiedener Aspekte unterteilt werden kann,
wobei der jeweilige Modellierungsansatz (zum Beispiel kontinuierlich und diskret) der
einzelnen Aspekte voneinander abweichen kann. Die beiden Modelle kbnnen somit
zwei verschiedene Aspekte eines Phdnomens betrachten oder das gleiche Phdnomen

auf zwei unterschiedliche Weisen beschreiben. Schaller und Meyer-Hermann (2006)
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untersuchten mit einem solchen Ansatz die experimentellen Wachstumsstufen eines
Spharoids mit proliferativen und nekrotischen Zellen unter Bericksichtigung
verschiedener Nahrstoffkonzentrationen, wie Sauerstoff und Glukose. Die Ergebnisse
wurden mit denjenigen einer agentenbasierten Modellierung, in welcher die Zellen als
Agenten fungierten, verglichen mit dem Resultat, dass das makroskopische Modell,
welches numerisch effizienter ist, ausreicht, um die Wachstumsstudien zu erklaren.
Ahnliches wurde auch von Byrne und Drasdo (2009) berichtet. Die haufigste Art von
Hybrid-Modellen stellen die vom gekoppelten Typ dar, deren typische Anwendung bei
Problemen mit unterschiedlichen Skalen liegt (siehe Abbildung 6). Beispielsweise
kann hierbei eine beliebige Variable mittels eines kontinuierlichen Modells evaluiert
und das Ergebnis in einem diskreten Modell genutzt werden. Franssen et al. (2019)
koppelten ein diskretes Modell, mit welchem die Zelldynamik beschrieben wird, mit
einem kontinuierlichen Modell fir die Quantifizierung der Metastasierung. Ebenfalls
nutzten Sadhukhan und Mishra (2022) ein solches Hybrid-Modell, in welchem
makroskopische, mikroskopische und molekulare Prozesse integriert sind, fur die
Untersuchung des heterogenen Charakters von wachsenden Tumoren sowie deren
Invasion in gesundes Gewebe. Die letzte Kategorie an Hybrid-Modellen ist aufgrund
seines komplexen Charakters nur schwer zu definieren und zu analysieren, da hier

zwischen den zugrundeliegenden Modellarten nicht differenziert werden kann.

In silico Methoden stellen somit eine interdisziplinare Moglichkeit dar, um in vitro und
in vivo Studien kostengunstig und in kurzer Zeit zu optimieren. AuRerdem ermoglichen
sie es, Erkenntnisse in der biomedizinischen Forschung zu liefern, welche mit
Experimenten nur schwer zuganglich sind. Zudem sind sie ein nitzliches Instrument,
um den Erkenntnisgewinnungsprozess im Allgemeinen zu verkirzen (Amereh et al.,
2021; Materi & Wishart, 2007).

17



Einleitung

1.3 State-of-the-Art der Methoden zur Sauerstoffmessung

Aufgrund der zentralen Bedeutung von Sauerstoff im Zellmetabolismus
(siehe Kapitel 1.1) ist dessen Quantifizierung mittels Sensormaterialien
aulRerordentlich  wichtig. Der Nachweis und die Quantifizierung der
Sauerstoffverteilung auf zellularer Ebene und im Gewebe bilden die Grundlage fur das
Verstandnis der damit verbundenen Prozesse unter normalen physiologischen

Bedingungen und flr die Beurteilung von Krankheitsverlaufen (Roussakis et al., 2015).

Als Goldstandard gelten bis heute elektrochemische Verfahren mit
polarographischen Elektroden. Die erste Technik, um den Sauerstoffgehalt im
Gewebe zu messen, geht auf die Entwicklung der Clark-Elektrode in den 1950er
Jahren zurlck (Clark et al., 1953). Diese Elektrode besteht gewdhnlich aus einer
Silberanode und einer Platinkathode, welche Uber eine Elektrolytldsung miteinander
verbunden und von der Probeldsung uber eine Membran getrennt sind. Wird die
Membran in die Probe getaucht und eine Spannung von circa 0,7 V an der Kathode

angelegt wird Sauerstoff gemanR folgender Reaktionsgleichung reduziert:
O, +2H" + 2e" — H,0,
Hy0, + 2H" + 2" — 2H,0

(2)
Mit steigender Spannung wird der Stromfluss immer groBer und es entsteht ein
proportionales Verhaltnis zwischen der Stromstdrke und den pro Zeiteinheit zur
Elektrode diffundierenden Menge an Sauerstoff. Dadurch ist der Strom ein Malf3 fur
den Sauerstoffgehalt (Park et al., 2007). Obwohl die Methode als Goldstandard fur die
Messung von Sauerstoff gilt und demnach gut etabliert ist, gehen auch einige
Nachteile damit einher (Roussakis et al., 2015). So ist diese zum einen durch ihre
Invasivitat und damit der Schadigung des Gewebes gekennzeichnet (Wolfbeis, 2015).
Zum anderen verbraucht die Elektrode Sauerstoff wahrend der Messung, was vor
allem bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen, wie in hypoxischen Tumoren, zu
falschen Ergebnissen fuhren kann (Dewhirst et al.,, 2000; Wolfbeis, 2015).
Infolgedessen erfolgten viele Optimierungsansétze mit dem Ziel, die Elektroden fir die
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Messung des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe geeigneter zu machen.
Mikroelektroden mit versenkter Spitze und das Elektrodensystem von Eppendorf sind
zwei Ergebnisse dieser Optimierungen. Mit Mikroelektroden wurde die Invasivitat und
somit Schaden am Gewebe reduziert. Das Elektrodensystem von Eppendorf hingegen
nutzt eine computergestitzte Methodik, die es erlaubt, die Elektroden auf prazise Art
und Weise durch das Gewebe zu bewegen. Dies hat den Vorteil, dass der
Sauerstoffverbrauch der Elektrode selbst minimiert wird. Allerdings sind durch die
Bewegung der Elektrode keine Wiederholungsmessungen an der gleichen Stelle
maoglich. Infolgedessen eignet sich das Elektrodensystem von Eppendorf nicht fur die
zeitaufgeloste Uberwachung von Anderungen im Sauerstoffpartialdruck (Dewhirst et
al., 2000; Park et al., 2007; Roussakis et al., 2015). Dennoch wurden polarographische
Elektroden in vielen Studien genutzt, wie zum Beispiel zur Messung des
Sauerstoffpartialdrucks (pO2) in Spharoiden in Abhéangigkeit von der Gro3e (Walenta
et al., 1990), der Sauerstoffzufuhr (Mueller-Klieser et al., 1986) oder wahrend der
Entwicklung nekrotischer Bereiche (Mueller-Klieser et al.,, 1985). Eine weitere
Anwendung von Mikroelektroden ist die in kunstlich hergestelltem Gewebe. Durch
Messung des Sauerstoffgradienten in Echtzeit kann die Aktivitdt von kinstlichem
Gewebe Uberwacht und somit unter anderem die Kultivierungsbedingung effizienter
gestaltet werden (Kagawa et al., 2017). Eine der neuesten Anwendungen von
Sauerstoffsensoren auf Basis der Clark-Elektrode stellt ein implantierbarer
Miniatursensor dar. Die Mikrosensoren wurden auf Silizium auf Waferebene gefertigt
und wurden dazu genutzt die Sauerstoffkonzentration in einem Lungentumor von

einem Schaf zu messen (Marland et al., 2020).

Im Vergleich zu polarographischen Elektroden ermdglichen Radioisotopentechniken,
wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), eine dreidimensionale
Ganzkorperbildgebung der Stoffwechselvorgange im Korper (Roussakis et al., 2015).
Hierbei binden Molekile, welche ein Positron emittierendes Isotop besitzen, spezifisch
an biologische Strukturen. Solche Molekiile werden PET-Tracer genannt. Dabei
handelt es sich im Allgemeinen um radioaktiv markierte und niedrigdosierte
Substanzen, welche eine hohe Sensitivitat und ein geringes toxikologisches Risiko

besitzen. Es reichen wenige PET-Tracer aus, um ein intensives Signal zu erzeugen.
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Die dieser Technik zugrundeliegenden Positronen wurden 1932 von Anderson
nachgewiesen. Bei der PET-Untersuchung wird dem Patienten ein PET-Tracer
verabreicht, welcher auf das zu untersuchende Gewebe abgestimmt ist. Nach einem
spontanen (B*-Zerfall wird ein Positron freigesetzt, das nach einer kurzen Wegstrecke
auf ein energetisch geeignetes Elektron trifft. Als Folge wird das Positron ausgeléscht
und es werden Gammastrahlungs-Photonen freigesetzt, welche von einem PET-
Detektor registriert und mit Unterstiitzung von Computern zu einem 3D Bild verarbeitet
werden. Bei der Auswahl der klinischen Isotope sind viele Faktoren zu beriicksichtigen.
So spielen beispielsweise die Halbwertszeiten, die Strahlenbelastung, die Herstellung
und die Anforderungen hinsichtlich der zugrundeliegenden Fragestellung eine
entscheidende Rolle (Bauser & Lehmann, 2012). Der am haufigsten verwendete PET-
Tracer ist die schwach radioaktiv markierte 8F-Fluordesoxyglukose (*®F-FDG), welche
sowohl fur die Darstellung von Tumoren (Adejolu et al., 2012; Ostertag, 1992) als auch
im Rahmen der Demenzdiagnostik (Asenbaum, 2011) Anwendung findet. Unter den
endogenen Isotopen (*C, 0 und 3N) werden °0 markierte Tracer genutzt, um die
Sauerstoffversorgung in vivo zu verfolgen. Dabei wird '°O2 kurz inhaliert und
anschlieBend dynamisch gemessen (Bauser & Lehmann, 2012; Magata et al., 2003;
Roussakis et al., 2015). Durch die Bestimmung des Zuflusses von 1°0: durch das
arterielle Blut kbnnen wichtige Parameter, wie das zerebrale Blutvolumen (CBV), die
zerebrale Perfusion (CBF) oder die regionale zerebrale Stoffwechselrate von
Sauerstoff (rCMRO2), bestimmt werden (Asenbaum, 2011). AuRRerdem kdénnen
Sauerstoffversorgung und -verbrauch im Gewebe quantifiziert werden (Roussakis et
al., 2015). >0 markierte Tracer finden trotz kleiner Halbwertszeiten (2 min) eine breite
Anwendung in der klinischen Forschung, wie bei der Uberwachung der Durchblutung
in Tumoren (de Langen et al., 2008) oder zur Bestimmung des Grades der zerebralen
Ischamie bei Schlaganfallen (Sette et al., 1989) und Hirntumoren (Hino et al., 1990).
Aufgrund der Tatsache, dass die PET nur Auskunft tGber die Stoffwechselaktivitat der
untersuchten Korperregion gibt, wird diese oft mit Verfahren, wie der
Kernspintomographie (MRT) oder der Computertomographie (CT), kombiniert, um
ebenfalls Bilder der anatomischen Strukturen zu erhalten. Dies ermdglicht eine
genauere und spezifischere Diagnose. Allerdings erfordert es einen enormen

Zeitaufwand und kostenintensive Instrumente (Bauser & Lehmann, 2012).
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Eine weitere Mdglichkeit, um den Sauerstoff messen zu kénnen, bildet die Gruppe der
magnetischen Resonanztechniken (MR). Dabei wird zwischen
Kernresonanztechniken, welche auf der *°F und 'H-Magnetresonanz basieren, und
Techniken auf Grundlage der Elektronenspinresonanz (EPR) unterschieden
(Roussakis et al., 2015). Die quantitative *°F-MR Oxymetrie nutzt die Sensitivitat von
Perfluorkohlenwasserstoffen (PFC) gegeniber Sauerstoff. Durch die lineare
Abhangigkeit der Spin-Gitter-Relaxationsrate von *°F in PFCs vom pO:2 ist es moglich,
den Sauerstoffgehalt zu quantifizieren. Das jeweilige Kontrastmittel wird
minimalinvasiv in das Gewebe injiziert oder systemisch verabreicht, was ebenfalls zu
einer Wirkstoffverteilung im ganzen Kérper fuhrt (Roussakis et al., 2015; Yu et al.,
2013). Liu et al. (2011) berichten von der Messung des regionalen
Sauerstoffpartialdruckes mittels 1°F in Hexafluorbenzol (HFB) als Kontrastmittel. Dabei
wurde in mehreren Organen eines Rattenmodells beobachtet, dass die Inhalation von
100 % Sauerstoff den pO2 Wert in den Organen erhoht und die Sauerstoffverteilung
quantifiziert werden kann. Kadayakkara et al. (2010) nutzten die
PF-Magnetresonanztechnik, um die Tumorlokalisation in vivo zu visualisieren. Dazu
wurden 9L-Gliomzellen einer Ratte ex Vivo mit einer
Perfluorkohlenwasserstoffverbindung markiert und die beladenen Stammzellen in die
Ratte implantiert. Ebenfalls wurde in einem Forschungsbericht der pOz der Plazenta in
einem in vivo Mausmodell mittels °F-MR untersucht, da die Hypoxie der Plazenta als
eine der Hauptursachen fur Komplikationen wahrend der fotalen Entwicklung
aufgefuhrt wird (Boehm-Sturm et al., 2021). Trotz all der vielversprechenden Studien
stellt der Mangel an geeigneten Scannern fir °F-Messungen eine groRe Hirde
hinsichtlich der klinischen Umsetzung der 1°F-Oxymetrie dar (Yu et al., 2013).
Wahrend der Sauerstoff bei der PE-MR mittels perfluorierten
Kohlenwasserstoffverbindungen quantifiziert wird, werden beim BOLD-Kontrast
(Blood Oxygenation Level-Dependent) die magnetischen Eigenschaften der
Wasserstoffatome im menschlichen Koérper genutzt. Der BOLD-Kontrast wird im
Wesentlichen durch Unterschiede in der magnetischen Suszeptibilitat wvon
Oxyhamoglobin und Desoxyhamoglobin verursacht. Oxyhamoglobin ist diamagnetisch
und hat keinen Einfluss auf das MR-Signal, wéhrend Desoxyhamoglobin, als
paramagnetische Verbindung, Auswirkungen auf die Homogenitat des Magnetfeldes
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hat (T. Christen et al., 2013). Aufgrund der hohen zeitlichen und rdumlichen Auflésung
wurde die BOLD-MR Technik angewendet, um die Oxygenierung in Tumoren zu
untersuchen (Dunn et al., 2002). Im Gegensatz zu den zuvor genannten
Magnetresonanztechniken nutzt die Elektronenspinresonanz (EPR) paramagnetische
Verbindungen zur Detektion, einschliel3lich Triplett-Molekilen und Radikalen
(Tatum et al., 2006). Bei molekularem Sauerstoff handelt es sich um ein
paramagnetisches Triplett Radikal mit zwei ungepaarten Elektronen. Allerdings
gestaltet sich der direkte Nachweis von Sauerstoff in biologischen Systemen
schwierig. Dies liegt darin begriindet, dass die Spektrallinien verbreitert sind.
Infolgedessen werden exogene paramagnetische Substanzen, welche l6slich oder
partikelférmig sind, fur die Detektion von Sauerstoff herangezogen. Dies wird insofern
ermoglicht, da durch Kollision von deren freien Radikalen mit Sauerstoff die
Resonanzeigenschaften und somit das EPR-Spektrum verdndert werden. Im
Vergleich zu l6slichen Materialien, wie Nitroxiden oder Triarylmethylradikalen
(Roussakis et al., 2015), besitzen partikelférmige Materialien eine 1000 x héhere
Empfindlichkeit gegenuber Sauerstoff und ermoglichen somit eine genaue und
sensitive Quantifizierung des pO2 (Gallez et al., 2004). Die EPR-Oxymetrie wurde
bereits fur die Detektion des pO2 wahrend der Anasthesie genutzt (Hou et al., 2003)
oder zur Messung der Tumoroxygenierung, um die Hypoxie in Tumoren untersuchen
und dadurch den Erfolg der Strahlentherapie verbessern zu kbnnen (Elas et al., 2014).
Langan et al. (2016) nutzten die EPR-Oxymetrie zur Analyse der Mikroumgebung in
Sphéroiden. Durch den Einbau von Lithium Phthalocyanin (LiPc) in Spharoide
wahrend deren Bildung war es nicht nur moéglich, die Sauerstoffgradienten innerhalb
des Sphéaroids zu evaluieren, sondern auch die Zonen in der Mikroumgebung
zusammen mit mathematischen Berechnungen zu identifizieren. Die intrazellulare
Sauerstoffverteilung innerhalb von Tumoren mittels in vivo EPR untersuchten ebenfalls
Chen et al. (2019). Diese nutzten nanoformulierte Triarylmethylradikale, welche durch
die Formulierung unter anderem eine verbesserte intrazellulare Permeabilitat

aufweisen und somit eine verbesserte in vivo Anwendung ermaoglichen.

Zu den oben genannten Verfahren bieten optische Methoden zur Sauerstoffmessung
eine sinnvolle Erganzung. Bei diesen gibt es nach Wolfbeis (2015) zwei wesentliche
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Moglichkeiten: die Messung der Sauerstoffsattigung StO2 im Blut sowie die
Bestimmung der Sauerstoffkonzentration in Zellen und Geweben durch
Lumineszenzléschung (Quenching). Die Grundlage fiir das Verfahren zur Bestimmung
der StO2, der sogenannten  Pulsoxymetrie, bilden  unterschiedliche
Lichtabsorptionsspektren von Oxyhadmoglobin und Desoxyhdmoglobin. Durch das
Verhéltnis beider Messwerte kénnen die Absorptionseigenschaften des arteriellen
Blutes und somit auch die Sauerstoffsattigung bestimmt werden. Die Messung erfolgt
mittels eines Photometers, welcher an den Finger oder an das Ohrlappchen angelegt
wird. In diesem Photometer befinden sich eine Lichtquelle, welche rote und infrarote
Lichtwellen aussendet, und ein Detektor, welcher die absorbierten Lichtanteile misst.
Die resultierende Sauerstoffséattigung ist ein wichtiger Indikator fur die arterielle
Sauerstoffversorgung. Allerdings erlaubt die Methode, durch die Beeinflussung der
Bindungseigenschaften von Sauerstoff an Hamoglobin (durch beispielsweise den pH-
Wert oder Kohlenstoffdioxid), keine Ruckschlisse auf den zugrundeliegenden pO:
(Bésch & Criée, 2013). Im Rahmen der Corona Pandemie hat das Pulsoxymeter
jedoch enorm an Bedeutung gewonnen, da es eine Mdoglichkeit bietet, die Patienten
auch auRerhalb Klinischer Einrichtungen zu Uberwachen. Neben der hohen
Benutzerfreundlichkeit ermdglicht die Tragbarkeit des Gerates eine ortsunabhéngige
Nutzung (Rosic et al., 2022). Der zweite Ansatz zur optischen Sauerstoffmessung
basiert auf dem Prinzip der Lumineszenzldschung von Luminophoren durch Triplett-
Sauerstoff, welches im Detail in Kapitel 3.2.1 erklart wird. Im Vergleich zum
Goldstandard der Clark-Elektrode besticht dieses Konzept im Wesentlichen durch
seine Nicht-Invasivitat, der guten Prazision und Genauigkeit (X. Wang & Wolfbeis,
2014), der denkbaren Mehrfachsensorik (gleichzeitige Messung von pH-Wert und
Sauerstoff) sowie der Mdglichkeit, Sauerstoff im Mikrometerbereich Uber groRRe
Flachen abzubilden (Wolfbeis, 2015). Bei den meisten kommerziell erhaltlichen
Festkorpersensoren sind Luminophore in eine Polymermatrix eingebettet. Die Wahl
des Sensorfarbstoffes und des Polymers sind entscheidend fur die Funktionsweise des
Sensors. Die grofdte Gruppe der Sensorfarbstoffe bilden Metall-Liganden Komplexe.
Diese zeichnen sich durch lang abklingende Emissionen aus, was die
Wabhrscheinlichkeit fur eine effizientes Ldschung erhéht (Wolfbeis, 2015). Des
Weiteren sollten die jeweiligen Farbstoffe gunstig sein und eine hohe Biokompatibilit&t
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sowie Verfugbarkeit aufweisen (Papkovsky & Dmitriev, 2013). In frihen Anwendungen
von Sauerstoffsensoren wurden einfache Komplexe aus Ruthenium(ll) oder Iridium(ll)
verwendet, wie bei der intrazellularen Sauerstoffmessung bei Epithelzellen der
menschlichen Lunge (Zhong et al., 2003). Ferner setzten
Wilson et al. (1992) den Porphyrin-basierten Sensor PdTCPP (meso-tetra(4-
carboxyphenyl)porphinylpalladium) im Gehirn von narkotisierten Tieren ein, um die
Verteilung des pO2 nach vorher induzierter Hypoxie zu untersuchen. Die geringe
Loslichkeit und schlechte Biokompatibilitat dieser anfanglichen Sensoren fihrte zu
einer Reihe von Synthesen, mit dem Ziel, Dendrimere und makromolekulare Sensoren
zu entwickeln (Roussakis et al.,, 2015). Nichols et al. (2014) nutzten das
sauerstoffdetektierende Porphyrindendrimer G3-CAOS (Click-Assembled Oxygen
Sensing Probe), welches dazu in der Lage ist mehrere Zellschichten in Spharoiden
und somit Hunderte von Mikrometern zu durchdringen. In Kombination mit Nahinfrarot-
optimierter konfokaler Mikroskopie ermoglicht dies eine tiefenaufgeloste O:2
Bildgebung im Gewebe. Ein haufig verwendeter Sensorfarbstoff fir die Messung von
Sauerstoff ist PtTFPP (Pt(ll)-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin), der photostabil ist
und eine ausgezeichnete Helligkeit sowie eine Lebensdauer von mehreren
Mikrosekunden besitzt (Wolfbeis, 2015). Dmitriev et al. (2014) machten Gebrauch von
PtTFPP fir die hochauflosende 3D Bildgebung der Sauerstoffanreicherung in
Sphéaroiden, Neurospharen und Gehirngewebeschnitten mit der
Phosphoreszenzlebensdauer-Imaging-Mikroskopie. Neben dem Sensorfarbstoff ist
auch die Wahl der Materialien fur die Polymermatrix, in welche der Farbstoff
eingebettet ist, von Bedeutung. In den meisten Sensoren sind Silikonkautschuk oder
Polystyrol verarbeitet, welche giinstig und hydrophob sind. Aul3erdem besitzen sie
eine gute Permeabilitat fir Sauerstoff (Wolfbeis, 2015). Allerdings werden vermehrt
auch andere Polymere flr Sauerstoffsensoren verwendet. Falcucci et al. (2022)
berichteten von subkutanen Sauerstoffsensoren auf Basis von Seide. Mit dem
Sensorfilm aus Seide und dem Sauerstoff-sensitiven Chromophor PdBMAP
(Pd(Ihtetramethacryliertes Benzoporphyrin) war die Echtzeit-Messung von Sauerstoff
in vivo wahrend verschiedener physiologischer Zustande mdglich. Aul3erdem zeigte
sich, dass sich der Sensor aufgrund seiner besseren Biokompatibilitat und seiner

guten mechanischen Fahigkeiten fur die subkutane Implantation in Ratten eignete.
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Allein aufgrund der grof3en Auswahl an Farbstoffen und Polymeren ergibt sich fur die
optische Sauerstoffmessung eine Vielzahl an Sensorformaten, wie planare Sensoren
oder solche, die auf Nanomaterialien basieren. Auf die Anwendungsmaoglichkeiten in

vitro und in vivo wird im Folgenden genauer eingegangen.

Kellner et al. (2002) nutzten mit Sauerstoffsensoren impragnierte Folien fir eine
kontinuierliche und nicht-invasive Verfolgung von Sauerstoffgradienten Uber den
Querschnitt von kultiviertem Gewebe. Die Durchfihrung der zeitaufgeldsten
Sauerstoffbildgebung erfolgte dabei mit einem lumineszierenden optischen Sensor
von Liebsch et al. (2000). In der ersten in vivo Anwendung von planaren Sensoren in
Hamstern wurden die Oberflachenwerte fir den Sauerstoffpartialdruck Gber
tumorésem und normalem Gewebe gemessen (Babilas et al., 2005). Weiterhin fanden
Sensorfolien Anwendung fur die gleichzeitige 2D Bildgebung von pH-Wert und pO2 mit
gewohnlichen RGB-Kameras in chronischen Wunden (Meier et al.,, 2011). Die
Sensorfolie enthielt drei Farbstoffe, deren Emissionspeaks mit den Farbkanalen der
Kamera Ubereinstimmten: PtTFPP fur den Nachweis von Sauerstoff,
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) fur den Nachweis des pH-Wertes und DPA
(Diphenylanthracen) als Referenzfarbstoff. Die Farbstoffe wurden mit der gleichen
Wellenlange angeregt und durch das ratiometrische Intensitatsverhaltnis der
Sensorfarbstoffe mit dem Referenzfarbstoff wurde das RGB-Bild aufgenommen und
die rdumliche Verteilung von pH und pO:2 quantifiziert. Durch die Kombination von
Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien mit dem VisiSens TD System der Firma PreSens
Precision Sensing GmbH konnten Schmittlein (2017) und Ptz (2021) im Rahmen ihrer
Dissertationen die Sauerstoffgradienten in Zellen und Spharoiden mit hoher zeitlicher
und r&dumlicher Aufldsung bestimmen. Dies erfolgte jeweils nach Adhasion der Zell-
beziehungsweise Gewebemodelle auf der Oberflache der Sensorfolien, welche auf
dem Boden von gewo6hnlichen Zellkulturplatten angebracht waren. Der Querschnitt
durch Zellen und Spharoide ermdglichte daraufhin die Bestimmung der lateralen
Gradienten des Sauerstoffpartialdruckes. Der Limitierung der Messung von der
Sauerstoffkonzentration Uber den horizontalen Querschnitt der Zellkultur wirkten
Peniche Silva et al. (2020) entgegen. Sie entwickelten eine 3D Rampe mit einer

Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie auf der Oberflache und bauten diese in die mit A549
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Zellen ausgesaten Wells ein. Somit war es auch moglich, die vertikalen 3D
Sauerstoffgradienten im Medium zu messen, welche sich wahrend der Kulturzeit in
Folge der Zellatmung gebildet haben. Der Nachteil der bisher vorgestellten
Anwendungen der planaren Sensorfolien ist deren statischer Charakter. Durch eine
Kombination aus 24-Well Platten mit integrierten Sensorfolien (Oxodish Plates OD24,
PreSens Precision Sensing GmbH) und einer Software zur Uberwachung von Hypoxie
konnten Bagshaw et al. (2019) den perizellularen pO2 in Echtzeit tberwachen. In der
Software wurde ein individueller Schwellenwert, welcher auf Hypoxie hinweist,
eingegeben, bei dessen Erreichen sich das Medium durchmischt. Somit war es
mdoglich, die Gefahr der Hypoxie zu beseitigen und dem System einen dynamischen
Charakter zu verleihen. Diese Dynamik spielt auch eine Rolle bei der Integration von
Sauerstoff-Sensorfolien in die Mikrofluidik (Schmittlein et al., 2019). Durch die direkte
Messung von Sauerstoff und der Balance von Sauerstoffzufuhr und -verbrauch kann
toxischen Mikroumgebungen, welche durch Sauerstoff versursacht werden, und damit
auch den negativen Auswirkungen auf Zellvitalitat und Proliferation entgegengewirkt
werden. Ein mikrofluidisches Sensorsystem wurde auch genutzt, um die Auswirkungen
der Hypoxie auf Hepatozyten zu untersuchen (Kang et al., 2020). Hier wurden kranke
und gesunde primare Rattenhepatozyten einem Sauerstoffgradienten von 0,3 — 6,9 %
(circa 2 — 52 mmHg) ausgesetzt. Durch die sinkende Sauerstoffzufuhr, welche mittels
2D Sensorfolien detektiert wurde, bildeten sich Hypoxie Gradienten. Dies fuhrte zu
einer Verringerung der Lebensfahigkeit derjenigen Zellen, die mit Sauerstoff
unterversorgt waren, um etwa 80 % innerhalb von zwei Stunden. Aul3erdem konnte
die zunehmende Expression des Hypoxie-induzierbaren Faktors la beobachtet
werden. Die Mikrofluidik-Technologie bildet auch die Grundlage fiir organ-on-chip.
Diese simulieren Organe unter Zellkulturbedingungen und nutzen Mikrokanale und
Mikrokammern fur die Nachahmung der menschlichen Physiologie. Durch diese
fortschrittliche Kultivierungsmoglichkeit in Kombination mit integrierten Sensoren
konnten Azizgolshani et al. (2021) nicht nur optisch den Sauerstoffverbrauch von
Nierenepithelzellen guantifizieren, sondern auch die Barrierefunktion von primérem

Dickdarmgewebe mittels elektrischer Sensoren.
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Neben all den eben aufgeflhrten Forschungsfortschritten von planaren Sensoren zur
optischen Sauerstoffmessung gewinnen auch die Sensorformate auf Basis von
Nanopartikeln zunehmend an Bedeutung. Diese erlauben eine intrazellulare
Sauerstoffmessung. Auch bei diesem Format ist ein Sauerstoff-sensitiver
Sensorfarbstoff in ein Polymer, meist in Form von Nanopartikeln, eingebettet
(Wolfbeis, 2015). Zheng et al. (2015) konnten damit nicht nur den Sauerstoff in
hypoxischem Tumorgewebe messen. Es war auch moéglich, geringe Mengen von
Krebszellen vor der Entstehung des Tumors anhand ihrer erhdhten
Sauerstoffverbrauchsrate wahrend der Proliferation nachzuweisen. Die gleichzeitige
Quantifizierung von Sauerstoff und Glukose war Deng et al. (2019) mittels dreifarbiger
ratiometrischer Lumineszenz-Nanosensoren moglich. Dabei wurden HelLa Zellen mit
den Nanosensoren inkubiert und die Emission nach Zusatz von Glukose (Anstieg der
blauen Emission) und nach Reduktion von Sauerstoff (Anstieg der roten Emission)
gemessen. Durch die gute Zellpermeabilitdt und die geringe Zytotoxizitat bilden die
Nanosensoren die Grundlage fur die Entwicklung weiterer Mehrfachsensoren
(Wolfbeis, 2015).

Eine weitere bedeutende Anwendung optischer Sensoren zur Messung von Sauerstoff
ist die Agilent Seahorse Technologie (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
Dieses opto-mechanische System erlaubt die gleichzeitige Messung der
Sauerstoffverbrauchsrate (Oxygen Consumption Rate OCR) und der extrazellularen
Azidifizierungsrate (Extracellular Acidification Rate ECAR). Beim sogenannten XF
Analyzer von Agilent sind Festkorpersensoren, welche Sauerstoff- und pH-sensitive
Fluorophore enthalten, auf einer Art beweglichen Stempel (cartridge) angebracht.
Wahrend eines Messzyklus wird dieser bis zu 200 um tber den mit Zellen bedeckten
Boden spezieller Mikrotiterplatten abgesenkt — dadurch bilden sich Mikrokammern mit
circa 2 pL Volumen. Nach Anregung der Fluorophore (Aex (Sauerstoff) =532 nm;
Aex (pH) = 470 nm) werden die Anderungen in deren Emissionsintensitat gemessen
(Aem (Sauerstoff) = 650 nm; Aem (pH) = 530 nm). Dadurch, dass das Verhdltnis von
Zell- zu Probenvolumen grol3 ist, ist es mdglich, OCR und ECAR schnell und sensitiv
zu quantifizieren. Somit bietet diese Technologie eine einzigartige Mdglichkeit, die

beiden wichtigsten Energieproduktionswege, den der oxidativen Phosphorylierung und
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die Glykolyse, zu bewerten (Papkovsky & Dmitriev, 2013; Plitzko & Loesgen, 2018).
Die Technik wurde im Laufe der Jahre in zahlreichen Assays verwendet. Wu et al.
(2007) haben damit die zellularen Stoffwechselraten der humanen Krebszelllinien
H460 und A549 bei Exposition mit verschiedenen pharmakologischen Modulatoren
gemessen. Campioni et al. (2022) nutzten das System zur Untersuchung der
metabolischen Aktivitat von 3D Zellkulturen, wie Spharoiden, in hoher zeitlicher
Auflosung. Zusammen mit dem Seahorse XF Cell Mito Stress Test konnten
Ruckschlisse darauf gezogen werden, dass metabolische Unterschiede vor allem von
der Zelllinie und weniger von der Spharoidgrél3e abhéngen. Bei diesem Test wurden
sequenziell Entkoppler der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung (Oligomycin,
Trifluoromethoxy Carbonylcyanid Phenylhydrazon (FCCP) und Rotenon/Antimycin A)
zugegeben, um die Schliusselparameter der mitochondrialen Funktion zu ermitteln.
Einen Mangel der Seahorse Technologie stellt allerdings die Tatsache dar, dass das
System aufgrund der Verwendung von Sauerstoff-permeablen Mikrotiterplatten, nicht
luftdicht ist, und somit die Diffusion von Sauerstoff ermoglicht. Dies hat wiederum
Einfluss auf die Messergebnisse, da der initiale Sauerstoffgehalt somit nicht auf das
Volumen des Mediums beschrankt ist (Gao & Ogilby, 1995; Poulsen et al., 2003;
Rickard et al., 2020). AuRerdem liefert das System keine ortsaufgeldsten Daten
(Rickard et al., 2020).

Aus den bisherigen Ausfuhrungen wird ersichtlich, dass im Laufe der letzten
Jahrzehnte viele Methoden fur die Sauerstoffmessung entwickelt wurden, welche alle
ihre Vor- und Nachteile haben (siehe Tabelle 1). Der Goldstandard der
polarographischen Elektroden stellt eine etablierte Methode dar, welche eine direkte
Messung des pO2 erméglicht. Aufgrund des invasiven Charakters eignen sie sich aber
nur begrenzt fir die Analyse von Zellen und Geweben. Ansatze, wie PET oder EPR,
sind aufgrund der kostenintensiven Gerdte und der teilweise aufwandigen
Durchfuhrung auf klinische Anwendungen begrenzt. Biologische O2-Sensortechniken
auf Basis der Lumineszenz-L6schung haben neue Mdglichkeiten in diesem Bereich
eroffnet und das System durch eine Vielzahl von Sensormethoden, welche auf die

jeweilige Anwendung individualisiert werden kénnen, revolutioniert. Nichtsdestotrotz
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besitzen sie noch groRRes Potential fir weitere Entwicklungen und Optimierungen

beziiglich der Uberwachung des Sauerstoffgehalts und des Sauerstoffverbrauchs.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Vor-

und Nachteile verschiedener

Methoden flr

die

Sauerstoffmessung (Bauser & Lehmann, 2012; Dewhirst et al., 2000; Nestle et al., 2009; Papkovsky &
Dmitriev, 2013; Quaranta et al., 2012; Roussakis et al., 2015; Tatum et al., 2006; X. Wang & Wolfbeis,
2014; Wolfbeis, 2015; Yu et al., 2013)

Methode

Merkmale

Einschrankungen

Polarographische
Elektroden

Radioisotopentechniken
(PET)

Magnetische
Resonanztechniken
(BOLD-MR, EPR)

Optische Methoden

etablierte Methode; direkte Messung

des Sauerstoffpartialdrucks pO:2

3D Ganzkérperbildgebung; nicht-

invasiv

stabile Marker; nicht-invasiv; gut

aufgeldste Daten in wenigen

Sekunden; keine Radioaktivitat

kein Oz Verbrauch; nicht-invasiv;

Mehrfachsensorik méglich; hohe

raumliche Auflésung

invasiv; ortsabhéangige

Punktmessung; Verbrauch von

02

kurzlebige Marker;
Radioaktivitat; geringe
raumliche Auflésung; teure

Instrumente

Mangel an geeigneten
Scannern; teure Instrumente;

nicht immer quantitativ

Bildung von toxischem 10;
keine Ganzkérperbildgebung

maoglich; Photobleaching
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2 Zielsetzung

Das Vorhandensein von Sauerstoff in Zellen und Geweben ist ein essenzieller Marker
zur Beurteilung der Stoffwechselaktivitat, des physiologischen Verhaltens und der
Lebensfahigkeit. Zudem resultieren zahlreiche pathologische Zustande aus einer
Minderversorgung von Zellen und Geweben mit Sauerstoff (Papkovsky & Dmitriev,
2013; Wilson, 2008). Infolgedessen ist es von enormer Bedeutung, den
Sauerstoffgehalt in zellularen Systemen zu untersuchen. Experimentell ist dies optisch
Uber planare Sauerstoff-sensitive Sensorfolien realisierbar. Ein ratiometrisches
Sensorsystem auf Basis der Lumineszenz-Léschung schafft die Voraussetzung, die
Sauerstoffgradienten Uber den Querschnitt eines Gewebes kontinuierlich und
nicht-invasiv. zu verfolgen. Die Erganzung der experimentell gewonnenen
Erkenntnisse mit Computersimulationen ermdglicht ein verbessertes Verstandnis fur
die Prozesse in diesen komplexen zellularen Systemen. Darlber hinaus kdnnen
Vorhersagen und Extrapolationen erstellt werden, welche in vitro nicht méglich waren
(Materi & Wishart, 2007).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, kontinuierliche in silico Modelle mit der kommerziellen
Simulationssoftware = COMSOL  Multiphysics® zu  entwickeln, um die
Sauerstoffverteilung in  Zellen und Geweben zu analysieren sowie deren

Atmungsaktivitat zu quantifizieren.

Das erste Teilprojekt dieser Arbeit befasst sich mit der Untersuchung adharenter
Zellen im Monolayer. Ausgehend von empirischen Daten aus ratiometrischen
Sauerstoffmessungen, bei welchen die Sensorfolien als Kultursubstrat fiir die Zellen
dienen, soll das grundlegende in silico Modell validiert werden. Darauf aufbauend
sollen die lateralen pO2z Gradienten in Abhangigkeit von verschiedenen
Einflussfaktoren (Zelldichte, Zelltyp, Geometrie des KulturgefalR3es, Medienvolumen,
Sauerstoffverbrauchsrate) untersucht werden. Ebenso sollen Zellkultursysteme
analysiert werden, bei welchen nicht die Sensorfolie als Kultursubstrat dient, sondern
permeable Membranen. Diese ermdglichen eine Zellkultur, die den physiologischen

Bedingungen naherkommt.
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Da adharente Zellen im Monolayer eine limitierte Ahnlichkeit zum in vivo Szenario
aufweisen, werden haufig 3D Gewebemodelle verwendet. Diese besitzen verbesserte
physiologische Eigenschaften und bilden die Briicke zwischen in vitro 2D Zellschichten
und Tierversuchen (Campioni et al., 2022; Joseph et al., 2018). Multizellulare
Spharoide sind hierbei besonders beliebt — sie bilden den Forschungsgegenstand
vieler in vitro und in silico Analysen zur Untersuchung der Wachstumskinetik
avaskularer Tumore, fur praklinische Wirkstoffscreenings sowie zur Untersuchung
pharmakologischer Prozesse und des Stoffwechsels (Grimes et al., 2016; Grimes,
Kelly et al., 2014; Mehta et al., 2012). Im zweiten Teilprojekt dieser Arbeit stehen
metabolisch aktive Zellaggregate im Fokus. Analog zum ersten Teilprojekt soll
zunachst ein in silico Modell sowohl mit empirischen Daten aus Sauerstoffmessungen
als auch aus morphometrischen Studien validiert werden. Mittels mehrerer FEM-
Analysen soll die Sauerstoffverteilung im Gewebe analog zum experimentellen
Vorgehen von der Bildung der Aggregate, Uber deren Wachstum bis hin zur
morphologischen Veranderung, welche im Zuge der in vitro Kultur stattfindet, erforscht
werden. Zusatzlich sollen die chemische Modulation der oxidativen Phosphorylierung
und die Einflisse permeabler Kultursubstrate auf die Sauerstoffgradienten und den

Sauerstoffverbrauch analysiert werden.

Projektibergreifend soll die Zellproliferation in 2D (impedimetrisch und kolorimetrisch)
und 3D (mikroskopisch) charakterisiert werden, um Rickschlisse auf eine
phanotypische Veréanderung der Zellen ziehen zu kénnen und damit wertvolle
Informationen flir die Interpretation der lateralen Sauerstoffgradienten in
multizellularen Zellaggregaten zu erhalten. Unter Verwendung der Mamma-Karzinom-
Zelllinie MCF-7 als Zellmodell soll das Wachstum von 3D Sphéroiden quantifiziert
werden und dem Proliferationsverhalten adharenter Zellen im Monolayer

gegenubergestellt werden.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Impedanzspektroskopie

Im folgenden Kapitel werden zunachst die allgemeinen Grundlagen der
Impedanzspektroskopie beschrieben (Kapitel 3.1.1). AnschlieRend wird ndher auf das
nicht-invasive Verfahren des Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)
eingegangen. Diese Methode eignet sich dazu, das Verhalten adharenter Zellen auf
planaren Goldelektroden zu tUberwachen und zu quantifizieren. Folglich wurde das
Verfahren in der vorliegenden Arbeit gewahlt, um die Proliferation in Echtzeit zu

beobachten.

3.1.1 Grundlagen der Impedanzspektroskopie

Bei der Impedanzspektroskopie handelt es sich um eine Technik, welche die nicht-
invasive Untersuchung der elektrischen Eigenschaften von Materialien sowie deren

Charakterisierung ermdglicht. Eine Anwendung stellt dabei die elektrische Analyse von

Gewebe und Organen dar (Grimnes & Martinsen, 2000; Wegener & Seebach, 2014).

Das Grundprinzip der Impedanzspektroskopie wird dadurch beschrieben, dass dem
zu untersuchenden System eine sinusférmige Wechselspannung angelegt wird (Ende
& Mangold, 1993; Lukic & Wegener, 2015; Wegener & Seebach, 2014).

U(t) = Ug-sin(wt)

(3)
mit U(t): Spannung zum Zeitpunkt t, Uy: Amplitude der Spannung und w:

Winkelfrequenz mit w = 2.

Dies ermdglicht die gleichzeitige Bestimmung des induzierten Stroms, der durch

folgende Beziehung festgelegt wird:
[(t) = I sin(wt-@)
4)

mit I(t): Stromstarke zum Zeitpunkt t, I: Amplitude der Stromstarke,

w: Winkelfrequenz mit w = 21 und ¢: Phasenverschiebung.
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Die im Ohm’schen Gesetz definierte Beziehung zwischen Spannung und Stromstarke
wird, im Falle von Wechselstrom, mit der komplexen Groél3e der Impedanz Z
beschrieben:

_U(t) _ Ugsin(wt)
TA)  1yesin(wt-g)

®)
Bei einem idealen Ohm‘schen Widerstand nimmt die Phasenverschiebung ¢ in
Gleichung (5) den Wert 0 an. Fur kapazitive oder induktive Elemente hingegen ergibt
sich eine Phasenverschiebung von g beziehungsweise +g. Abbildung 7 A zeigt die

schematische Beziehung der Phasenverschiebung ¢ zwischen der Wechselspannung

und dem Wechselstrom.

Durch die Eulersche Formel kann die, durch trigonometrische Funktionen definierte,
komplexe Impedanz in Polarkoordinaten umgewandelt werden:
_ U(t) _ Uo'eiwt _UO

= _ =" .pi¢ = Z i
M - e, © - 14l

(6)
miti = v-1 und e = cosg + ising.

Eine weitere Transformation von Polarkoordinaten in kartesische Koordinaten
ermoglicht eine Trennung der komplexen Grof3e in die Werte der realen und

imaginaren Impedanzkomponenten:
Z = R+iX

(7)
mit dem Realteil R = Re(Z) = |Z|-cos¢ und dem Imaginarteil X =Im(Z) = |Z|'sing.

AuBerdem gilt: Z| = y/Re?(Z)+Im?(Z) und ¢ = arctan'erz(é))'

Der Realteil Re(Z) bezeichnet dabei den Widerstand R, bei welchem Stromstarke und
Spannung in Phase sind. Der Impedanzbeitrag des Stroms, der mit der Spannung um
90° phasenverschoben ist, wird hingegen durch den Imaginarteil X (Reaktanz)
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beschrieben. Die Reaktanz kann kapazitiv oder induktiv sein und wird im

entsprechenden Schaltbild als Kondensator C oder Spule L dargestellt.

Graphisch wird die komplexe Impedanz entsprechend Gleichung (7) als Vektor in der

Gaul¥'schen Zahlenebene dargestellt (siehe Abbildung 7 B).

/ u, A\ @) 4 B\

A

N AN =y

Abbildung 7: (A) Schema der Phasenverschiebung ¢ zwischen der sinusférmigen Spannung mit der
Amplitude Uo (—) und der sinusférmigen Stromstarke mit der Amplitude lo (—) in Abh&angigkeit von der
Zeit (modifiziert nach Wegener & Seebach, 2014). (B) Graphische Darstellung der komplexen Impedanz
als Vektor in der Gaul3‘schen Zahlenebene mit dem Realteil Re(Z) als x-Achse und dem Imaginarteil

Im(Z) als y-Achse. Die Lange des Vektors Z steht fiir den Impedanzbetrag |Z|, wéahrend die

Phasenverschiebung ¢ zwischen Spannung und Stromstarke den Winkel zwischen der x-Achse und
dem Vektor darstellt (modifiziert nach Lvovich, 2012).

Neben der Darstellung der Impedanzdaten in einem Nyquist-Diagramm
(Abbildung 7 B) gibt es noch die in einem Bode-Plot. Dieser hat gegenlber Ersterem
den Vorteil, dass auch Informationen tUber den Frequenzbereich enthalten sind. In
einem Bode-Diagramm werden der Impedanzbetrag |Z| und die Phasenverschiebung
¢ als Funktion der Frequenz auf einer logarithmischen oder halblogarithmischen Skala
aufgetragen. Ein solches Bode-Diagramm fur den Fall einer Elektrode, die in direktem
Kontakt mit dem Elektrolyten steht, ist in Abbildung 8 A gezeigt (Wegener & Seebach,
2014).

35



Theoretische Grundlagen
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Abbildung 8: (A) Simulierter Bode-Plot und (B) serielles Ersatzschaltbild fir eine Elektrode, die in
direktem Kontakt mit einem Elektrolyten steht. Im Falle einer Serienschaltung kann die

frequenzabhangige Impedanz |Z| als Summe der Impedanzen des Elektrolytwiderstands R und des
Kondensators C dargestellt werden. Die horizontale Linie (—) und die Linie (—) mit Steigung (-1) zeigen
das Impedanzspektrum des reinen Widerstands und des Kondensators in doppellogarithmischer
Darstellung. Die genauen Werte fir R und C bestimmen die Lage der beiden Linien (modifiziert nach
Wegener & Seebach, 2014).

Die Analyse der experimentellen Impedanzspektren erfolgt meist mit Hilfe von
elektrischen Ersatzschaltbildern. Diese wiederum sind durch serielle oder parallele
Verknupfungen elektrischer Bauteile, wie Kondensatoren, Widerstanden oder nicht-
idealen Elementen (constant phase element CPE) charakterisiert. Das
Impedanzspektrum in Abbildung 8 A kann mittels einer Serienschaltung aus einem
Widerstand R und einem Kondensator C analysiert werden (Abbildung 8 B). Das
Impedanzspektrum des reinen Widerstand R wird dabei durch eine horizontale
Linie (—) dargestellt, wahrend das des Kondensators eine Linie (—) mit einer Steigung
von (-1) zeigt. Bei hohen Frequenzen wird die Impedanz vom frequenzunabh&ngigen
Ohm’schen Widerstand des Elektrolyten dominiert. Bei kleinen Frequenzen ist der
kapazitive Charakter ausgepragter, was zu einem frequenzabhangigen Anstieg der
Impedanz fuhrt. AuRerdem induzieren die kapazitiven Eigenschaften des Systems

eine Phasenverschiebung |@| < 90° zwischen Spannung und Strom.
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3.1.2 Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)

Das Prinzip der Impedanzspektroskopie bildet die Grundlage fur eine Technik, die von
Giaever & Keese in den 1980er Jahren (Giaever & Keese, 1984, 1991) entwickelt
wurde und unter dem Namen Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)
bekannt ist. Diese labelfreie und nicht-invasive Methode eignet sich dazu, das
Verhalten adharenter Zellen auf planaren Goldelektroden zu tberwachen und zu
quantifizieren. Hierfir werden Spannungen und Strome im Bereich von wenigen
Millivolt beziehungsweise Mikroampere verwendet und sind folglich nicht schadlich flr
die Zellen. Die Veranderung der Impedanz lasst Rickschlisse auf die Reaktion der
Zellen bei verschiedenen Stimuli chemischer, biologischer oder physikalischer Art zu.
Der automatisierte Ablauf ermoglicht zudem eine kontinuierliche Beobachtung der
Zellen uber langere Zeitraume und mit einer hohen zeitlichen Auflésung
(Lukic & Wegener, 2015). Die vielen Vorteile und der damit einhergehende
Informationsgehalt schaffen die Voraussetzung fir ein breites Anwendungsspektrum,
wie zum Beispiel zur Analyse der Proliferation, Migration oder Invasion von
Krebszellen (Hong et al., 2011).

Das Grundprinzip des Verfahrens ist schematisch in Abbildung 9 gezeigt und beruht
darauf, dass die zu untersuchenden Zellen unter gewoéhnlichen Zellkulturbedingungen
auf zwei planaren Goldfilmelektroden unterschiedlicher Gro3e kultiviert werden. Die
Arbeitselektrode besitzt einen Durchmesser von 250 pm und ist 500 — 1000 x kleiner
als die Gegenelektrode. Beide Elektroden sind in koplanarer Anordnung auf dem
Boden eines herkdmmlichen ZellkulturgefaRes aufgebracht und sind Uber einen
physiologischen Puffer oder das Zellkulturmedium elektrisch miteinander verbunden.
Durch Anlegen eines Stroms kleiner Stromstarken wird der frequenzabhangige
Wechselstromwiderstand (Impedanz) zwischen den Elektroden gemessen. Aufgrund
der Tatsache, dass die Impedanz umgekehrt proportional zur Elektrodenflache ist,
spiegelt die Gesamtimpedanz des Systems dabei vor allem das Verhalten der Zellen
auf der kleineren Arbeitselektrode wider. Sobald die Zellen auf den Goldfilmelektroden
kultiviert werden, fihren die dielektrischen Eigenschaften der Plasmamembran zu
einem signifikanten Anstieg der Impedanz Uber einen breiten Frequenzbereich.

Frequenzen, die kleiner als 1 kHz sind, eignen sich vor allem zur Untersuchung von
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Veranderungen der Zellform, da hier der Wechselstrom gezwungen ist, tGber den
extrazellularen Weg um die Zellen herum oder unter den Zellen zu flie3en. Bei h6heren
Frequenzen (grofl3er als 10 kHz) flie3t der Strom kapazitiv Uber den transzellularen
Weg durch die Zellmembranen (Lukic & Wegener, 2015). Die Tatsache, dass die
Impedanz sensitiv auf jegliche Anderung der Elektrodenbedeckung reagiert,
begrindet umso mehr die Anwendbarkeit der Methode in vielen verschiedenen
Assayformen, wie der Untersuchung der Zelladh&asion (Wegener et al., 2000), der
Wundheilung (Keese et al., 2004) oder der Zellproliferation (Anwer & Szaszi, 2020).

<1 kHz >10 kHz
. p—

]

—

—
—
- L Stromstéarke -
—\ ®A)

Arbeits-
elektrode

Gegen-
elektrode

Impedanz Z(f)

Abbildung 9: Schematische Darstellung des grundlegenden Prinzips der ECIS-Technik. Die koplanar
angeordneten Goldfilmelektroden, auf welchen die Zellen kultiviert sind, sind {ber einen
physiologischen Puffer oder Zellkulturmedium elektrisch miteinander verbunden. Nach Anlegen eines
kleinen Stroms mit wenigen Mikroampére wird der Wechselstromwiderstand (Impedanz) zwischen der
Arbeitselektrode und der 500 — 1000 x groReren Gegenelektrode gemessen. Je nach Frequenzbereich
flie3t der Wechselstrom entweder parazellular (griine Pfeile) oder transzellular (blaue Pfeile). Somit
eignen sich Frequenzen, die kleiner als 1 kHz sind, um Verdnderungen in der Zellmorphologie zu
untersuchen, da der Strom hier zwischen und unter den Zellen flie3t. Bei Frequenzen tber 10 kHz flief3t
der Strom durch Zellen hindurch und somit eignet sich dieser Bereich zur Analyse der
Elektrodenbedeckung (modifiziert nach Lukic & Wegener, 2015; Prendecka et al., 2018).
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3.2 Optische Sauerstoffmessung durch Lumineszenz-L6schung

In Kapitel 1.3 wurden zahlreiche Methoden der Sauerstoffmessung sowie deren Vor-
und Nachteile dargestellt. Im Folgenden wird genauer auf das Prinzip der optischen
Sauerstoffmessung durch Lumineszenz-Léschung (Kapitel 3.2.1), insbesondere das

ratiometrische Ausleseverfahren (Kapitel 3.2.2), eingegangen.

3.2.1 Prinzip der optischen Sauerstoffmessung

Optische Sauerstoffmessungen haben im Laufe der letzten Jahre an Attraktivitat
gewonnen. Dies liegt vor allem darin begriindet, dass die Sensoren keinen Sauerstoff
wahrend der Messung verbrauchen. Aul3erdem handelt es sich um eine nicht-invasive
Messmethode mit guter Prazision und hoher Genauigkeit (X. Wang & Wolfbeis, 2014).
Vanderkooi et al. beschrieben 1987 eine der ersten optischen Methoden fiir die
Messung der Sauerstoffkonzentration durch Lumineszenz-Ldschung. Das Prinzip
beruht auf der Energietubertragung zwischen einem Luminophor im angeregten
Zustand und molekularem Sauerstoff. Dabei wird die Emission des Luminophors
geldscht (gequencht). Abbildung 10 zeigt das zugehorige Jablonski Diagramm,
welches die photophysikalischen Prozesse zwischen Anregung und Emission
beschreibt. Der Luminophor wird durch Absorption von Licht einer bestimmten
Wellenlange vom Grundzustand So in die hoher angeregten Zustande Si oder Sg,
welche energetisch ungtinstig und nicht stabil sind, angeregt. Infolgedessen findet eine
sofortige und schnelle Relaxation von Sz zu Si durch Internal Conversion statt. Die
Ruckkehr in den Grundzustand erfolgt anschlieRend nicht direkt, wie bei der
strahlungslosen Léschung oder der Fluoreszenz, sondern der Luminophor geht nach
einem Intersystem Crossing in den angeregten Triplettzustand T1 Uber. Im Falle einer
Ruckkehr des Luminophors in den Grundzustand ware Phosphoreszenz zu
beobachten. Dieses Phanomen ist allerdings sehr unwahrscheinlich, da dieser
Ubergang zum einen sehr langsam ist und zum anderen wegen einer Anderung des
Spins quantenmechanisch verboten ist. Wahrscheinlicher ist ein Energietransfer durch
Kollision mit Triplett-Sauerstoff Molekulen 302, welche im Zellmedium gelost sind.
Dabei gibt der Luminophor die Anregungsenergie ab und kehrt strahlungslos in den

elektronischen Grundzustand zurtick. Der paramagnetische Sauerstoff nimmt die
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Energie auf und geht vom Grundzustand 3y in die angeregten Zusténde 1Ag oder 1y;%.
Der entstehende toxische Singulett-Sauerstoff 102 (Klotz et al., 2003) besitzt eine
kurze Lebensdauer und kehrt durch Wechselwirkung mit Losungsmittelmolekilen oder
durch Oxidationsprozesse mit benachbarten Molekilen wieder in den Triplettzustand
302 zurtick (Papkovsky & Dmitriev, 2013; Quaranta et al., 2012).

Energie
A S2 —4—0
I Internal
l Conversion
S "‘l /ntersysz‘em
~ Crossing N
S e Kollisions-
T1 F quenching
) — P
Léschung "
Ag
So i v vy %
Absorption Fluoreszenz Phosphoreszenz
Luminophore Sauerstoff

Abbildung 10: Das Jablonski Diagramm zeigt die Vorgange zwischen Absorption und Emission von
Licht durch einen Luminophor (modifiziert nach Quaranta et al., 2012). Nach Anregung mit einem Laser
einer bestimmten Wellenlange erreicht der Luminophor einen elektronisch angeregten Zustand Si,
welcher energetisch ungiinstig und nicht stabil ist. Der Ubergang zuriick in den Grundzustand So
geschieht entweder Uber eine Fluoreszenz Emission oder Uber Intersystem Crossing in den
Triplettzustand T:. Nach einer Schwingungsrelaxation innerhalb des Triplettzustands T: kann der
Ubergang in den Grundzustand durch die Emission von Phosphoreszenz erfolgen. Die zweite
Mdglichkeit ist Uber ein Kollisionsquenching mit molekularem Sauerstoff. Dabei geht der Sauerstoff in
den ersten oder zweiten angeregten Zustand, wahrend der Luminophor strahlungslos in den
Grundzustand zurtickkehrt.

Das Kollisionsquenching durch molekularen Sauerstoff fihrt zu einer Abnahme der
Phosphoreszenzintensitat I sowie der Lebensdauer Tt in  einer
konzentrationsabh&ngigen Art und Weise. Der Prozess der Loschung kann durch die

Stern-Volmer Gleichung beschrieben werden (Quaranta et al., 2012):
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—

lo
|

0
T

=1+ KsypO2 =1 + KqTopO2

(8)
mit lp, tp als ungeldschte Intensitdt und Lebensdauer bei 0% O2; I, T als
Lumineszenzintensitat und Lebensdauer bei 100 % Og2; Kgy als Stern-Volmer
Konstante; k, als Loschungskonstante, die auf die Diffusionsgeschwindigkeit des
Sauerstoffs und des Luminophors bezogen ist (Roussakis et al., 2015) und dem

Sauerstoffpartialdruck pO..

Die wichtigsten Detektionsmethoden der Sauerstoffmessung durch Lumineszenz-
Léschung sind die Intensitatsmessungen bei einer Wellenléange, die ratiometrische
Messung der Intensitat mit einem Referenzfarbstoff oder Messungen, welche auf der
Lebensdauer basieren (Dmitriev & Papkovsky, 2012). Die direkteste Methode stellt
dabei die Anderung der Intensitat bei einer einzigen Wellenlange dar. Allerdings wird
diese auch durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst, wie der Konzentration des
Luminophors, Streueffekten oder Photobleaching (Quaranta et al., 2012). Im
Gegensatz dazu ist die ratiometrische Messung weniger fehleranfallig. Bei der
ratiometrischen  Methode sind fir gewdhnlich zwei Farbstoffe, deren
Emissionsspektren nicht tberlappen, in ein Matrixmaterial eingebettet. Ein Farbstoff
ist Sauerstoff-sensitiv, wahrend der Referenzfarbstoff nicht durch Sauerstoff geléscht
werden kann und dessen Emission unabhangig von der Sauerstoffkonzentration ist.
Somit sinkt durch das Kollisionsquenching mit molekularem Sauerstoff lediglich die
Emissionsintensitat des Sensorfarbstoffes, wahrend die des Referenzfarbstoffes
unverandert bleibt. Aus dem Lumineszenzverhaltnis der beiden Farbstoffe kann mittels
einer linearen Zwei-Punkt-Kalibration die Konzentration an Sauerstoff in der
Umgebung von adharenten Zellen oder Spharoiden bestimmt werden. Dies geschieht
im besten Fall bei unterschiedlichen Wellenlangen (X. Wang & Wolfbeis, 2014) durch
Verwendung von Bandpassfiltern oder durch digitale Farbkameras mit getrennten
RGB Kanélen (Quaranta et al., 2012).
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3.2.2 Messaufbau zur ratiometrischen in vitro Sauerstoffmessung

Die experimentellen Messungen zur Bestimmung der Sauerstoffkonzentration in
adharenten Zellen und adhéarenten Spharoiden, welche dieser Arbeit zugrunde liegen,
wurden von Tobias Naber mit dem System VisiSens TD (PreSens Precision Sensing
GmbH, Regensburg, Deutschland) in zwei verschiedenen Modifikationen mit
unterschiedlicher raumlicher Auflésung durchgefihrt. Das VisiSens TD basiert auf der
ratiometrischen Methode aus Kapitel 3.2.1. Es detektiert die Lumineszenzintensitat
von zwei Farbstoffen, die immobilisiert in Polymermatrizen optischer Sensorfolien
(SF-RPSu4, PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Deutschland)
eingearbeitet sind. Aufgrund der héheren Sensitivitdit empfehlen sich biokompatible
Polymere, welche eine hohe Permeabilitat und Diffusion fur Sauerstoff besitzen
(Papkovsky & Dmitriev, 2013). Die genaue Zusammensetzung der Sensorfolie ist ein
Betriebsgeheimnis und ist nicht bekannt. Die Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien
besitzen eine Dicke von 150 — 190 um und bestehen aus drei Schichten, deren

Querschnitt in Abbildung 11 gezeigt ist.

Isolationsschicht (20 — 50 pm)

Sauerstoff-sensitive Sensorschicht (6 — 8 ym)

Tragerschicht

Abbildung 11: Querschnitt der planaren Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie, welche aus drei Schichten
mit einer Gesamtdicke von 150 — 190 um besteht. Die oberste Schicht ist eine Isolationsschicht
(Dicke: 20 —50 um), welche nicht auf Anderungen der Sauerstoffkonzentration reagiert. Die
Sensorschicht mit einer Dicke von 6 —8 um enhalt den Sauerstoff-sensitiven Farbstoff und den
Referenzfarbstoff. Die unterste Schicht bildet die transparente Tragerschicht aus Polyester, welche
nicht-permeabel fur Sauerstoff ist (modifiziert nach X. Wang & Wolfbeis, 2014).

Die transparente Tragerschicht aus Polyester, welche nicht-permeabel fir Sauerstoff
ist, bildet die Basis der Sensorfolie. Die mittlere Sensorschicht mit einer Dicke von
6 — 8 um enthélt den Sauerstoff-sensitiven Farbstoff und den Referenzfarbstoff. Die

oberste optische Isolationsschicht auf Silikonbasis ist Sauerstoff-permeabel, reagiert
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allerdings nicht auf Anderungen in der Sauerstoffkonzentration Diese besitzt eine
Dicke von 20 — 50 um und blockiert das Umgebungslicht. Die Isolationsschicht wurde
iIm Zuge aller Messungen entfernt, um den Zellen eine bessere Adh&sion auf dem
Sensor zu ermdglichen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Sensorfolien, vor
Licht geschutzt, gelagert. Eine schematische Skizze des Messprinzips am Beispiel
eines adhéarenten Spharoids ist in Abbildung 12 dargestellt. Die Sphéaroide wurden
zunachst auf die Sauerstoff-sensitive Sensorfolie transferiert. Anschlie3end folgt der
Adhéasionsprozess uber den Zeitraum von 24 Stunden. Fir die Sauerstoffmessung ist
das Uberstehende Medium mit Sauerstoff gesattigt. Durch das Verhéltnis der
emittierten Lumineszenzintensitaten des Sensor- und Referenzfarbstoffes, welche in
eine biokompatible Polymermatrix eingebettet sind, kann die Sauerstoffkonzentration
bestimmt werden. Bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen ist die Emissionsintensitat
des Sensorfarbstoffes gro3, wahrend diese durch Kollisionsquenching mit
molekularem Sauerstoff bei hohen Sauerstoffkonzentrationen abnimmt. Die
Emissionsintensitat des Referenzfarbstoffes bleibt hingegen unabhangig von der
vorliegenden Sauerstoffkonzentration.

Aex I l Aret l '\sens Acx l Aref \ Asens

hoch niedrig

<

Sauerstoffkonzentration

Abbildung 12: Schematische Skizze des ratiometrischen Messprinzips zur Bestimmung der
Sauerstoffkonzentration in einem Querschnitt von adharenten Sphéroiden.
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3.3 Numerische Simulationen mit der Finiten-Elemente-Methode

Viele Simulationsprogramme zur Bearbeitung wissenschaftlicher und technischer
Probleme beruhen auf der Finiten-Elemente-Methode (FEM). Dabei handelt es sich
um ein numerisches Verfahren mit dessen Hilfe partielle Differentialgleichungen geldst
werden konnen. In dieser Arbeit wurde die kommerzielle Simulationssoftware
COMSOL Multiphysics® (im Folgenden lediglich mit COMSOL bezeichnet) verwendet,
welche ebenfalls auf der FEM basiert. Die Simulationsplattform ist modular aufgebaut
und kann in vielen Anwendungsgebieten, wie der Elektromagnetik oder im Bereich der
Chemie- und Verfahrenstechnik, genutzt werden. Im Folgenden wird die Finite-
Elemente-Methode (Kapitel 3.3.1) sowie das in dieser Arbeit verwendete
Softwaremodul mit den zugrundeliegenden Differentialgleichungen beschrieben
(Kapitel 3.3.2).

3.3.1 Finite-Elemente-Methode (FEM)

Viele physikalische Probleme werden mittels partieller Differentialgleichungen (PDE)
beschrieben. Diese kénnen allerdings zumeist nicht mit analytischen Methoden gel6st
werden. Infolgedessen werden sie mit verschiedenen Diskretisierungsmethoden, wie
die der finiten Elemente, approximiert und durch numerische Methoden geldst. Die
Vorgehensweise der komplexen FEM beinhaltet zwei elementare Konzepte. Zunachst
wird die PDE in die sogenannte schwache Form uberfiihrt. Deren abhangige Variable
wird daraufhin mittels einer endlichen Linearkombination von Basisfunktion
approximiert. Die Bildung der schwachen Form ist die Basis der FEM, da hiermit die
Integralform formuliert wird, welche die Grundlage der numerischen Berechnung
liefert. Dieser elementare Schritt wird im Folgenden sehr vereinfacht am Beispiel der
eindimensionalen Diffusionsgleichung erlautert, welche Uber dem Gebiet x € [0;1]
durch folgende PDE definiert ist (Dokos, 2017):

oc Dazc
ot ox2

9)

mit dem Diffusionskoeffizient D, der Konzentration ¢ und der Zeit t.
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Des Weiteren werden fur Gleichung (9) nach Dokos (2017) folgende Anfangs- und

Randbedingungen angenommen:

¢(x,0) = co(x), c(O.) = p(t). D5 =a(t)

(10)

Gesucht ist demnach eine Funktion c(x,t) , x € [0;1], sodass die Gleichungen (9) und
(10) erfallt sind.

Um nun die schwache Form zu erhalten, werden zuerst beide Seiten der PDE mit einer

Testfunktion w(x) € V multipliziert, wobei V definiert ist durch:

V = {w(x) : wx)e H', w(0) = 0}
(11)

mit H! als Menge aller quadratisch integrierbaren Funktionen, die eine quadratisch
integrierbare schwache Ableitung besitzen.

Anschliel3end wird Uber das Gebiet integriert mit der schwachen Integralform als

Ergebnis, welche alle Rand- und Anfangsbedingungen enthalt sowie fir alle w € V qilt:

d 11 g +J1DaCde p—>_
gt ), ewdx | Daigx dx=atwl)

12)

Die erhaltene schwache Form wird daraufhin Uber die Methode der finiten Elemente
geldst, indem die abhangige Variable in jedem Knotenpunkt x durch eine endliche
Menge von Basisfunktionen Wi approximiert wird (siehe Abbildung 13). Die
Basisfunktionen Wi in Abbildung 13 sind stickweise lineare Funktionen, welche
wegen ihrer Form oft als Dreiecksfunktionen bezeichnet werden, und sind lediglich in

einem kleinen Intervall um den Knoten ungleich 0.
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— ()

Y, ¥ W,

P X

Abbildung 13: Diskretisierung des Intervalls mit drei Knotenpunkten xi1, Xi, und xi+1, welche zwei
benachbarte Elemente aufspannen. Die einzelnen Basisfunktionen Wi(x) approximieren die abhangige
Variable ¢ (modifiziert nach Dokos, 2017; Goering et al., 2010).

Fir den eindimensionalen Fall werden diese Basisfunktionen folgendermaf3en gewahlt

und definiert (Dokos, 2017):

X - X
( o X Sx<x
Xi = Xj-1
X'+ = X
Wi(x) = < X' ! X SX <X
i+1 = X
0 X<Xi_1,XZXi+1
\
(13)
0 i #]j
Wi(x) = { 1 i =]
(14)

Somit wird fur die schwache Form in Gleichung (12) die abhéngige Variable c(x,t)
durch folgende Linearkombination finiter Basisfunktionen approximiert

N

c(x.t) = Z c(HWPI0

i=1
(15)

mit den Koeffizienten ci(t), welche dem Wert der abhangigen Variable c(x,t)

ausgewertet am jeweiligen Knotenpunkt zum Zeitpunkt t entsprechen.
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Fur die anfanglich nicht naher definierten Testfunktionen werden nach der Galerkin-

Methode ebenfalls die Basisfunktionen gewéhlt, sodass gilt:
w;(x) = ¥j(x) (G=1,....N)
(16)

Anschliel3end wird die schwache Form in Gleichung (12) folgendermalf3en durch die

Approximationen in Gleichung (15) und (16) substituiert:

dq;j(X) dx = g(t) ¥i(D

X

d (1 IRENEL
- jo Zci(t)wi(x) Wi(x) dx+ fo D Zci(t)wi(x)

i=1

17

Das Umstellen von Gleichung (17) liefert ein lineares Gleichungssystem mit n
Gleichungen, in welchem lediglich die n gesuchten Parameter ci unbekannt sind.

Dieses kann daraufhin mittels klassischer Methoden geldst werden.

Zusammenfassend bildet die finite-Elemente-Methode ein numerisches Werkzeug zur
Losung partieller Differentialgleichungen. Durch die Diskretisierung des
zugrundeliegenden Gebietes in einfache Teilgebiete, wie zum Beispiel Dreiecke, wird
das analytisch nicht |6sbare Problem in ein algebraisches umgewandelt. Anschliel3end
wird an endlich vielen Knotenpunkten der unbekannten Funktion ein lineares
Gleichungssystem erzeugt, nach dessen Ldsung die Werte der Unbekannten
naherungsweise bestimmt sind. Die resultierende Losung bildet schlie3lich eine

hinreichend genaue Lésung der anfanglichen PDE.

3.3.2 Chemischer Stofftransport — Transport verdinnter Spezies

Die raumliche und zeitaufgeldste Verteilung von Sauerstoff in Zellen und Geweben
wurde mit dem Interface ,Chemischer Stofftransport — Transport verdunnter Spezies*
in einem kontinuierlichen Modellierungsansatz analysiert. Dieses Interface istim Modul
,Chemical Reaction Engineering“ in COMSOL enthalten und erméglicht die Simulation
von Diffusionsprozessen und der zugrundeliegenden Reaktionskinetik (COMSOL,
1998-2022). Das mathematische Modell zur Beschreibung der Diffusion und
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Veratmung von Sauerstoff in in vitro Gewebemodellen wird dabei durch folgende

allgemeine partielle Differentialgleichung beschrieben:

aCO (Xay:Z,t)
ZT = DGewebeVZCOZ(X,y,Z,t) - Ro,(x,y,z,1)

(18)
mit der intrazellularen Sauerstoffkonzentration co,, dem Diffusionskoeffizient von

Sauerstoff im Gewebe Dgewene, der intrazellularen Sauerstoffverbrauchsrate Ro,, der

Zeit t und dem Nabla-Operator V.

Diese Gleichung ist unter der Annahme gultig, dass die Verteilung von Sauerstoff
innerhalb des Gewebes ausschlie3lich von Diffusions- und Veratmungsprozessen
abhangt. Im Medium oder wassriger Losung hingegen, welches das Gewebe umgibt,
finden lediglich Fick'sche Diffusionsprozesse statt. Somit vereinfacht sich die oben

genannte Gleichung um den Parameter Rp,. In beiden Fallen, der Diffusion im

Gewebe und im Medium, wird der Diffusionskoeffizient als konstant angenommen, da

er unabhangig von 6értlichen Raumkoordinaten ist.

Die Sauerstoffverbrauchsrate Rp, innerhalb des Gewebes wurde nach
Longmuir et al. (1971) mit der Michaelis-Menten-Reaktionskinetik beschrieben und
findet einschlagige Anwendung in der Literatur (Grimes, Fletcher & Partridge, 2014;
Magliaro et al., 2019; Wilson et al., 1988; Zhao et al., 2005). Demnach andert sich
Gleichung (18) wie folgt:

Rmax'COQ(X’y’Z’t)
COQ(X,y,Zit) + KMM, 02

dCo,(X,Y,z,t)
ZTzDGewebeVZCOQ(X’y’Z,t) -

(19)
mit der maximalen Sauerstoffverbrauchsrate R, und der Michaelis-Menten
Konstante Kyw, o, (reprasentiert die Sauerstoffkonzentration, bei welcher der
Verbrauch 50% von R, ist).

Eine  Veranschaulichung des  Sauerstoffverbrauchs als  Funktion der

Sauerstoffkonzentration im Gewebe nach Michaelis-Menten wird in Abbildung 14

dargestellt.
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Rmax, 0O,
i\
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Abbildung 14:. Darstellung des Sauerstoffverbrauchs als Funktion der Sauerstoffkonzentration im
Gewebe gemaf der Michaelis-Menten Reaktionskinetik mit einer maximalen Sauerstoffverbrauchsrate
Rmax in [mol'm=-s-1] und der Michaelis-Menten Konstante Kum, welche fir die Sauerstoffkonzentration
in [mol-m-3] steht, bei welcher der Verbrauch halb so gro3 von R,y ist.

Die Hauptannahme, welche aus der mathematischen Modellierung des
Sauerstoffverbrauchs  mit ~ Michaelis-Menten  resultiert, ist, dass die

Sauerstoffverbrauchsrate R, auf eine nicht-lineare Art und Weise von der lokalen
Sauerstoffkonzentration abhangt. Des Weiteren erreicht Rp, fur hohere

Sauerstofflevel einen Art Sattigungswert Ry,.x, welcher im Gewebe selbst als konstant
angenommen wird. Nicht zuletzt legt die Form der Gleichung fir den
Sauerstoffverbrauch nahe, dass die Michaelis-Menten Konstante ebenfalls einen
Einfluss auf den Kurvenverlauf hat. Allerdings ist dieser gering, da die Werte, laut
Literatur, mit circa 102 mol'm (Casciari et al., 1992b; Papas et al., 2005; Shourabi et
al.,, 2021) kleiner sind als die mittlere Sauerstoffkonzentration von circa

102 mol-m=2 in normoxischem Gewebe (McKeown, 2014).
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4 Material und Methoden

Im Anhang befindet sich eine detaillierte Liste der Gerate, Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien.

4.1 Zellkulturtechniken

Im Folgenden Kapitel werden alle Zellkulturtechniken erlautert, welche im Rahmen

dieser Arbeit angewendet wurden.

4.1.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Mit dem Ziel eine Kontamination zu verhindern, wurde die gesamte Zellkulturarbeit
unter sterilen Bedingungen in einer Laminar-Flow-Haube (HERAsafe, Thermo Fisher
Scientific  Inc.,  Waltham, USA)  durchgefuhrt.  Samtliche  unsterilen
Verbrauchsmaterialien und Substrate wurden entweder durch 20-mindtiges
Autoklavieren bei 120 °C und 2 bar (Autoklav DX-45, Systec GmbH & Co. KG, Linden,
Deutschland) oder durch das Argon Plasma (30 s - 1 min; PDC 32G-2 Harrick Plasma,
Ithaka, USA) sterilisiert. Medien oder Losungen wurden, sofern sie nicht bereits steril
geliefert wurden, steril filtriert (0,2 um Porendurchmesser, TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Schweiz). Die Zellen wurden in T25 Zellkulturflaschen aus
Polystyrol (Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland) mit einer
Wachstumsflache von 25 cm? und einem Volumen von 4 mL Medium (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) kultiviert. Die Aufbewahrung der Zellen erfolgte in einem gewdhnlichen
Zellkulturinkubator (Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei einer
Temperatur von 37 °C, einem CO2-Gehalt von 5 % und relativer Luftfeuchtigkeit von
95 %. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt (4 mL), um eine
ausreichende Versorgung mit N&hrstoffen zu gewadhrleisten. Die Subkultivierung
erfolgte einmal pro Woche unter Verwendung eines bestimmten Protokolls (siehe
Kapitel 4.1.3).
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4.1.2 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die zwei adharenten Zelllinien, MCF-7 und U373-MG

verwendet, welche im Folgenden genauer beschrieben werden.

Abbildung 15: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet
wurden. Konfluente Monolayer von MCF-7 Zellen (A) und U373-MG Zellen (B).

Die Zelllinie MCF-7 aus Abbildung 15 A wurde nach der Michigan Cancer
Foundation-7 benannt und stammt aus dem Pleuralerguss einer 69-jahrigen
Erkrankten (Soule et al., 1973). Es handelt sich um die am meisten untersuchte
Brustkrebszelllinie (A. V. Lee et al.,, 2015) und gilt als nicht-invasiv und wenig
aggressiv. Sie besitzt zum einen eine Morphologie, die Epithelzellen sehr &hnlich ist,
und zum anderen die Fahigkeit multizellulare 3D Aggregate zu bilden (Comsa et al.,
2015; Gest et al., 2013). Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Gopferich vom
Lehrstuhl fir Pharmazeutische Technologie der Universitat Regensburg zur Verfiigung

gestellt.

Die Abbildung 15 B zeigt humane Glioblastomzellen der Linie U373-MG (im
Folgenden als U373 abgekirzt). Sie stammen von einem malignen Tumor eines
50-jahrigen Mannes. Sie besitzen eine gliale Morphologie und zeichnen sich durch
eine Vielzahl schmaler, lang gestreckter Zellen aus. Aul3erdem weisen sie nur ein
mafig dichtes Cytoplasma aus und werden, dhnlich den MCF-7 Zellen, verwendet, um
3D Gewebemodelle, wie Sphéaroide, in vitro zu kultivieren (Bigner et al., 1981;
Sivakumar et al., 2020). Zur Verfiigung gestellt wurde die Zelllinie von Prof. Buschauer
vom Lehrstuhl fur Pharmazeutische und Medizinische Chemie der Universitat
Regensburg.
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4.1.3 Subkultivierung

Die Subkultivierung beider Zelllinien erfolgte einmal wéchentlich unter Verwendung
des Protokolls, das in Tabelle 2 gezeigt ist. Alle Reagenzien und Pufferlésungen
wurden dazu im Wasserbad (TW12, Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland) auf 37 °C

vorgewarmt, bevor sie auf die Zellen gegeben wurden.

Zunachst wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen zweimal mit einer
Sigma-Aldrich, St. USA)
gewaschen. Dies dient dem Zweck, tote Zellen und zweiwertige lonen (Mg?*/Ca?*) zu

phosphatgepufferten Kochsalzlosung (PBS™, Louis,
entfernen. Nach dem Waschprozess wurde 1 mL Trypsin (0,05 % (w/v) Trypsin-EDTA
in PBS™~, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) auf den Zellrasen gegeben und fir funf
Minuten bei 37 °C inkubiert, um die Zellen von dem Substrat und untereinander
abzuldsen. Die proteolytische Spaltung der Zell-Substrat und Zell-Zell-Kontakte wurde
durch Zugabe von 10 mL des jeweiligen Zellkulturmediums abgestoppt. AnschlieRend
5-10min Dbei
(Heraeus 1-SR, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Nach Absaugen des

wurde die Zellsuspension Raumtemperatur  zentrifugiert
Uberstands wurde das aus der Zentrifugation resultierende Zellpellet in 4 mL Medium
resuspendiert. Fur darauffolgende routinemalRige Passagen erfolgte die Aussaat in
einem Verdunnungsverhaltnis von 1:10 (U373) und 1:40 (MCF-7) in neue T25
Zellkulturflaschen. Fur Experimente oder die Kultivierung von Spharoiden wurden die
Zellen zunachst mit einem Hamozytometer vom Buerker-Typ (Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda Konigshofen, Deutschland) gezahlt und auf die gewtlinschte

Zelldichte verdiinnt, bevor sie in die jeweiligen Substrate ausgesat wurden.

Tabelle 2: Protokoll fir die Subkultivierung der beiden Zelllinien MCF-7 und U373.

Zelllinie | Waschen Zugabe von Inkubation mit Medium far Zentrifugation
mit PBS™ | Trypsin/PBS™ | Trypsin/PBS™ Inaktivierung (RT) / min
(0,05 % (wiv) / (37 °C) / min des Enzyms /
mL mL
MCF-7 2% 1 5 10 5(200 x g)
U373 2 1 5 10 10 (110 x )
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4.1.4 Kultivierung von Spharoiden

Die Spharoide, welche im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden, wurden nach der
liquid overlay Methode generiert. Diese wurde erstmals von Costachel et al. (1969)
und Yuhas et al. (1977) beschrieben und wird in Abbildung 16 schematisch
dargestellt. Sie beruht auf dem Prinzip, dass die Adhasion der Zellen durch nicht-
haftende Substratoberflachen verhindert wird und die Zellen folglich 3D Aggregate,
sogenannte Spharoide, bilden. Eine geeignete Methode, um solch nicht-haftende
Oberflachen  zu  bilden, stellt die Beschichtung mit Agarose dar
(Carlsson, 1977; Haji-Karim & Carlsson, 1978).

EinZeIZe”SuspenSion loses Ze”aggregat kompakter Sph:’ll‘Old

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Kultivierung von Sphéaroiden mit der liquid overlay
Methode. Die Zellen werden in ein Well mit einer nicht-haftenden Substratoberflache ausgesat. Dies
fuhrt zunéachst zu der Bildung von losen Zellaggregaten und letztlich zu einem kompakten Sphéroid.

Gemal der liquid overlay Methode wurden 96-Well Platten (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) mit einer 1,5 %igen (w/v) Agaroselésung aus
Agarosepulver  (Sigma-Aldrich,  Munchen, Deutschland) in  serumfreien
Zellkulturmedium beschichtet (50 uL/Well). Die Zellen wurden entsprechend dem
Protokoll in Kapitel 4.1.3 subkultiviert. Die Zellsuspension wurde daraufhin auf eine
Zelldichte von 200k Zellen'mL* mit Zellkulturmedium, welches mit HEPES
(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure, 20 mM, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) versetzt wurde, verdinnt. Dies dient dem Zweck, den
pH-Wert wahrend der Zeit der Inkubation bei 0 % CO2 im physiologischen Bereich zu
halten. AnschlieRend wurden die Zellen in unterschiedlichen Zellzahlen in die mit
Agarose beschichteten Wells ausgesat (200 pL/Well). Die Platte wurde mit Parafilm
(Pechiney Plastic Packaging INc., Chicago, USA) umwickelt und auf einen
Orbitalschittler (KM-2 AKKU, Edmund Bihler GmbH, Hechingen, Deutschland)
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innerhalb eines Inkubators (37 °C, 0 % CO2, Memmert GmbH & Co. KH, Schwabach,
Deutschland) gestellt. Durch das vierstiindige Schitteln bei 120 U/min direkt nach

Aussaat, gefolgt von 24 Stunden bei 50 U/min, wurde die Bildung der Sphé&roide

unterstitzt. Nach Abschluss des Aggregationsprozesses wurde die Platte in einen
Inkubator mit Standardbedingungen (37 °C, 5% COz2) Uberfuhrt und dort bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

4.1.5 Zusammensetzung von Medien und Pufferlésungen

Je nach Zelllinie sind Kulturmedien unterschiedlicher Zusammensetzung nétig. Diese

sowie andere Medien und Pufferlésungen, welche in dieser Arbeit verwendet wurden,

werden in Tabelle 3 und Tabelle 4 gelistet. Bis zur Verwendung erfolgt eine
Aufbewahrung bei 4 °C.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Zellkulturmedien fur die jeweilige Zelllinie. FCS: fetales Kalberserum.

Zelllinie Kulturmedium FCS/ | L-Glutamin/ | Penicillin/Streptomycin/ | Pyruvat /
% (VIV) mM pg-mL*? mM
MCF-7 Minimum Essential 10 2 100 1
Medium Eagle
(MEM-Eagle)
2,2 g-L1 NaHCOs
1 g-L* D-Glukose
U373 Minimum Essential 5 2 100 -

Medium Eagle
(MEM-Eagle)
2,2 g-L"1 NaHCO3
1 g-L! D-Glukose
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Tabelle 4: Zusammensetzung von Medien und Pufferldsungen fur die Subkultivierung und Experimente.

Name Zusammensetzung

Leibovitz Medium (L-15) ohne Phenolrot

+ 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (100 pg-mL1)

PBS- 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
8,1 mM Naz2HPO4

1,5 mM KHz2PO4

Trypsin/PBS™ PBS—mit 0,05 % (w/v) Trypsin und 1 mM
Etyhlendiamintetraacetat (EDTA)

4.1.6 Kryokonservierung

Mit dem Ziel der Kryokonservierung wurden die Zellen in Kulturflaschen mit einer
Wachstumsflache von 75 cm? (Sarstedt AG & Co. KG., Numbrecht, Deutschland)
kultiviert, bis eine Konfluenz von circa 80 % erreicht wurde. Daraufhin wurde eine
gewohnliche Subkultivierung, wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben, durchgefihrt mit dem
Unterschied, dass die Resuspension des Zellpellets in einer kryoprotektiven Lésung
aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in FCS erfolgt. Diese Losung verhindert die
Bildung von Eiskristallen und somit die Schadigung der Zellmembran. Die
resultierende Zellsuspension wurde in 1,5 — 1,8 mL Kryoréhrchen (TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Schweiz) aufgeteilt und in einem zweistufigen Verfahren
eingefroren. Dabei wurden die Kryos zunéchst Gber Nacht in einem Isopropanol Bad
(Mr. Frosty™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) bei -80 °C (HERAfreeze™,
Thermo Fisher Scientific Inc., Marietta, USA) mit einer konstanten Kihlrate von
1 °C/min runtergekuhlt, bevor sie fur die Langzeitlagerung bei -178 °C in einen
flissigen Stickstofftank (German Cryo GC-BR2150 M, Jutta Ohst german-cryo GmbH,

Juchen, Deutschland) Gberfthrt wurden.
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Die eingefrorenen Zellen wurden reaktiviert, indem die jeweiligen Aliquots zunachst fur
zwei Stunden im Gefrierschrank (-20 °C, Constructa-Neff Vertriebs-GmbH, Minchen,
Deutschland) und anschliel3end im Wasserbad aufgetaut wurden. Die Zellsuspension
wurde in ein steriles Zentrifugenréhrchen (50 mL, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) uUberfuhrt, tropfenweise mit dem jeweiligen
Zellkulturmedium (zehnfache Menge der Zellsuspension) versetzt und im jeweiligen
Programm (siehe Tabelle 2) zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das
Zellpellet resuspendiert und in vier T25 Kulturflaschen mit unterschiedlichen
Verdinnungsfaktoren (1:2, 1:4 und zweimal 1:8) ausgesat. Nach 24 Stunden wurde
das Medium (4 mL) gewechselt, um tote Zellen und verbleibende DMSO-Riickstande
zu entfernen. Eine weitere Subkultivierung erfolgte mit Erreichen einer Konfluenz von
90 %.

4.1.7 Wachstumsstudien (3D)

Mit den Spharoiden, welche gemal dem Protokoll aus Kapitel 4.1.4 generiert wurden,
wurden Wachstumsstudien durchgefuhrt. Dazu wurde das Wachstum von MCF-7
Sphéroiden (initiale Zellzahlen: 4k, 12k, 16k und 20k Zellen/Well; Vergré3erung: 4x)
und U373 Sphéaroiden (initiale Zellzahlen: 6k und 10k Zellen/Well; VergréRerung: 10x)
Uber den Zeitraum von sechs Tagen beobachtet und durch Aufnahmen an einem
inversen Phasenkontrastmikroskop (Nikon Diaphot, Nikon Instruments Europe,
Amsterdam, Niederlande) dokumentiert. Die Durchmesser der Spharoide wurden
mittels der Software NIH ImageJ ermittelt, indem manuell zwei orthogonale
Durchmesser gemessen wurden und anschlieend der Mittelwert beider Werte

gebildet wurde.

Wachstumsstudien von U373 Sphéaroiden mit gré3erer initialer Zellzahl (20k, 30k und
45k Zellen/Well), welche ebenfalls Bestandteil dieser Arbeit sind, wurde auf gleiche Art

und Weise von Simone Baumler durchgefihrt und dokumentiert.
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4.1.8 Proliferationsassays (2D)

Im Folgenden werden zwei Proliferationsassays beschrieben, welche im Rahmen
dieser Arbeit angewendet wurden. In beiden Fallen wurden MCF-7 Zellen in einer
geringen Zelldichte ausgesat und die Gesamtzunahme der Zellzahl wurde

zeitabhangig auf unterschiedliche Art und Weise bestimmt.

4.1.8.1 Impedimetrische Bestimmung der Zellproliferation mittels ECIS

Fur den Proliferationsassays mittels Impedanzmessung wurde das im Handel
erhéltliche Gerat ECIS Z-Theta (Applied BioPhysics Inc., New York, USA) verwendet.
Alle Messungen wurden in einem Inkubator mit dem integrierten ECIS-Messsystem
bei 37 °C und 5 % CO:2 durchgefiihrt. Dieses besteht aus einem Lock-In Verstarker,
einem internen Oszillator, einem Halter fur zwei 8-Well Elektrodenarrays und einem
Relais, welcher das Umschalten zwischen den Elektroden der unabhangigen Wells
ermdglicht. Bei den 8-Well Elektrodenarrays (siehe Abbildung 17) handelt es sich um
8W10E+ Arrays (Applied BioPhysics Inc., New York, USA) mit einem Arbeitsvolumen
von 400 pL. In jedem Well, welches eine Substratflache von 0,8 cm? besitzt, befinden
sich 40 kreisformige Elektroden in einer interdigitierenden Elektronenstruktur
angeordnet. Jede Elektrode besitzt einen Durchmesser von 250 um. Aufgrund der
Tatsache, dass durch die Elektrodenstruktur der gesamte Boden des Wells erfasst ist,

kann eine grol3e Anzahl an Zellen Giberwacht werden.

Abbildung 17: Im Handel erhéltliche ECIS-PET-Goldelektrodenarrays vom Typ 8W10E+ von Applied
BioPhysics (Das Foto wurde von www.biophysics.com entnommen).

Der Assay wurde im MFT-Modus (Multi-Frequency/Time) mit sechs individuellen
Frequenzen (4 kHz, 8 kHz, 16 kHz, 32 kHz, 40 kHz und 64 kHz) durchgefuhrt, um die

sensitivste Frequenz fur diesen Assay bestimmen zu kdnnen.
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Die beiden Arrays wurden zu Beginn 30 s im Argon Plasma sterilisiert und gereinigt.
Um die Adhasion der Zellen zu verbessern, wurde anschlielRend jedes Well mit einer
Poly-L-Lysin-Losung der Konzentration 100 pg-mL* (200 L, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) beschichtet. Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) wurde die Losung abgesaugt und die Arrays wurden einmal mit Zellkulturmedium
gewaschen. Die Messung wurde daraufhin mit der Aufnahme einer Baseline der
zellfreien Elektroden, welche mit 400 pL Medium bedeckt waren, gestartet. Nach drei
Stunden wurde die Messung gestoppt und die Zellen wurden in funf unterschiedlichen
Zelldichten (15k Zellen-cm, 20k Zellen-cm, 25k Zellen-cm2, 50k Zellen-cm= und
100k Zellen-cm2) auf den Elektrodenarrays ausgesat. Die ersten drei Zelldichten
wurden in Vierfachbestimmung (n = 4) in einem Experiment getestet, wahrend die
Zelldichten von 50k Zellen-cm? und 100k Zellen-cm in Zweifachbestimmung (n = 2)
analysiert wurden. Mit dem Ziel einer homogenen Sedimentierung der Zellen wurden
die Arrays fur 15 Minuten in der Sterilbank stehen gelassen, bevor sie wieder in die
Holder des Messgerétes eingebaut wurden. Nach circa 93 Stunden wurde die Halfte
des Mediums gewechselt, um die N&hrstoffversorgung aufrechtzuerhalten und die
Zellen nicht zusatzlichen Scherkraften auszusetzen. Die Messung wurde nach
130 Stunden beendet. Fir weitere Messungen, in welchen nur die Zelldichten
15k Zellen-cm, 20k Zellen-cm und 25k Zellen-cm? getestet wurden, wurden jeweils
zwei neue Elektrodenarrays verwendet, da ein Entfernen der Zellen nur schwer

maoglich war.

4.1.8.2 Proliferationsbestimmung mittels PrestoBlue™ Assay

Bei PrestoBlue™ handelt es sich um ein membrangangiges Reagenz, welches auf der
Reduktion des nicht-fluoreszierenden Resazurin zum pink-fluoreszierenden Resorufin
beruht, wobei NADH/H* als Elektronendonor fungiert (siehe Abbildung 18). Durch die
Tatsache, dass die Reduktion nur durch lebendige und metabolisch aktive Zellen
erfolgen kann, entsteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Fluoreszenz und der
Zahl lebender Zellen. Somit eignet es sich ideal zur quantitativen Messung der
Zellproliferation und ist zudem schnell, effizient, einfach und gtinstig (Lall et al., 2013;
O'Brien et al., 2000; Prabst et al., 2017).
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Ay =532 nm Aerm = 600 Nm
o]
i NADH/H* NAD*, H,0O N
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Resazurin Resorufin

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Resazurin-basierten Assays zur Bestimmung der
Zellviabilitat und-proliferation. Das nicht-fluoreszierende blaugeféarbte Resazurin diffundiert in die Zelle
und wird dort, unter Oxidation von NADH/H*, zum pink-fluoreszierenden Resorufin reduziert. Durch
Anregung des membranpermeablen Resorufin bei einer Wellenlédnge von 532 nm kann die Fluoreszenz
bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen werden (modifiziert nach Prabst et al., 2017).

Zur Bestimmung der Zellproliferation mit PrestoBlue™ wurde zun&chst eine Kalibration
durchgefuhrt. Dazu wurde eine 96-Well Platte, wie in Kapitel 4.1.8.1 beschrieben, mit
einer Poly-L-Lysin-Losung der Konzentration 100 pg-mL™* (100 puL/Well) beschichtet.
Nach der einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen in
unterschiedlichen Zelldichten (10k Zellen-cm?, 20k Zellen-cm?, 50k Zellen-cm2,
100k Zellen-cm2,150k Zellen-cm2 und 250k Zellen-cm) in je eine Spalte der 96-Well
Platte ausgesat, wobei die erste Spalte als Negativkontrolle dient und nur mit Medium
beflllt wurde. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden (37 °C, 5 % CO2) wurde das
Medium entfernt und die Zellen wurden einmal mit L-15 Medium gewaschen.
AnschlieBend wurde in jedes Well 100 puL der PrestoBlue™-Lésung (10 pg-mL? in
L-15 Medium, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) zugegeben und die 96-Well Platte
wurde fur eine Stunde bei 37 °C und 0 % CO2 (MMM Medcenter Einrichtungen GmbH,
Planegg / Minchen, Deutschland) inkubiert.  AnschlieRend  wurde  die
Fluoreszenzintensitat der zellfreien und zellbedeckten Wells am Fluoreszenz
Plattenleser TecanGENios (Tecan GmbH, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Die
Messparameter waren dabei wie folgt: Aex = 532 nm, Aem = 600 nm, gain = 62, bottom
modus. Zur Bestimmung der Proliferationsrate mit PrestoBlue™ wurden vier 96-Well
Platten ebenfalls mit einer Poly-L-Lysin-Losung beschichtet und fir eine Stunde
inkubiert, bevor drei unterschiedliche Zelldichten (15k Zellen-cm, 20k Zellen-cm2 und

25k Zellen-cm) in je zwei Spalten pro Platte ausgesat wurden, wobei die erste Spalte
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erneut als Negativkontrolle dient. Jede Zelldichte wurde somit in 16-facher
Bestimmung (n = 16) pro Experiment und pro 96-Well Platte gemessen. Im 24 Stunden
Rhythmus nach Zellaussaat wurde je eine Platte zunachst mikroskopiert und
anschlieRend wurde, wie bei der Kalibration beschrieben, das PrestoBlue™ Reagenz
zugegeben. Im Rahmen der Datenanalyse wurden die Fluoreszenzintensitaten fur jede
Zelldichte und jeden Zeitpunkt (24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach Zellaussaat) um die
Werte der Negativkontrollen korrigiert, gemittelt und anschliel3end auf den Wert nach

24 Stunden normiert.
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4.2 Mikroskopische Techniken

Alle mikroskopischen Techniken, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden,
werden im Folgenden genauer erlautert. Des Weiteren wird ndher auf die
fluoreszenzbasierte Farbetechnik mit Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM)
eingegangen, welche die detaillierte Untersuchung dreidimensionaler Zellaggregate
ermoglicht.

4.2.1 Phasenkontrastmikroskopie

Die Technik der Phasenkontrastmikroskopie (PKM) wurde erstmal von Frits Zernike in
den 1930er Jahren beschrieben (Zernike, 1935, 1942) und erméglicht die Darstellung
ungefarbter zellularer Strukturen mit gutem Kontrast und grof3er Objektahnlichkeit
(Bommer, 1952).

Die Grundlage der Technik beruht auf den Eigenschaften von Licht als
elektromagnetische  Welle. Infolgedessen Dbesitzt sichtbares Licht eine
charakteristische Amplitude und Phase (Droop et al., 2022). Tritt Licht nun in
Wechselwirkung mit sehr dinnen, transparenten Objekten, wird es in der Phase
zuruckgehalten. Ein derartiger Phasenkontrast kann allerdings vom menschlichen
Auge nicht wahrgenommen werden. Die Phasenkontrastmikroskopie ermdglicht es
nun, diese Phasenverschiebungen des Lichtes sichtbar zu machen. Abbildung 19
zeigt eine schematische Skizze der verschiedenen Bestandteile eines
handelsiublichen Phasenkontrastmikroskops und den optischen Weg des Lichtes von
der Lichtquelle bis zum menschlichen Auge oder einer Kamera. Das Licht einer
polychromatischen Lichtquelle wird Gber eine Sammellinse auf die Ringblende im
Kondensor geleitet und anschlieBend auf die Probe fokussiert. Je nach
Brechungsindex der Probenbestandteile werden die Lichtstrahlen mehr oder weniger
stark durch Beugung abgelenkt. Ungebeugte Lichtstrahlen erfahren keine
Phasenverschiebung, wéhrend das gebeugte Licht bei den meisten biologischen
Proben in der Regel um circa 1/4 der Wellenl&nge (¥4 A) phasenverschoben wird. Die
durch das Praparat gebeugten Lichtstrahlen passieren anschlieRend den Phasenring,
welcher optisch konjugiert zur Ringblende ist, nicht und bleiben unbeeinflusst. Die

ungebeugten Lichtstrahlen hingegen treffen auf den Phasenring und werden um %4 A
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beschleunigt. Als Resultat ist eine Phasenverschiebung von einer halben Wellenlange
(*2 N) zwischen gebeugtem und ungebeugtem Licht zu verzeichnen. Infolge dieser
Phasendifferenz kommt es in der Zwischenbildebene zu Interferenzvorgangen mit
Hell- und Dunkelkontrasten als Ergebnis einer nun deutlich reduzierten Amplitude des
Lichtes, was die zu untersuchende Probe nun fir das menschliche Auge sichtbar

macht (Neumann et al., 2014).

Auge

Okular

Phasenring im Objektiv

ungebeugte Strahlen

Objektiv

Kondensor
U Ringblende

Lichtquelle

Probe

Abbildung 19: Schematische Skizze der einzelnen Bestandteile und des Bildentstehungsprozesses in
einem Phasenkontrastmikroskop (modifiziert nach Neumann et al., 2014).

Die phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen dieser Arbeit wurden mit einem
Nikon Diaphot Mikroskop (Nikon Instruments Europe, Amsterdam, Niederlande) mit
dem vierfachen (PLAN, 4 x, NA=0,13) und zehnfachen (E, 10 x, NA =0,25)
VergroRerungsobjektiv durchgefihrt. Das Mikroskop ist zusatzlich mit einer Nikon
D5000 Digitalkamera (Nikon GmbH, Duisseldorf, Deutschland) ausgestattet.

4.2.2 Konfokale Laser-Raster Mikroskopie

Die konfokale Laser-Raster Mikroskopie (confocal laser scanning microscopy CLSM)
ermoglicht es optische Schnitte einer fluoreszenzgefarbten biologischen Probe zu
erzeugen. Solch optische Schnitte entstehen konkret dadurch, dass die Probe mit

einem fokussierten monochromatischen Laserstrahl punktférmig gescannt wird und
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das Licht auRBerhalb der Fokusebene mittels Lochblenden (Pinholes) eliminiert wird.
Durch die erhohte axiale und laterale Auflésung und die Fahigkeit Sequenzen
optischer Schnitte auf verschiedenen Ebenen zu sammeln, eignet sich diese Art der
Mikroskopie vor allem fur die Untersuchung von Zellen und Geweben, die dicker als
2um und mit einem oder mehreren Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt sind
(Paddock, 1999, 2000). Das Prinzip dieser Technik wurde 1955 erstmals von Marvin
Minsky beschrieben, 1957 patentiert (Minsky, 1988) und ist schematisch in
Abbildung 20 skizziert.

Photodetektor / Kamera

Detektionslochblende
(zweites Pinhole) ———/|\=—2

Beleuchtungslochblende
/ (erstes Pinhole)

Dichroitischer .% _\< Lichtquelle (Laser)

Spiegel 4/ [l /‘

e —

& ‘) Objetktivlinse

| X g B,

Im Fokus

Probe iy AuBerhalb des Fokus

Abbildung 20: Schematische Skizze des Aufbaus eines konfokalen Laser-Raster Mikroskop
(modifiziert nach Paddock, 2000; Stephens & Allan, 2003).

Das Licht eines monochromatischen Lasers passiert die Beleuchtungslochblende,
woraufhin es fokussiert wird, um eine punktférmige Lichtquelle zu erzeugen. Der
dichroitische Spiegel reflektiert daraufhin das Anregungslicht. AnschlieRend wird das
Laserlicht mit Hilfe des Objektivs auf die Probe fokussiert und es werden lediglich die
Fluorophore im Lichtweg angeregt. Das emittierte Licht der Fokusebene gelangt tiber
den dichroitischen Spiegel zur Detektionslochblende und schlie3lich zum Detektor
(Photomultiplier oder CCD-Kamera). Die optische Konjugation aus Beleuchtungs- und
Detektionsblende ermdglicht somit ausschliel3lich die Detektion von Licht aus der
gewahlten Fokusebene, wahrend reflektiertes oder emittiertes Licht aus anderen

Ebenen (aul3erfokales Fluoreszenzlicht) ausgeblendet wird. Diese Tatsache schafft
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die Voraussetzung fir eine axiale Auflosung, welche durch den Durchmesser der
Detektionslochblenden vorgegeben wird. Durch das punktférmige Scannen der
biologischen Probe bei einer definierten xy-Ebene und der damit einhergehenden
erhohten lateralen Auflosung wird ein 2D Bild generiert. Durch eine zusatzliche
Veranderung der z-Position kann eine 3D Analyse des Praparats erfolgen, ohne dieses

physikalisch zu zerstéren (Paddock, 2000; Park et al., 2004; Renz, 2013; Stephens &
Allan, 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das konfokale-Laser-Scanning-Mikroskop Eclipse 90i
mit C1 Scaneinheiten (Nikon Instruments Europe, Amsterdam, Niederlande) genutzt
und die Spharoide wurden mittels der Software EZ-C1 (Nikon) aus verschiedenen

Blickwinkeln (xy, yz und yz; siehe Abbildung 21) analysiert.

X

Ansicht von ober

Seitenansicht

XZ

Seitenansicht

Abbildung 21: Schematisches Prinzip der konfokalen Laser-Raster Mikroskopie. Die Ansicht von oben
zeigt einen optisch konfokalen Schnitt der xy-Ebene eines Sphéaroids. Aulerdem sind die
entsprechenden Seitenansichten (xz,yz) abgebildet, die es ermdglichen, die Hohe des adharenten
Spharoids zu ermitteln.

Die Bilder wurden unter Verwendung eines 10 x Trockenobjektivs (PLAN, 10 x,
NA =0,25), mit einer Auflosung von 1024x1024 Pixel und einem Pinhole S
(@ =30 um) gescannt. Die Ebenenstapel (z-stacks) fur die 3D Analyse von

Sphéaroiden wurden mit einer Schrittgréf3e von 2 um aufgenommen.
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4.2.3 Lebendfarbung mit Calcein-Acetoxymethylester

Eine bedeutende fluoreszenzbasierte Farbemethode fur lebende Zellen stellt die
Farbung mit Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) dar. Die Derivatisierung von
Calcein mit Acetoxymethylester ermdglicht zunachst die Diffusion durch die
Zellmembran. Dort angekommen werden die Acetoxymethylester durch intrazellulare
Esterasen abgespalten (siehe Abbildung 22). Durch die hohe Affinitat von Calcein an
Ca?*-lonen zu binden, fluoresziert dieses, im Gegensatz zum nicht-fluoreszierenden
Calcein-AM, grun. Diese Tatsache ermoglicht es, sowohl funktionelle als auch
morphologische Informationen vitaler Zellen zu gewinnen (Uggeri et al., 2000; White
et al., 2021).

ROOC COOR
ROOCVN NVCOOR
_ HC_ 0 o 0.__CH;
=" 0y
o o o
Caleein-AM oy 2 I O
5 07 CH,4 O( )

Calcein

Abbildung 22: Prinzip der Farbung lebender Zellen mit Calcein-Acetoxymethylester (Ca-AM). Das
nicht-fluoreszierende Ca-AM wird durch intrazellulare Esterasen in Calcein umgewandelt. Calcein
besitzt eine hohe Affinitat an Ca2*- lonen zu binden und fluoresziert griin (modifiziert nach Laverty &
Gilmore, 2014).

Mit dem Ziel, die Morphologie von Sphéroiden auf Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien
(PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, Deutschland) mittels einer
Calcein-AM Farbung zu untersuchen, wurden zun&chst die Sensorfolien fir die

mikroskopische Untersuchung vorbereitet (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Vorbereitung der Sauerstoff-sensitiven Substrate.
Zunachst wurde die Isolationsschicht entfernt und kreisférmige Folienspots ausgestanzt. Die
Folienspots und die Glasringe wurden daraufhin fur eine Minute im Argonplasma sterilisiert, bevor sie
in eine Petrischale mit einem Durchmesser von 3,5 cm geklebt wurden. Nach 24-stiindigem Trocknen
des Silikonklebers zum Befestigen der Glasringe wurden die Sphéroide mittig in die Messkammer
platziert und die Substrate wurden fir 24 Stunden inkubiert (37 °C, 0 % CO32), um eine Adhasion der
Sphéroide zu ermdglichen. Nach Vollendung des Adhé&sionsprozesses wurde das L-15 Medium aus der
Messkammer abgenommen und eine mit Calcein-AM versetzte L-15 Lésung wurde zugegeben. Zuletzt
erfolgte, nach Entfernen des Glasringes, die Untersuchung mit einem konfokalen Laser-Raster
Mikroskop.

Dazu wurden selbstklebende Folienspots mit einem Durchmesser von 0,7 cm
ausgestanzt und zusammen mit Glasringen (Daugen =9 mMm, @innen = 6 mm,
Hohe =1 cm, Wanddicke = 1,5 mm, Glasblaserei der Universitdit Regensburg,
Regensburg, Deutschland) im Argonplasma flr eine Minute sterilisiert. Die sterilen und
hydrophilisierten Sensorfolien wurden daraufhin in eine Petrischale mit einem
Durchmesser von 3,5cm (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
geklebt. AnschlieBend wurden die Glasringe, welche als Messkammer fur die
Spharoide dienten, mit Silikonkleber (Korasilon Paste, Kurt Obermeier GmbH & Co.
KG, Bad Berleburg-Raumland, Deutschland) um den Sensorspot fixiert. Nach
24-stindigem Trocknen des Klebers, bei Raumtemperatur und von Licht geschiitzt,
wurden 200 pL L-15 Medium in den Innenraum des Glasringes und 1,5 mL aul3erhalb
zugegeben, um ein Austrocknen zu vermeiden. Zuletzt wurden mindestens zwei
Spharoide moglichst mittig in die Messkammer platziert und die Petrischalen fur
24 Stunden in den Inkubator (37 °C, 0% CO2) gestellt, um eine Adhasion der
Spharoide zu ermdglichen. Nach Vollendung des Adhasionsprozesses wurde eine

1 mM Stammlésung von Ca-AM in DMSO (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) auf
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eine Endkonzentration von 2,5 uM in L-15 Medium verdiinnt. Anschliel3end wurde das
L-15 Medium vorsichtig aus den Messkammern abgenommen, 100 yL der
Farbeldsung langsam entlang der Wand des Glasringes zugegeben und die Spharoide
fur drei Stunden bei 37 °C und 0% COz2 inkubiert. Die fluoreszenzmarkierten
Spharoide wurden mit einem konfokalen Laser-Raster Mikroskop untersucht. Dazu
wurden zunéchst die Glasringe entfernt, um den Fokus zu verbessern. Calcein-AM
wurde mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt und die griine Fluoreszenz wurde
mit einem 515/30 nm Filter detektiert. Die Sauerstoff-sensitive Sensorfolie wurde bei
408 nm angeregt und die rote Emission wurde Uber einen 650 nm Langpassfilter
aufgezeichnet. Die resultierende Hohe und der Durchmesser der adharenten
Sphéaroide wurden anschlieBend mit der Software Nikon EZ-C1 und NIH ImageJ

bestimmt.

Der Prozess zur Vorbereitung der Sauerstoff-sensitiven Substrate erfolgt auf &hnliche
Art und Weise flr die ratiometrische Sauerstoffmessung (siehe Kapitel 3.2.2). Die
Unterschiede liegen lediglich darin, dass die Sensorfolie direkt auf den Boden einer
96-Well Platte angebracht wurde. Auf3erdem wurde keine Calcein-AM Ldsung

zugegeben, sondern nur das Medium gewechselt.
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4.3 Entwicklung numerischer Modelle mit COMSOL Multiphysics®

Die Entwicklung numerischer Modelle mit COMSOL Multiphysics® ist bei jeder
Anwendung &hnlich und wird tber den model builder gesteuert, welcher von der
Erstellung der Geometrie bis zu den Ergebnissen der Simulation leitet. Die einzelnen
Schritte, welche im Folgenden als ,Knoten® bezeichnet werden, sind dabei miteinander
verbunden. Folglich handelt es sich um einen sukzessiven Arbeitsablauf, welcher

schematisch in Abbildung 24 zusammengefasst ist.
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Abbildung 24: Schematischer Ablauf der Entwicklung eines numerischen Modells mit COMSOL
Multiphysics®.

Der erste Schritt besteht in der Erstellung der Geometrie. Dabei wird zuerst die
Raumdimension (0D, 1D, 2D, 2D-achsensymmetrisch oder 3D) bestimmt. Um die
Rechenzeit zu verkirzen, wird die Geometrie vereinfacht, indem vorhandene
Symmetrien genutzt werden. AnschlieRend folgt die mathematische Modellierung.
Dabei werden Gleichungen, Parameter, Variablen und Randbedingungen den
Gebieten sowie Randern der Geometrie zugewiesen. Im zweiten Schritt erfolgt durch
eine Vernetzung die Diskretisierung des geometrischen Objekts in eine Vielzahl von
kleinen, endlichen Bereichen (finite Elemente). Je kleiner die Vernetzung ist, desto
genauer ist die Lésung, aber umso groRRer ist die Berechnungszeit. Die Form der
Elemente hangt von der Dimension der zugrundeliegenden Geometrie ab. Handelt es
sich um ein zweidimensionales Modell, bilden diese Dreiecke oder Rechtecke,
wahrend die Elemente bei 3D Geometrien Tetraeder und Quader sind. Im letzten
Schritt werden die numerischen FEM-Berechnungen mittels eines direkten oder
iterativen LoOsungsverfahrens durchgefuhrt. Die Ergebnisse kdnnen zuletzt auf

individuelle Art und Weise ausgewertet und dargestellt werden. Um eine einheitliche
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Darstellung von Simulations- und experimentellen Messergebnissen zu gewabhrleisten,
wurden alle Daten aus COMSOL exportiert und mit dem wissenschaftlichen Analyse-

und Darstellungsprogramm Origin2022 visualisiert.

Die Diffusionsprozesse und die Verbrauchskinetik von Sauerstoff wurden im Rahmen
dieser Arbeit sowohl in 2D Gewebemodellen (Zellmonolayer) als auch in 3D
Gewebemodellen (Spharoide) untersucht. Es wurde die Sauerstoffverteilung in
adharenten Zellen sowie in Spharoiden unterschiedlicher Morphologien (adharent und
in Suspension) auf permeablen und impermeablen Substraten simuliert. Der Aufbau
der verschiedenen Modelle wird entsprechend des Ablaufes in Abbildung 24 im

Folgenden genauer erlautert.

4.3.1 Geometrische Modellierung

Die zu modellierenden Objekte kdnnen aufgrund der vorliegenden Symmetrien zu
einer 2D-achsensymmetrischen Geometrie entlang einer vertikalen z-Achse
vereinfacht werden. Dies hat den Vorteil, dass die Rechenleistung verkirzt und der
Speicherplatz minimiert wird. Ausgehend von 2D-achsensymmetrischen Losungen
kénnen anschliel3end im Postprocessing 3D Plots und Animationen generiert werden.

96-Well Platte

Entsprechend den zugrundeliegenden experimentellen Methoden wurden die
Diffusion und der Verbrauch von Sauerstoff in Spharoiden in Suspension
(Abbildung 25 A), in adh&renten Sphéaroiden (Abbildung 25 B) sowie in adharenten
Zellen im Monolayer (Abbildung 25 C) in einem Well einer 96-Well Platte modelliert
und simuliert. Ein Well einer 96-Well Platte besitzt eine konische Form. Durch die
Tatsache, dass das Well allerdings nicht bis zum Rand mit Flussigkeit befullt ist, kann
diese Konizitat vernachlassigt werden und es wurde in allen Fallen ein rechteckiges
Well mit einem Durchmesser von 6,39 mm modelliert sowie einem Volumen an
Medium von 200 pL.
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Abbildung 25: Geometrie von Gewebemodellen in einem Well einer 96-Well Platte in COMSOL. Die
Geometrien sind 2D-achsensymmetrisch entlang einer zentralen vertikalen Achse an der Position
r =0 mm. (A) zeigt die Geometrie eines Sphéroids in Suspension, (B) eines adhérenten Sphéaroids auf
einer Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie und (C) adharenter Zellen im Monolayer, ebenfalls direkt auf
einer Sensorfolie.

Der Spharoid in Suspension (Abbildung 25 A) befindet sich mittig im Well und es
wurde eine spharische Geometrie mit dem Radius r angenommen. Dieser Radius ist
je nach Sphéaroid unterschiedlich und kann experimentell durch die Aussaatdichte der
Zellen kontrolliert werden. Es wurde angenommen, dass alle Zellen gleichmaRig
innerhalb der Sphére verteilt sind. Abbildung 25 B zeigt die ellipsoide Geometrie eines
adharenten Spharoids mit spezifischer Hohe h und Radius r. Die genauen Werte sind
Bestandteil der experimentellen Untersuchungen und werden in Kapitel 6.1.2
beschrieben. Der Spharoid befindet sich direkt auf einer Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolie mit einer durchschnittichen Hohe von 7 um (siehe Kapitel 3.2.2). Da die
Isolationsschicht im Rahmen der Messungen entfernt wurde und die Tragerschicht
nicht-permeabel fir Sauerstoff ist, wurden diese im Rahmen der Modellierung
ignoriert. Die geometrische Form der Sensorfolie wurde als Rechteck gewahlt, da
dieses in 3D einen Zylinder darstellt, welcher wiederum der realen Geometrie

entspricht. Ahnliches gilt fir die adharenten Zellen im konfluenten Monolayer
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in Abbildung 25 C, welche ebenfalls direkt auf der 7 um hohen Sensorfolie lokalisiert
sind und fir die eine Hohe von 5 um angenommen wurde. Diese stimmt mit der, in der
Literatur berichteten, durchschnittichen Hohe einer Zelle von 4 —7 um (berein
(Bartolini et al., 2018; Lo et al, 1995; Parak et al., 1999). Eventuelle
Hohenunterschiede der Zellen sowie die ZellzwischenrGume wurden hier nicht
bericksichtigt. Die Hohen und Radien der Gewebemodelle wurden in der Simulation
als konstant angenommen, da die Diffusionszeit im Vergleich zur Dynamik des
Zellzyklus (Proliferation) viel schneller ist (Bull et al., 2020).

Permeable Kultursubstrate

Der Einsatz von permeablen Kultursubstraten stellt eine beliebte in vitro Messmethode
zur Untersuchung von Transportprozessen, der epithelialen Barrierefunktion oder der
Blut-Hirn-Schranke dar (Hatherell et al., 2011; Henry-Vitrac et al., 2006; Hilgers et al.,
1990; Urban, 2019; Xu et al., 2014). Zudem waren multiple Messmodi, wie
beispielsweise die Untersuchung der Atmungsaktivitit sowie des pH-Wertes von
Gewebe, mdglich. Permeable Kultursubstrate (siehe Abbildung 26) bestehen aus
einem Kunststoffgerist, fur den Einbau in die Messkammern, und einer pordsen
Membran als Wachstumssubstrat fur die Zellen. Der Membraneinsatz wird in die
Messkammer gehangt und mit der Zellschicht als Diffusionsbarriere entstehen zwei
unabhéngige Bereiche, welche als apikales und basolaterales Kompartiment
bezeichnet werden. Die Flussigkeitssaulen beider Bereiche sind meist gleich hoch,
sodass kein Fluss zwischen den Kompartimenten entsteht, welcher wiederum Einfluss

auf das 2D Gewebe nehmen wirde.

apikales Kompartiment
Membraneinsatz

2D Gewebe

—

Membran

— Spalt

basolaterales Kompartiment

Abbildung 26: Schematische Skizze des Aufbaus eines Kultursubstrates mit permeabler Membran, auf
welcher das Gewebe kultiviert wird. Durch die Funktion einer Diffusionsbarriere teilt das Gewebe das
System in zwei unterschiedliche Kompartimente auf, ein basolaterales und ein apikales (modifiziert nach
Hilgers et al., 1990).
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Fur die Simulation adharenter Spharoide und adharenter Zellen im Monolayer auf
permeablen Kultursubstraten wurden die Geometrien eines Wells handelsiblicher
24-Well Platten als Messkammer (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) und 24-Well Membraneinsatze (Transwell®-Membraneinsatz, Corning
Inc., New York, USA oder cellQART®-Membraneinsatz, Sabeu GmbH & Co. KG,

Northeim, Deutschland) angenommen (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Geometrien von handelsublichen 24-Well Platten mit permeablen Kultursubstraten. Auf
der Membran ist (A) ein adhéarenter Spharoid und (B) ein Monolayer aus adhéarenten Zellen modelliert.
Zwischen dem modellierten Gewebe und der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie befindet sich ein Spalt
mit einer Hohe von 0 um bis 1000 pm. Dieser resultiert aus der Position des Filters im Well.

Fir ein Well einer 24-Well Platte wurde ein Durchmesser von 15,7 mm modelliert. Der
Transwell®-Membraneinsatz von Corning besitzt einen Durchmesser von 6,5 mm,
wahrend der cellQART®-Membraneinsatz von Sabeu 6,4 mm misst. Unterschiede im

strukturellen Design der Membraneinsatze beider Hersteller filhren dazu, dass im Falle
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der hdngenden Variante des permeablen Kultursubstrates im Well, die Membran und
somit die darauf kultivierten Zellen sowie Sphéroide bis zu einem Millimeter vom Boden
und der darauf befindlichen Sensorfolie (Hohe: 7 pum) entfernt sind. Bei Corning ist der
Abstand 300 pm, wéahrend Sabeu eine Membran-Boden Distanz von 1000 pm

verzeichnet.

Die Flussigkeitssdule im apikalen Kompartiment betragt im Falle des adharenten
Spharoids (Abbildung 27 A) 200 pL und bei den adhéarenten Zellen im Monolayer
(Abbildung 27 B) 100 pL. Diese Werte resultieren aus den experimentellen
Untersuchungen von Tobias Naber. Um einen Fluss zwischen den Kompartimenten
zu vermeiden, welcher experimentell das Gewebe beeinflussen wiirde, wurde in der
Simulation die Hohe der Flussigkeit im basolateralen Kompartiment aus der Summe
der Hohe der Flussigkeitsséaule im apikalen Kompartiment und der Hohe des Spaltes

zwischen Membran und Sensorfolie bestimmt.

Die Hohe der Zellen im Monolayer (Abbildung 27 B) wurde, wie im Falle des 96-Well
Formats, mit 5 um angenommen. Hohen und Radien der untersuchten Sphéroide
(Abbildung 27 A) kdnnen Kapitel Kapitel 6.1.2 entnommen werden.

Adharente Spharoide auf permeablen Kultursubstraten (24-Well) wurden zusatzlich fur
ein Well einer 12-Well Platte simuliert (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland). Alle oben aufgefluihrten geometrischen Grundlagen und Annahmen
stimmen, bis auf zwei Unterschiede, mit denjenigen eines Wells einer 24-Well Platte
Uberein. Der Durchmesser eines Wells ist im Falle einer 12-Well Platte 22,2 mm. Durch
die Tatsache, dass ein 24-Well Membraneinsatz verwendet wurde, wird dieser nicht in
das Well gehangt, sondern steht im Well direkt auf der Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolie. Infolgedessen wurde fir dieses geometrische Layout lediglich der Fall

simuliert, dass keine Distanz zwischen Membran und Sensorfolie vorliegt.
4.3.2 Mathematische Modellierung
Unabhangig vom geometrischen System wurden fir die Sauerstoffdiffusion und

den Sauerstoffverbrauch im Gewebe Fick’'sche Diffusionsprozesse und eine

Reaktionskinetik nach Michaelis-Menten angenommen (siehe Kapitel 3.3.2).
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Der Sauerstoffverbrauch wurde mittels eines Reaktionsknoten in das Modell
implementiert. Es wurde angenommen, dass die maximale Sauerstoffverbrauchsrate
Rmax im jeweiligen Gewebe konstant ist. Fur 3D Zellaggregate (Spharoide) wurde
angenommen, dass diese komplett aus verbrauchenden Zellen (keine nekrotischen
Bereiche) bestehen und die Zelldichte Uberall gleich ist. Somit tragen alle Zellen im

gleichen Mal3e zur lokalen Sauerstoffverbrauchsrate Ro, bei, welche entsprechend

Gleichung (18) wund (19) im Gegensatz zu Rmax Vvon der Ilokalen

Sauerstoffkonzentration cp, abhangt. Die genauen Werte flr Rmax und Ro,
unterscheiden sich je nach Zelltyp und Zelldichte und wurden in dieser Arbeit durch
eine systematische Parametervariation exemplarisch fur die Zelllinien MCF-7 und
U373 quantifiziert. Aul3erdem wurde fir die Sauerstoffverteilung im 2D und 3D
Gewebe Gleichung (19) im Rahmen der mathematischen Modellierung um eine
zusatzliche Komponente erweitert, die kritische Sauerstoffkonzentration cy;

8002

-D v2en. - Rmax'COQ
ot Gewebe (0]))

Co
-step (—2 )
Co, * Kum, o, Chit

(20)

Diese wurde zum einen hinzugefugt, um negative Konzentrationen in der Simulation
zu vermeiden. Zum anderen wurde durch diesen Faktor das Phanomen der Nekrose
bertcksichtigt. Die kritische Konzentration wurde mittels einer Stufenfunktion, welche
die Standardoption fur eine Heaviside-Funktion in COMSOL ist, in das Modell
implementiert und unterbindet den Sauerstoffverbrauch in jenen Regionen des
Gewebes, in welchen die Sauerstoffkonzentration unter den kritischen Wert von
Ckit = 10 mol'm™ fallt. Dieser Wert entspricht einem Sauerstoffpartialdruck von
0,07 mmHg und ist somit ahnlich zu dem Wert von 0,1 mmHg, welcher in der Literatur
verwendet wird (Anundi & de Groot, 1989; Avgoustiniatos & Colton, 2006; Papas et
al., 2005). Die Michaelis-Menten Konstante wurde mit einem Wert von
Kvm, 0, = 4-:10°° mol'm?2 angenommen und stimmt gut mit den in der Literatur
angegebenen Werten Uberein (Avgoustiniatos & Colton, 2006; Casciari et al., 1992b;
Papas et al., 2005; Shourabi et al., 2021).
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Die Diffusion von Sauerstoff im Gewebe, in Medium und in der Sensorfolie wurde durch
die jeweiligen  Knoten ,Transporteigenschaften® modelliert. Fir den
Diffusionskoeffizienten im Gewebe wurde Dgewebe = 10° m?-s angenommen. Diese
Konstante variiert je nach Gewebeart zwischen 0,6 —2,5-10° m?-s (Astolfi et al.,
2016; Avgoustiniatos & Colton, 2006; Curcio et al., 2007; Grote et al., 1977; Leedale
et al., 2019). Die Diffusion in Medium obliegt, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben,
lediglich  Fick’schen Diffusionsprozessen. Als Diffusionskonstante  wurde
D = 3,3:10° m?-st angenommen, wobei dieser Wert der Diffusion von Sauerstoff in
Wasser entspricht (Chow et al., 2001; Schmittlein, 2017). Fur die Diffusion von
Sauerstoff in der 7 um hohen Sensorfolie wurde ein Diffusionskoeffizient von
Sauerstoff in Polystyrol mit einem Wert von 3,3:10 m?s! angenommen
(Nowakowska et al., 1976; B. Wang & Ogilby, 1995). Allerdings handelt es sich hierbei
lediglich um einen Naherungswert, da die genaue Zusammensetzung der Sensorfolie

einem Betriebsgeheimnis unterliegt und nicht bekannt ist.

Aufgrund der Tatsache, dass die experimentellen Messungen in einem offenen
System durchgefuhrt wurden, wurde angenommen, dass Sauerstoff dem System Uber
die obere Grenzflache zwischen Medium und Umgebungsluft zugefuhrt wird. Es wurde

folgende Randbedingung an der Medium/Luft Grenzflache angenommen:
¢ =cp, = 0,21 mol-m™
(21)

Der Parameter cp, symbolisiert die atmospharische Sauerstoffkonzentration in einem

normoxischen Inkubator (=21 % O2) bei einer Temperatur von 37 °C und 0 % CO2
Gehalt. Der Wert wurde nach dem Gesetz von Henry berechnet, welches das
Loslichkeitsverhalten von Gasen in einer Flissigkeit beschreibt (Chow et al., 2001;
Mattei et al., 2017; Sander, 2014):

Co, = Kh,0, - PO2
(22)

mit der Konzentration von Sauerstoff in Wasser cq,, der Henry-Loslichkeitskonstante

Kho, von Sauerstoff in Wasser bei 37 °C (1,42-:10° mol-cm®mmHg™) und dem

76



Material und Methoden

Sauerstoffpartialdruck pO, in der Gasphase unter Gleichgewichtsbedingungen bei
100 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator (149 torr).

Durch die Tatsache, dass die Wasseroberflache nach dem Gesetz von Henry mit dem
Sauerstoff der Umgebungsluft im Gleichgewicht steht, entspricht die Randbedingung
einer Art unendlichen und schnellen Reservoirs, welches die Konzentration an der

Grenzflache stets konstant héalt.

An allen anderen Randern des Wells wurde kein Fluss angenommen mit der

zugrundeliegenden Gleichung:
ven=0
(23)
mit dem nach auf3en-gerichteten Normalenvektor n der Lange 1.

Fur die Modelle unter Verwendung der permeablen Kultursubstrate wurde die
Membran als ,diinne Diffusionsbarriere® mit einer gewissen Schichtdicke s und einem
effektiven Diffusionskoeffizienten Dwmembran von Sauerstoff durch die Poren der
Membran modelliert. Da die Membranen ndherungsweise parallele zylindrische Poren
besitzen, wurde der tangentiale Fluss vernachlassigt und der effektive
Diffusionskoeffizient durch den Flachenanteil der Poren gemafld Gleichung (24) und
(25) berechnet:

DMembran (02) =€ DMedium(O2)

(24)

1T
¢ = Porendichte-Porendurchmesser?- )

(25)

Die Porendichte und der Porendurchmesser (Porengroéfe), welche zur Porositat (e )
beitragen, sowie die Schichtdicken und effektiven Diffusionskoeffizienten der
Membranen sind je nach Hersteller Tabelle 5 oder Tabelle 6 zu entnehmen.
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Tabelle 5: Zusammenfassende Darstellung der Eigenschaften von Membraneinsatzen des Herstellers
Corning Inc. (New York, USA). Polycarbonat wird mit PC abgekiirzt und Polyethylenterephthalat mit

PET.
Transwell®-Membraneinsatz (Corning)

Membran | Material | PorengréoRe/ | Porendichte | Porositat Effektiver
-dicke pm / Poren-cm-? € Diffusionskoeffizient (O,)
s/um Dwembran / m2st

10 PC 0,4 1-108 0,126 4,2-1010
10 PET 0,4 4-108 0,005 1,7-1011
10 PET 1,0 1,6-106 0,013 4,2-1011
10 PC/PET 3,0 2:108 0,141 4,7-1010
10 PC 5,0 4-105 0,078 2,6:10°10
10 PC/PET 8,0 1-105 0,05 1,7-10'10
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Tabelle 6: Zusammenfassende Darstellung der Eigenschaften von Membraneinsatzen des Herstellers
Sabeu GmbH & Co. KG (Northeim, Deutschland). Polycarbonat wird mit PC abgekirzt und
Polyethylenterephthalat mit PET.

cell QART®-Membraneinsatz (Sabeu)

Membran | Material | PorengroRe/ | Porendichte | Porositat Effektiver
-dicke pm / Poren-cm? € Diffusionskoeffizient (O>)
s /pum Dutermbran / M2-s71

11,5 PET 0,4 1-108 0,126 4,2:1010
11,5 PET 0,4 2-106 0,003 8,3:1012
11 PET 1,0 2-108 0,016 5,2:101!
12 PET 3,0 0,6-10¢ 0,042 1,4-1010

9 PET 3,0 2:108 0,141 4,7-10°10
10,5 PET 5,0 0,6-108 0,118 3,9-1010
12,5 PET 8,0 0,2:106 0,101 3,3:1010
12,5 PET 8,0 0,1-106 0,05 1,7-1010

4.3.3 Deformierte Geometrie

Die Einflisse der sechstatigen Kulturzeit auf die Sauerstoffverteilung in den
Spharoiden wurde in COMSOL mit dem Knoten ,Deformierte Geometrie“ modelliert.
Dies wurde zusatzlich zu den in Kapitel 4.3.1 und 4.3.2 aufgeflhrten
Modellierungsgrundlagen fir Spharoide in Suspension simuliert. Die einzelnen
Schritte sind in Abbildung 28 gezeigt.
4 [[[] Deformierte Geometrie
__' Deformierendes Gebiet 1
A5 Metz-Slip 1

[ Fester Rand 1
"7, Vorgegebene Metzgeschwindigkeit in Mormalenrichtung 1

Abbildung 28: Schritte zum Modellieren einer deformierten Geometrie in COMSOL. Dieses Feature
wurde verwendet, um das Wachstum von Spharoiden unterschiedlicher Zellzahl tber den Zeitraum von
sechs Tagen zu simulieren.
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Als deformierendes Gebiet wurde aus numerischen Griinden sowohl der Spharoid als
auch das Well ausgewahlt. Trotz der Tatsache, dass sich nur die Form des 3D
Gewebes verdndert, miussen alle an den deformierten Rand (Spharoidrand)
angrenzende Gebiete mit in die Deformation aufgenommen werden. Dies verhindert
eine eventuelle Uberlagerung von Gebieten in einem Modell (Spharoid und Well) und
gewahrleistet, dass diese stets nebeneinander vorliegen und Uber einen Rand
miteinander verbunden sind. Demnach folgt auf ein Wachsen des Sphéaroids ein
entsprechendes Schrumpfen des Wells. Der Knoten ,Netz-Slip 1 definiert die
Bedingung auf der Symmetrieachse und gibt vor, dass sich das Netz nur in der
aktuellen tangentialen Richtung bewegen kann. Durch den Knoten ,Fester Rand 1“ auf
den Randern des Wells wird gewahrleistet, dass sich diese nicht bewegen und ihre
Form beibehalten. Der Knoten, welcher die tatsachliche Deformation des Spharoids
definiert, ist ,Vorgegebene Netzgeschwindigkeit in Normalenrichtung 1, wobei die
Netzgeschwindigkeit in Normalenrichtung die Wachstumsrate des Spharoids
wiedergibt. Diese wiederum resultiert aus den Fitfunktionen, welche das
experimentelle Wachstumsverhalten der jeweiligen Spharoide beschreiben (siehe
Kapitel 6.1.1 und Kapitel 6.2.5) Die relevanten Parameter der Fitfunktion wurden
anschlieBend mittels einer analytischen Funktion oder eines konkreten Wertes

eingepflegt.

4.3.4 Zusammenfassung der modelltechnischen Annahmen

Alle Annahmen, welche im Rahmen der geometrischen und mathematischen

Modellierung gemacht wurden, sind im Folgenden nochmal zusammengefasst:

(A) Der konische Charakter der Wells wurde vernachlassigt, da diese nie bis
zum Rand mit dem maximalen Volumen beflllt wurden. Somit entspricht die
Hohe der Wells der Hohe der darin befindlichen Flissigkeitssaule.

(B) Die Hohe der adharenten Zellen im konfluenten Monolayer wurde
gleichmafdig mit 5 um angenommen. Hohenunterschiede einzelner Zellen
sowie Zellzwischenrdume wurden vernachlassigt.

(C) Da sowohl die Diffusionszeit als auch die Sauerstoffverbrauchsrate schneller

sind als Proliferationsprozesse, wurde, mit Ausnahme des Modells der
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deformierten Geometrie, angenommen, dass Radius und Ho6he des
Gewebes konstant sind.

(D)Das zugrundeliegende offene experimentelle System wurde mittels einer
Konzentrationsrandbedingung modelliert. Demnach wurde eine konstante
Sauerstoffzufuhr von 0,21 mol'm3 an der Luft/Medium Grenzflache
angenommen.

(E) Die Sauerstoffverteilung im Gewebe wurde lediglich unter Annahme von
Diffusions- und Veratmungsprozessen modelliert.

(F) In weiteren Gebieten des Modells wurde die Diffusion als einzig
vorherrschender Transportprozess angenommen.

(G)Die Werte der Diffusionskoeffizienten sind konstant.

(H) Der lokale Sauerstoffverbrauch Ro, istin nichtlinearer Weise von der lokalen

Sauerstoffkonzentration abhangig.

() Da die lokale  Sauerstoffverbrauchsrate Rg bei  hoheren

2
Sauerstoffkonzentrationen gesattigt ist, wurde der Wert der maximalen

Sauerstoffverbrauchsrate Rmax als konstant angenommen.

(J) Das komplette Gewebe besteht aus Zellen, welche gleichmalRig verteilt sind.
Somit wurde angenommen, dass alle Zellen in gleicher Weise zur
Bestimmung der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate beitragen.

(K) Das Phanomen der Nekrose wurde durch eine Stufenfunktion modelliert.
Durch diese wurde angenommen, dass in allen Bereichen des Gewebes, in
welchen die Sauerstoffkonzentration unterhalb eines kritischen Wertes liegt,

der Sauerstoffverbrauch gestoppt wird.

4.3.5 Modelldiskretisierung und numerische Berechnung

Die Vernetzung des Modells bildet den abschlieBenden Schritt der Modellaufbereitung

und ermdoglicht dessen Diskretisierung in einzelne Elemente und deren anschlieRende

numerische Berechnung. Netzelemente oder finite Elemente sind kleine Einheiten mit

einfachen Formen. Bei 2D Modellen werden sie als Dreiecke und Rechtecke

dargestellt, wahrend sie in 3D die Form von Tetraedern und Quadern annehmen. Da

es sich bei den vorliegenden Modellen um 2D-achsensymmetrische Geometrien

handelt, wurden diese durch Dreiecke als Netzelemente vernetzt. Die vordefinierten
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Netzelementgréf3en gehen dabei von ,extrem fein“ zu ,extrem grob“. Je feiner die
Vernetzung ist, desto besser ist die Auflosung. Allerdings bringt dies auch eine
Zunahme der Rechenzeit und des Speicherbedarfs mit sich. Somit wurde in den
vorliegenden Modellen darauf geachtet, dass lediglich das Gewebe und die
Sensorfolie als Hauptinteressensgebiete so fein wie moéglich vernetzt wurden. Die
Ubrigen geometrischen Gebiete wurden durch grobe NetzelementgrofRen diskretisiert.
Ein Beispiel ist in Abbildung 29 gezeigt. Im Falle der Gewebemodelle in einem Well
einer 96-Well Platte (A) sowie fur die Geometrie mit permeablen Kultursubstraten (B)
wurden die Sensorfolie und das jeweilige Gewebe (Sphéaroid oder Monolayer) mit einer
extrem feinen Netzelementgroie modelliert. Die Ubrigen Objekte der

zugrundeliegenden Geometrie wurden mit groben Netzelementen vernetzt.

Abbildung 29: Beispielhafte Vernetzung der Modelle in COMSOL. (A) zeigt die Diskretisierung der
Geometrie des Spharoids in Suspension, wahrend in (B) die finiten Elemente der Systeme mit
permeablen Kultursubstraten gezeigt sind. Die Gebiete, worauf das Hauptaugenmerk der Untersuchung
liegt, sind mit sehr feinen NetzelementgréRen modelliert, wahrend die Ubrigen Geometrien mit der
vordefinierten Netzelementgrof3e grob vernetzt sind.

Nach der Vernetzung des Modells wurde dieses, basierend auf dessen
Diskretisierung, numerisch berechnet. Dabei wird das nichtlineare Gleichungssystem
in ein lineares System Uberflihrt (siehe Kapitel 3.3.1). In allen Fallen erfolgte dies im
Rahmen einer zeitabhangigen Studie mit variierenden Ausgabezeiten. Diese reicht,

mit Ausnahme der Wachstumsstudien, von null bis maximal 24 Stunden. Im Falle der
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Modelle mit deformierter Geometrie wurden die Zeiten Uber einen Zeitraum von bis zu
sechs Tagen ausgegeben, da dies dem experimentell untersuchten Zeitrahmen
entspricht. Auerdem wurden innerhalb dieses Modellierungsschrittes parametrische
Sweeps genutzt, um die LOsung fur variierende Parameter zu finden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde grofdtenteils ein Sweep Uber die maximale
Sauerstoffverbrauchsrate  durchgefiihrt, welche Uber die Michaelis-Menten

Reaktionskinetik Riuckschlisse auf die lokale Verbrauchsrate zulasst.

4.3.6 Aufbereitung der Simulationsergebnisse

Die Aufbereitung der Ergebnisse (Postprocessing) bildet den letzten Schritt der
numerischen Simulation. Hier wurden die berechneten Ergebnisse graphisch oder
durch Animationen dargestellt. Die Daten der raum- oder zeitabhangigen
Sauerstoffkonzentrationen sowie Sauerstoffverbrauchsraten wurden exportiert und mit
Origin2022 visualisiert, um eine einheitliche Darstellung (gleiche Einheiten) und somit
eine bessere Vergleichbarkeit von Simulations- und experimentellen Messergebnissen
zu gewabhrleisten. Fur die Erstellung der Plots in COMSOL wird ein zugrundeliegender
Datensatz aus Schnittlinien oder Schnittpunkten bengtigt. Schnittpunkte wurden bei
Systemen mit adharenten Zellen im Monolayer verwendet, um zeitabhangige Plots,
welche an eben diesen Datenpunkten ausgelesen wurden, zu erstellen. Bei den
Modellen mit 3D Zellaggregaten wurden Schnittlinien zur Erstellung von
raumabhangigen Diagrammen entlang einer Querschnittslinie durch die 2D Geometrie
verwendet. Bei den Modellen im 96-Well Format wurde fur die Visualisierung der raum-
und zeitabhéngigen Sauerstoffkonzentration ein entsprechender Datensatz generiert.
Dieser wurde 5 pum unter der Gewebeoberflache in der Sensorfolie lokalisiert
(siehe Abbildung 30 A und B). Dies ermdglicht den direkten Vergleich der simulierten
Sensorantwort mit der experimentellen. Bei dem Spharoid in Suspension wurde eine
radiale 2D Schnittlinie auf HOhe des halben Durchmessers gelegt (C). Dies ermdglicht
eine Gegenuberstellung der Konzentrationsprofile adharenter und suspendierter

Spharoide.
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Abbildung 30: Postprocessing von Gewebemodellen im 96-Well Format. (A) Die raumabhangige
Sauerstoffkonzentration in einem adhérenten Sphéaroid wurde durch eine 1D-Plotgruppe mit einer 2D
Schnittlinie (—) als Datensatz visualisiert. (B) Die zeitabhangige Sauerstoffkonzentration in adharenten
Zellen im Monolayer wurde durch einen Schnittpunkt (¢) als Datensatz generiert. In beiden Fallen
befindet sich der Datensatz 5 um unter der Gewebeoberflache in der Sensorfolie, um die Ergebnisse
mit der experimentell bestimmten Sensorantwort vergleichen zu kénnen. (C) Bei den Sphéaroiden in
Suspension wurde die 1D-Plotgruppe anhand einer radialen 2D Schnittlinie (—) auf Hohe des halben
Durchmessers generiert

Ein analoges Verfahren wurde fir die Auswertung der orts- und zeitaufgeldsten
Sauerstoffverteilung im Gewebe, welche mittels permeabler Kultursubstrate
untersucht wurde, durchgefiihrt. Der einzige Unterschied besteht darin, dass ein
entsprechender Datensatz (Schnittlinie oder Schnittpunkt) sowohl im Gewebe selbst
als auch in der Sensorfolie generiert wurde. Durch dieses Vorgehen wurde der Einfluss
der Membran als Diffusionsbarriere sowie die Auswirkungen des Spaltes zwischen

Membran und Sensor analysiert.

Fur die Analyse der orts- und zeitabhangigen Veranderung der lokalen
Sauerstoffverbrauchsrate wurde der Datensatz der 1D-Plotgruppe in allen Fallen im

Gewebe generiert, da nur dort die Verbrauchskinetik mathematisch modelliert wurde.
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Animationen und 3D Plots wurden durch einen Rotations-Datensatz generiert. Dieser
Datensatz wiederum ist das Resultat der 2D-achsensymmetrischen Raumdimension
des Modells und der 3D Plot ist in Abbildung 31 exemplarisch fir die
Sauerstoffverteilung im Fall eines Spharoids in Suspension dargestellt.
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Abbildung 31: 3D Simulationsplot der Sauerstoffverteilung in einem Sphéroid, lokalisiert in der Mitte
eines Wells, resultierend aus einem 2D-achsensymmetrischen Modell.

Mathematische Funktionen, wie Integrale, wurden verwendet, um die Ergebnisse zu
analysieren und mit Literaturdaten zu vergleichen. Mittels einer Oberflachenintegration
Uber den Ausdruck der Michaelis-Menten Verbrauchskinetik in Gleichung (20) im
jeweiligen Gebiet (Monolayer oder Spharoid) wurde die globale Verbrauchsrate Rgiobal
in pmol-s* bestimmt. Die Division des ermittelten Wertes durch die jeweilige Zellzahl

lassen Ruckschlisse auf die Verbrauchsrate pro Zelle zu.
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5 Untersuchung adharenter Zellen im Monolayer

Molekularer Sauerstoff ist essenziell und notwendig fur alle aeroben Lebensformen
(Wolfbeis, 2015). Im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung erhalten die Zellen,
durch Reoxidation der Coenzyme NADH/H* und FADH: mit Sauerstoff, Energie in
Form von ATP (Loffler, 2003). Eine verminderte Sauerstoffversorgung von
verschiedenen Regionen im Gewebe flhrt zu einer Vielzahl von pathologischen
Zustanden (Roussakis et al., 2015). Daher ist es von enormer Bedeutung, die
Sauerstoffkonzentration in zellularen Systemen zu untersuchen. Planare Sauerstoff-
sensitive Sensorfolien stellen eine experimentelle Mdoglichkeit dar, um den
Sauerstoffpartialdruck als Folge der Atmungsaktivitat direkt unter der Zellschicht
nicht-invasiv nachzuweisen (Putz, 2021; Schmittlein, 2017). Die Komplexitat des
biologischen Systems erschwert allerdings eine ganzheitliche Analyse des Systems in
vitro, was zudem kostspielig und zeitaufwendig ware. In silico Ansatze stellen eine
sinnvolle Erganzung dar, da es, durch eine systematische Variation der Parameter,
nicht nur moglich ist, Kosten und Zeit zu sparen, sondern auch in vitro Studien zu
optimieren oder neue Hypothesen zu generieren (Loessner et al., 2013; Malandrino et
al., 2018).

Das Ziel des Projekts war es, ein Simulationsmodell zu entwickeln, mit welchem der
Sauerstoffverbrauch von adharenten U373 Zellen im Monolayer quantifiziert werden
kann. Die Verlasslichkeit des Modells wurde mit Experimenten, welche von Tobias
Naber durchgefuhrt wurden, evaluiert und verifiziert. Bei eben diesen wurde, durch das
2D Messsystems VisiSens TD in Kombination mit planaren Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolien (SF-RPSu4, beides von PreSens Precision Sensing GmbH), die
Sauerstoffkonzentration direkt unter einer adharenten Zellschicht gemessen (siehe
Abbildung 32 A). Davon ausgehend wurde der Sauerstoffverbrauch in silico,
unabhangig von einem bestimmten Zelltyp, fiir verschiedene Parameter untersucht,
wie die Auswirkungen von offenen und geschlossenen Systemen, des Multiwellformats

und der Hohe der Flussigkeitssaulen.

Dartber hinaus wurden Vorhersagen flr Systeme mit permeablen Membraneinsatzen

getroffen (siehe Abbildung 32 B). Diese besitzen viele Vorteile physiologischer und
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experimenteller Natur und stellen eine beliebte Messmethode dar, um
Transportprozesse zu untersuchen (Henry-Vitrac et al., 2006; Hilgers et al., 1990; Xu
et al., 2014).

A B

GRS

Abbildung 32: Schematische Darstellung von zwei in vitro Assays zur Untersuchung der
Sauerstoffverteilung unter adharenten Zellen im Monolayer. Die Zellen adharieren in (A) direkt auf der
Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie und in (B) auf der Membran eines permeablen Kultursubstrates. Die
Sensorfolie ist dabei direkt unterhalb des Einsatzes am Boden des Wells fixiert.

Dazu wurde ein Monolayer aus adharenten U373 Zellen direkt auf einer porésen
Filtermembran modelliert. Das Ziel war, die Verlasslichkeit des experimentellen
Ansatzes flr die Sauerstoffmessung zu prifen, bei welchem die mit Zellen bedeckte
Membran direkt Gber einer Sensorfolie hangt. In diesem Rahmen wurden weitere
Faktoren, wie die Porositat und Eigenschaften verschiedener permeabler
Kultursubstraten, deren Einfluss als Diffusionsbarriere, die Distanz zwischen Zellen
und Sensor sowie die Hohe der Flussigkeitssaule im apikalen Kompartiment

untersucht.

Zuletzt wurde das Proliferationsverhalten von MCF-7 Zellen mit zwei verschiedenen
experimentellen Methoden, impedimetrisch sowie fluoreszenzbasiert, analysiert, um
im Laufe der Arbeit einen Zusammenhang zwischen der Verdopplungszeit in 2D und

3D (siehe Kapitel 6.1.1) herstellen zu kénnen.

In den folgenden Kapiteln wurden alle in vitro Ergebnisse auf signifikante Stellen
gerundet. Bei den in silico Daten hingegen wurde eine andere Rundungsmethode

verwendet, da sonst marginale Unterschiede nicht sichtbar gemacht hatten werden
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kénnen. So wurden diese einheitlich auf maximal zwei Nachkommastellen gerundet,
wobei die Rundungsstelle je nach Wert der nachfolgenden Stelle auf- (Wert der
Folgestelle: = 5) beziehungsweise abgerundet (Wert der Folgestelle: < 5) wurde. Bei
der Darstellung der Eingangsvariablen in COMSOL wurde stets die komplette Zahl mit
allen Nachkommastellen genannt, da dies essenziell fir reproduzierbare

Simulationsergebnisse ist.
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5.1 Sauerstoffverteilung in Zellen auf Sauerstoff-sensitiven

Sensorfolien

Sowohl die Experimente als auch der Grof3teil der darauf basierenden Simulationen
dieses Abschnittes wurden in einer 96-Well Platte durchgefiihrt. Die fur die in silico
Modellierung notigen Abmessungen eines Wells einer 96-Well Platte mit einem
Volumen von 200 puL an Medium sind Kapitel 4.3.1 zu entnehmen. Die Sauerstoff-
sensitive Sensorfolie befindet sich in vitro und in silico auf dem Boden des Wells und
wurde mit einer Hohe von 7 um modelliert. Wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, handelt
es sich dabei lediglich um die durchschnittiche Hohe der Sauerstoff-sensitiven
Sensorschicht, da die Isolationsschicht fur eine verbesserte Adhasion der Zellen vor
der Durchfihrung des Experiments entfernt wurde und die Tragerschicht nicht-
permeabel flr Sauerstoff ist. Die Grundlagen der mathematischen Modellierung sowie
zugrundeliegende Parameter, wie Diffusionskoeffizienten, sind in Kapitel 4.3.2
ausfuhrlich erlautert. Bei der Diffusion handelt es sich um den einzig vorherrschenden
Transportprozess, welcher im Modell betrachtet wurde, und die Werte der jeweiligen
Koeffizienten wurden als konstant angenommen. Ebenso wurde der Radius des
konfluenten Monolayers als konstant angesehen, da der Massentransport im
Untersuchungszeitraum schneller verlauft als die Zellproliferation. Somit bleiben auf
Basis der getroffenen Annahmen, neben der Hohe h des konfluenten Monolayers, die
maximale Sauerstoffverbrauchsrate Rmax sowie die globale Sauerstoffverbrauchsrate
Rgobat  die  einzigen  veradnderbaren  Variablen. Die  Einheiten  der
Sauerstoffverbrauchsraten wurden fir Rmax in den COMSOL Standardeinheiten
mol-m3-s und fir Rgoba in pmol-s angegeben. Eine detailliertere Auffiihrung der

modelltechnischen Annahmen ist in Kapitel 4.3.4 zu finden.

5.1.1 Experiment und Simulation adharenter U373 Zellen im Monolayer

Zur Untersuchung der Atmungsaktivitat adharenter U373 Zellen im konfluenten
Monolayer wurden je 200 pL einer Zellsuspension mit einer Zelldichte von
110k Zellen-cm? auf  Sauerstoff-sensitiven  Sensorfolien  ausgesat.  Die
Sauerstoffverteilung wurde Uber einen Zeitraum von 24 Stunden am VisiSens TD in
200 pL L-15 Medium in einem offenen System tberwacht (37 °C und 0 % CO3). Das
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in silico Modell wurde durch eine kombinierte Variation der Parameter der maximalen
Sauerstoffverbrauchsrate Rmax und der Hohe h des Monolayers an die experimentellen
Ergebnisse angepasst. Die Anpassung erfolgte dabei nach Augenscheinvaliditat, da
im Rahmen der durchgefihrten in silico Modellierung keine Optimierungsalgorithmen
verfigbar sind. Die resultierenden Wertepaare fiir eine Ubereinstimmung aus
Experiment und Simulation sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. Der Graph in Abbildung 33
zeigt die konform einhergehende Abnahme des Sauerstoffpartialdruckes pO: als
Funktion der Zeit fur konfluente U373 Zellen im Monolayer des in vitro und in silico
Modells in Abhangigkeit von Rmax und h.
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Abbildung 33: Darstellung des Sauerstoffpartialdruckes unter einem konfluenten U373 Monolayer in
Abhangigkeit von der Zeit t. Die Sauerstoffmessungen wurden in vitro (—, MW = SEM; n = 12) und in
silico in einem offenen System durchgefiihrt. Durch einen kombinierten Parametersweep tber die Hohe
sowie die maximale Sauerstoffverbrauchsrate Rmax des Monolayers wurde die Ubereinstimmung
zwischen Experiment und Simulation gezeigt (—: h =2 um, Rmax = 1,9-102 mol'm=3-s1; —: h =3 um,
Rmax = 1,27-102 mol-m=3-s%; : h=4pum, Rmax = 0,95-102 mol'm=3-s7; — h=5pm,
Rmax = 0,76:102 mol'm3st; —: h = 6 um, Rmax = 0,63:102 mol'm=3-s1). T = 37 °C.

Der Sauerstoffpartialdruck unter der Zellschicht nimmt im ratiometrischen Setup der
Messung zunéchst zwischen 0 und 30 min von (115,7 + 1,8) torr auf (122,3 + 1,8) torr
zu. Anschlie3end féllt dieser, bis nach ungefahr 5 h ein Gleichgewichtszustand mit

einem konstanten Wert von ungefahr (99,8 + 1,4) torr erreicht wird. In der Simulation

stimmt der Kurvenverlauf fir jedes der kombinierten Parameterpaare Rmax und h aus
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Tabelle 7 Uberein. Der pOz sinkt hier kontinuierlich von einem Ausgangswert von

149 torr auf einen stabilen Endwert von 99,4 torr nach circa 7,7 h.

Tabelle 7: Ergebnisse der kombinierten Variation der Parameter h und Rmaxder adhérenten U373 Zellen
im Monolayer bei einer Ubereinstimmung der Daten aus der in vitro und in silico Analyse. Die
Wertepaare sind jeweils in der gleichen Farbe dargestellt wie die zugehorigen Kurven des pO: in
Abbildung 33.

Hohe h / Maximale Sauerstoffverbrauchsrate Rmax /
pm mol-m3-s?t
2 1,9-102
3 1,27-102
5 0,76-102

Die Ergebnisse der in silico Modellierung aus Abbildung 33 und Tabelle 7 zeigen zum
einen, dass die zeitabhangige Anderung des Sauerstoffpartialdruckes unterhalb der
Zellschicht fur jedes Parameterpaar (h und Rmax) beinahe identisch zu demjenigen des
Experiments ist. Zum anderen wird ersichtlich, dass mit zunehmender Hohe der
Zellschicht die maximale volumenbezogene Sauerstoffverbrauchsrate abnimmt. Aus
einer Integration Uber die jeweilige Oberflache des modellierten Monolayers resultiert
eine einheitliche globale Verbrauchsrate von 1,19 pmol-s? fir die kombinierten
Wertepaare aus Rmax und h. Wird dieser Wert durch die Zellzahl geteilt, welche als
konstant angenommen wurde, ergibt sich eine zellulare Sauerstoffverbrauchsrate pro
Zelle von 32 amol-st-Zelle!. Infolgedessen wird ersichtlich, dass sich die Héhen und
somit die volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsraten im Falle der
Ubereinstimmenden in vitro und in silico Verlaufe des pO: in Abhangigkeit von der Zeit
durchaus unterscheiden kénnen. Allerdings sind die globalen Verbrauchsraten fiir die
gesamte Zellschicht mit einer Aussaatdichte von 110k Zellen-cm? und damit
diejenigen pro Zelle identisch.
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Wie bereits erwahnt, wurden die in silico Daten durch eine kombinierte Variation der
Parameter der maximalen  Sauerstoffverbrauchsrate  Rmax und  der
Hohe h des Monolayers gemald einer Augenscheinvaliditat an die experimentellen
Ergebnisse angepasst. Zur Einschatzung der Glte dieser Anpassung wurde
erganzend das numerische BestimmtheitsmalR R? herangezogen. R? quantifiziert die
quadratischen Abweichungen der vorhergesagten Werte im Verhaltnis zu deren
Varianz. Dieses wurde nach folgender Gleichung (enthommen aus Fahrmeir et al.,
2016) mit Unterstitzung von Benjamin Minch (Universitat Regensburg) in der

Programmiersprache R (R Core Team, 2023) berechnet:

o2l SO L S0 9)
(i y)z oy )7)2
(26)
mit yi als beobachtete experimentelle Werte, §. als vorhergesagte Werte des

Simulationsmodells und y als arithmetisches Mittel der yi (i = 1,....,n).

Fir die Betrachtung des gesamten Untersuchungszeitraumes ergibt sich R2 = 0,66 fir
das Simulationsmodell bei der Vorhersage der experimentellen Daten. Aufgrund der
extremen Abweichung zwischen den experimentellen und den in silico Daten zwischen
t=0-30min wurde erganzend die Modellgite ab t=30 min bestimmt. Das
Weglassen der Messwerte im Zeitraum t = 0 — 30 min fuhrt mit einem R2=0,88 zu

einer deutlichen Verbesserung der Vorhersagequalitat des simulierten Modells.

Da die herangezogenen Mess- und Simulationsdaten nicht normalverteilt sind, ist das
R2 nur eingeschrankt interpretierbar. Um einen Referenzwert zu gewinnen, wurden die
experimentellen Daten ergdnzend mit einem sogenannten Quasi-Poisson
Regressionsmodell vorhergesagt (Tutz, 2012). Die Ergebnisse fiir R2? unter
Verwendung des Quasi-Poisson Modells sind im Vergleich zum in silico Modell in

Tabelle 8 aufgefihrt.

93



Untersuchung adharenter Zellen im Monolayer

Tabelle 8: Darstellung der Bestimmtheitsmafle R? bei einem Vergleich des experimentellen Modells
einerseits mit dem in silico Modell und andererseits mit einem Quasi-Poisson Regressionsmodell.
Zusétzlich wurde R2 in beiden Gegeniberstellungen fir zwei unterschiedliche Zeitraume bestimmt.

Modell R?2(t=0-24h) R? (t=0,5-24h)
in silico 0,66 0,88
Quasi-Poisson Modell 0,27 0,29

Mit den Ergebnissen in Tabelle 8 wird ersichtlich, dass das in silico Modell die
experimentellen Daten deutlich besser als das Quasi-Poisson Modell erklart, sowohl
fur den Gesamtzeitraum als auch ab t = 30 min. Dies stitzt die Vorgehensweise mit

Hilfe der Augenscheinvaliditat.

5.1.2 Einfluss kritischer Parameter auf die in silico Sauerstoffverteilung

Die Kombination aus den zugrundeliegenden Annahmen und der Ubereinstimmung
aus Experiment und Simulation in Kapitel 5.1.1 hat zur Folge, dass die Werte der
Sauerstoffverbrauchsraten (Rmax und Rgiobal) SOwie die Hohe h des Monolayers, als
einzig veranderliche Variablen, einen wesentlichen Einfluss auf den Verlauf des
Sauerstoffpartialdruckes in Abhangigkeit von der Zeit haben. Um die exakten
Auswirkungen im Allgemeinen und unabhangig vom Zelltyp genauer zu untersuchen,
wurden verschiedene Parametervariationen durchgefuhrt. Dazu wurde jeweils einer
der eben genannten Parameter konstant gehalten, wahrend die Ubrigen in einem
physiologisch sinnvollen Wertebereich verandert wurden. Zunadchst wurde
angenommen, dass die Hohe des Monolayers mit 5 um konstant ist, wahrend die
maximale Sauerstoffverbrauchsrate von 0,1:102 mol'm=:s? bis 0,1 mol-m=3-s?
geandert wurde. Infolge der Anderung von Rmax &@ndert sich auch die globale
Verbrauchsrate, als Ergebnis der Oberflachenintegration, in einem Bereich von

0,16 pmol-s bis 3,72 pmol-s™.
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Abbildung 34: Untersuchung des Sauerstoffpartialdrucks direkt unterhalb der adharenten Zellen im
Monolayer durch systematische Variation der Parameter Rmax, Rgiobal Und h. (A) Zeitabhangiger Verlauf
des pO:2 durch Variation von Rmax und infolgedessen von Rgieval, wahrend die Hoéhe des Monolayers mit
5 um konstant gehalten wird. Durch Variation der Hohe h (2 um — 6 um) wird die Veratmung einerseits
bei einer konstanten maximalen Sauerstoffverbrauchsrate Rmax (B) analysiert und andererseits unter
Annahme einer konstanten globalen Verbrauchsrate Rgiobai (C). T = 37 °C.

Aus Abbildung 34 A geht hervor, dass ausgehend von 149 torr bei t=0h die
zeitabhangigen Verlaufe des pO: fur alle Variationen von Rmax zu verschiedenen
Zeitpunkten einen Gleichgewichtszustand erreichen. Die Abnahme des pO: ist bei
einer maximalen Sauerstoffverbrauchsrate der adharenten Zellen von 0,1 mol-m=3-st
(—) mit 99,5 % einerseits am starksten. Andererseits ist der Sauerstoffpartialdruck
bereits nach 1,8 h bei einem konstanten Endwert angelangt. Mit einem Wert von
0,1-:10°> mol'm3-s? fiir Rmax (—) verandert sich der Sauerstoffpartialdruck unterhalb
der Zellen lediglich um 4,5 % innerhalb von 24 Stunden. AuRerdem verzdgert sich das
Erreichen des Gleichgewichtszustandes mit variierenden Werten fir Rmax auf bis zu
12,7 Stunden. Bei der Parametervariation in Abbildung 34 B wurde angenommen,
dass die maximale Verbrauchsrate mit einem Wert von 0,1-10* mol'm=-s'! konstant
ist, wahrend sich die Hohe des Monolayers zwischen 2 um und 6 um andert. Im
Gegensatz zu den beobachteten Ergebnissen in Abbildung 34 A nimmt der Verlauf
des zeitabhéngigen pO: fir alle untersuchten Hohen nach ungeféhr 7,7 Stunden einen
konstanten Wert an. Dieser Endwert ist bei héheren Monolagen von 6 pm (—) mit
einem Wert von 72,7 torr niedriger als bei 2 um (—) mit 123,1 torr. Infolgedessen steigt
der prozentuale Abfall des Partialdruckes unterhalb der Zellen mit zunehmender Hohe
von 17,6 % (—) Uber 35 % (—) bis hin zu 52 % (—). Trotz einer konstanten maximalen

volumenbezogenen Verbrauchsrate andert sich Rgiobar von 0,63 pmol-s fir 2 um auf
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einen Wert von 1,85 pmol-s? bei einer Hohe von 6 um. Zuletzt wurde der Fall
untersucht, bei dem bei erneuter Variation der Hohe h die globale Verbrauchsrate mit
einem Wert von 1,19 pmol-s? als konstant angenommen wurde. Die Ergebnisse in
Abbildung 34 C zeigen, dass trotz kontinuierlicher Veranderung von h und damit einer
Anderung von Rmax, kein Unterschied zwischen den Kurvenverlaufen erkennbar ist. In
allen Fallen sinkt der pO2 von 149 torr (t =0 h) auf einen Gleichgewichtswert von
99,4 torr. Der Kurvenverlauf sowie die kombinierten Wertepaare fir Rmax und h sind
identisch zu denjenigen in Abbildung 33 und Tabelle 7 und validieren die dort

beobachtete Ubereinstimmung aus Experiment und Simulation.

5.1.3 Simulation offener und geschlossener Systeme

Die bisherigen in silico Modellierungen wurden auf Basis der zugrundeliegenden
Experimente unter der Annahme eines offenen Systems durchgefuhrt. Insofern wird
dem System kontinuierlich Sauerstoff Uber die obere Grenzflache zwischen Medium
und Umgebungsluft zugefuhrt. Die Konzentration an dieser Grenzflache entspricht
dabei der atmospharischen Sauerstoffkonzentration in einem normoxischen Inkubator
bei einer Temperatur von 37°C und 0% CO2 wund wird durch eine
Konzentrationsrandbedingung modelliert (siehe Kapitel 4.3.2). Im Falle des
geschlossenen Systems wird dieser Ubergang von gasférmigem Sauerstoff (iber die
Grenzflache in die flissige Phase unterbunden. Mit Ausnahme dieser Unterschiede in
der Medium/Luft Grenzflache sind die Ubrigen theoretischen Voraussetzungen
identisch. Fiur beide Systeme wurde angenommen, dass die Zellen mit einer Zelldichte
von 110k Zellen-cm in 200 pL Volumen ausgesat wurden. Infolge der identischen
geometrischen Modellierung des konfluenten Monolayers mit einer durchschnittlichen
Hohe von 5 pum wurde zudem eine volumenbezogene Sauerstoffverbrauchsrate von
0,76-102 mol-m=3-s1  vorausgesetzt. Der zeitabhangige  Verlauf  des
Sauerstoffpartialdruckes pO2z unterhalb der adharenten Zellen im Monolayer ist sowohl

fur das offene als auch das geschlossene System in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: Darstellung des Sauerstoffpartialdruckes pO2 unterhalb adh&renter Zellen im Monolayer
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden in einem offenen (—) und geschlossenen (—) System. T = 37 °C.

Der Kurvenverlauf ist bis t = 54 min fur beide Systeme mit einer Abnahme des pO: auf
Werte von ungefahr 119 torr nahezu identisch. Anschliel3end sinkt der pO:z in einem
geschlossenen System linear auf 2,2 torr (t = 10 h) und schlief3lich auf 0,07 torr nach
14,2 Stunden. Mit einer offenen Randbedingung an der Luft/Medium Grenzflache
hingegen fallt dieser lediglich auf 99,4 torr (t = 7,7 h) und bleibt ab diesem Zeitpunkt
konstant. Somit liegt die effektive Abnahme des pO2 im geschlossenen System mit

99,9 % bedeutend héher als im offenen mit 33,3 %.

Die Sauerstoffverteilung in beiden Systemen wird zusatzlich in Abbildung 36 deutlich.
Durch die 3D Plots wird die Sauerstoffdepletion infolge der Veratmung durch die Zellen
im geschlossenen System dem Gleichgewichtszustand in einem offenen System zu

verschiedenen Zeitpunkten (t = 0 h, 5 h, 24 h) gegenubergestellt.
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Abbildung 36: Simulierte 3D Sauerstoffverteilung innerhalb der in vitro Zellkulturumgebung eines Wells
einer 96-Well Platte mit 200 pL Volumen. Die adharenten Zellen im Monolayer wurden auf einer
Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie am Boden des Wells modelliert. Die obere Reihe zeigt die
Modellausgabe beit =0 h (A),t=5h (B) und t = 24 h (C) in einem offenen System, wahrend die untere
Reihe die Losung im Falle eines geschlossenen Systems zu den gleichen Zeitpunkten visualisiert
(t=0h:D,t=5h: Eundt=24h:F). Infolge der 2D-achsensymmetrischen Natur des Modells kénnen
die Ergebnisse durch einen Rotations-Datensatz als Zylinder in 3D dargestellt werden.

Trotz einer identischen maximalen OCR von 0,76-102 mol-m3-s'1 weichen die globalen
Verbrauchsraten pro Gewebe voneinander ab. Wahrend in einem offenem System
Sauerstoff mit 1,19 pmol-s veratmet wird, liegt die Verbrauchsrate im geschlossenen
System bei lediglich 0,49 pmol-s™* und somit um 58,8 % niedriger. Bezogen auf die
Sauerstoffverbrauchsrate  pro Zelle fuhrt dies zu einem Wert von
13 amol-s*-Zelle! gegeniiber dem bereits berichteten Wert von 32 amol-s*-Zelle! in
einem System mit einer offenen Randbedingung an der Luft/Medium Grenzflache
(siehe Kapitel 5.1.1).
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5.1.4 Einflusse des Multiwellformats und der Hohe der Flissigkeitssaule

Im Gegensatz zu den bisher dargestellten Ergebnissen, bei welchen das jeweilige
Multiwellformat und die Hohe der Flissigkeitssaule identisch waren, wurde zusatzlich
untersucht, welchen Einfluss eine Variation dieser Parameter auf den zeitabh&ngigen
Verlauf des pO:2 direkt unter einer adhérenten Zellschicht hat. Die Sauerstoffverteilung
in 2D und 3D Zellkulturen wird in der Literatur unter Verwendung verschiedener
Protokolle, welche sich hinsichtlich der Geometrien der Kulturgefal3e und den darin
befindlichen Volumina an Medium unterscheiden, analysiert. Dies wirft die Frage auf,
ob ein Vergleich der Ergebnisse bei Abweichungen eben dieser Faktoren tberhaupt
sinnvoll ist. Denn selbst wenn die Aussaatdichte in allen Fallen gleich ist, resultiert im
Zuge der differierenden Wachstumsflachen der Substrate zum einen eine
abweichende effektive Zellzahl im System. Zum anderen erfordern die
unterschiedlichen Geometrien der Multiwellformate, unter der Voraussetzung einer
konstanten Hohe der Flussigkeitssaule, eine Veranderung des Volumens. Dies kann
dadurch begrindet werden, dass eine adaptive Anpassung des Volumens sowohl die
Effekte der Verdunstung verhindern als auch eine angemessene Nahrstoffversorgung
der Zellen gewahrleisten soll (Tse et al., 2021). Somit wurden im Folgenden drei
unterschiedliche Multiwellformate modelliert, welche sich zwar hinsichtlich der darin
befindlichen Volumina unterscheiden, jedoch gleichhohe Flussigkeitssaulen besitzen.
Bei den Formaten handelt es sich erneut um ein Well einer 96-Well Platte, um ein Well
einer 24-Well Platte und um ein Well einer 12-Well Platte. Weiterhin wurde das
Multiwellformat einer 96-Well Platte mit unterschiedlichen Volumina von 100 pL,
200 pL und 300 pL untersucht. Fur alle zylindersymmetrischen Wells kann der
Zusammenhang zwischen dem Volumen V, dem Durchmesser d und der H6he der
Flissigkeitssaule h durch folgende Formel berechnet werden:

d2
v=m(y)

(27)

Eine Zusammenfassung der resultierenden Werte im Zuge der unterschiedlichen

Abmessungen der verwendeten Zellkultursysteme sind Tabelle 9 zu entnehmen.
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Tabelle 9: Variationen des Durchmessers (siehe Kapitel 4.3.1), der Medienvolumina und der
Diffusionsabstédnde fir Sauerstoff (Hohe der Flussigkeitssdule des Mediums) fur unterschiedliche
Zellkultursysteme.

Kultursystem Durchmesser / mm Volumen an Medium Hohe der
[ pL Flissigkeitssaule /
mm
96-Well Platte 6,39 100; 200; 300 3,12; 6,24; 9,36
24-Well Platte 15,7 604 3,12
12-Well Platte 22,2 1208 3,12

Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurde in allen Fallen ein offenes System mit
konfluenten Zellen im Monolayer der Hohe 5 um modelliert. Ebenso wurde eine
zellulare Verbrauchsrate von 32 amol-s-Zelle' angenommen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 37 dargestellt, wobei (A) den zeitabhangigen Verlauf des pO: in
verschiedenen Systemen zeigt und (B) die Sauerstoffverteilung in einem
Multiwellformat mit unterschiedlichen Volumina. In Abbildung 37 A ist fur jedes
simulierte Multiwellformat eine nahezu konforme Abnahme des
Sauerstoffpartialdruckes auf einen Wert von ungefahr 126 torr innerhalb vont =1 h zu
beobachten. Jedes der dargestellten Systeme erreicht nach spéatestens 1,8 h einen
Gleichgewichtszustand. Fur das Well einer 96-Well Platte (—) nimmt der pO2 unterhalb
der Zellschicht einen Gleichgewichtswert von 125,42 torr an. Bei einer Erhéhung der
Dimensionen des Multiwellformats sinkt der pO2 auf 125,36 torr fur das Well einer
24-Well Platte (—) und auf 125,29 torr fur das simulierte Well einer 12-Well Platte
(—). Somit differieren die pO2 Werte im Gleichgewichtszustand um maximal 0,1 %. Ein
ahnlich konformer Abfall des pOz: ist bei unterschiedlichen Volumina innerhalb des
gleichen Systems zu beobachten (siehe Abbildung 37 B). Von anfanglichen 149 torr
sinkt der pO2 zunachst innerhalb von 30 Minuten auf einen Wert von 127 torr. Im
weiteren Zeitverlauf unterscheiden sich die Kurvenverlaufe sowohl hinsichtlich deren
weiterer pO2 Abnahme als auch des Zeitpunktes der Gleichgewichtseinstellung.
Analog zu dem Verlauf in Abbildung 37 A sinkt der pO:2 fur eine 96-Well Platte mit
100 pL Medium (—) auf 125,42 torr nach 1,8 h. Bei einer Verdopplung des Volumens

auf 200 pL und einer resultierenden Flussigkeitssaule von 6,24 mm (—) wird hingegen
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erst nach circa 7,7 h ein Gleichgewichtswert von 99,4 torr erreicht. Wird das Volumen
um weitere 100 puL erhoht (—), ist eine Abnahme des pO2 um weitere 24 % zu

beobachten mit einem Endwert von 75,3 torr nach 18,6 h.
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Abbildung 37: Darstellung des Sauerstoffpartialdruckes pO2 unterhalb eines 2D Monolayers mit einer
Hohe von 5 um und einer zellularen Verbrauchsrate von 32 amol-s? als Funktion der Zeit t unter
Berticksichtigung (A) verschiedener Multiwellformate (96-Well, 24-Well und ) mit gleichhohen
Flissigkeitssaulen und (B) verschiedener Volumina (100 pL, 200 pL und ) im gleichen System
(96-Well Platte). T = 37 °C.

Durch die Veranderung der Wachstumsflache in den verschiedenen Formaten in
Abbildung 37 A resultieren, trotz der Annahme einer gleichen zellularen
Verbrauchsrate, unterschiedliche globale Verbrauchsraten fiir die gesamte
Zellpopulation im Monolayer. Aufgrund eines nahezu konstanten Volumen-zu-
Oberflachen-Verhaltnisses fir jedes Multiwellformat sind die maximalen
volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsraten Rmax jedoch nahezu identisch
(maximale Abweichung von 0,8 %) und demnach sind die zeitabhéngigen pO:
Verlaufe sehr ahnlich. Beim gleichen Zellkulturformat mit variierenden Hohen der
Flissigkeitssdule des Mediums (Abbildung 37 B) andern sich, unter der Annahme
identische zellularer Verbrauchsraten, weder Rmax noch Rgiobal. Die Veranderungen in
den Hohen der Flissigkeitssaule stellen dabei einen entscheidenden Einflussfaktor fur
die Untersuchung der Sauerstoffverteilung in 2D Zellkultursystemen dar und mussen

bei der Analyse bertcksichtigt werden.
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5.1.5 Diskussion

Die Verfugbarkeit von Sauerstoff bestimmt die Effizienz des zellularen Stoffwechsels.
Wahrend bei der anaeroben Glykolyse nur 2 mol ATP pro mol Glukose produziert
werden, sind dies 30 mol beim aeroben Stoffwechsel (J. M. Berg et al., 2018; P.
Christen et al.,, 2016). Des Weiteren umfasst der Beitrag der mitochondrialen
Veratmung 90 % vom gesamten zellularen Sauerstoffverbrauch (Wu et al., 2007).
Somit kdnnen Unterschiede in der Sauerstoffzufuhr sowohl in vitro als auch in vivo
signifikante  Auswirkungen auf das Verhalten von Zellen haben. Die
Sauerstoffverteilung in zellularen Systemen wird dabei im Wesentlichen durch
folgende Faktoren beeinflusst: zellulare OCR, Zelldichte, Zelltyp, Ho6he der
Flussigkeitssaule und das Kulturgefal® (Al-Ani et al., 2018). Auf Basis dieser Aspekte
werden im Folgenden die Ergebnisse aus den Kapiteln 5.1.1 — 5.1.4 diskutiert.

Bei der Analyse eines Monolayers aus adharenten U373 Zellen in einem offenen
System (siehe Abbildung 33 und Abbildung 34 C) ist durch den zellularen
Sauerstoffverbrauch sowohl in silico als auch in vitro ein zeitabh&ngiger
Sauerstoffgradient unterhalb des Gewebes zu beobachten. Dabei sinkt der pO:
zunachst lokal unterhalb der Zellschicht bis ein Gleichgewicht erreicht ist. Wahrend der
anfangliche pO2 Wert in der Simulation bei 149 torr liegt, betragt er im Experiment
lediglich (115,7 + 1,8) torr und steigt auf (122,3 = 1,8) torr innerhalb von 30 min. Die
unterschiedlichen Initialwerte und der anfangliche Peak in vitro kdnnten durch
verschiedene Faktoren erklart werden. Einerseits veratmen die Zellen ab Zellaussaat
Sauerstoff. Dadurch bilden sich bereits wahrend der Kulturzeit Sauerstoffgradienten
aus, welche trotz eines Mediumwechsel unmittelbar vor dem Experiment nicht
vollstandig ausgeglichen werden konnten. In der Simulation hingegen wird
angenommen, dass die Zellen erst ab t = 0 h Sauerstoff veratmen. Andererseits wurde
in der Simulation ein initialer pO2 von 149 torr angenommen (siehe Kapitel 4.3.2), da
die Zellkultivierung in einem Zellkulturinkubator mit 100%iger Luftfeuchtigkeit
stattfindet. Die Sauerstoffkonzentration in der Gasphase betragt 20,9 %. Bei einem
atmospharischen Gesamtdruck von 760 torr auf Meereshdhe liegt der Anteil des pO2
somit bei 159 torr. Durch die zusatzliche Berucksichtigung der 100%igen

Luftfeuchtigkeit in Zellkulturinkubatoren, welche 6,2 % des atmosphéarischen Drucks
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ausmacht, sinkt die Oz Konzentration auf 19,7 %, was zu einem pO2z von 149 torr fuhrt.
Der Wasserdampf, der durch das im Inkubator befindliche Wasserbad entsteht, ist
dabei essenziell, da es sonst zu einer Verdunstung des Mediums kommen wtirde. Die
damit einhergehende Veranderung der Osmolaritat hatte wiederum einen Einfluss auf
den Stoffwechsel der Zellen oder des Gewebes (Place et al., 2017; Wenger et al.,
2015). Die Sauerstoffmessungen in vitro wurden hingegen in einem trockenen
Inkubator durchgefuhrt. Somit konnte der Anstieg des pO2 zwischen t =0 — 30 min
durch den héheren pO:2 in der Gasphase von 159 torr erklart werden kénnte. Zudem
konnten Temperatureffekte eine Rolle bei dem anfanglichen Peak, welcher im
Experiment beobachtet wurde, spielen. Allerdings kodnnen die tatséachlichen
Einflussfaktoren sehr vielseitig sein und mussten in mehreren Einzelexperimenten
weiter untersucht werden. Der anschlieBende lineare Abfall des pO:2 bis zur
Aquilibrierung in silico und in vitro resultiert aus dem Zusammenspiel der Diffusion von
Sauerstoff durch das Medium und dessen Verbrauch durch die Zellen. Trotz einer
Variation der Hohen und damit der maximalen volumenbezogenen Verbrauchsraten
Rmax stimmen die Simulationsergebnisse mit den experimentellen Resultaten tberein.
Dies kann dadurch begriindet werden, dass die Hohe der Monolage zwar steigt, aber
gleichzeitig sinkt Rmax. ES entsteht somit ein indirekt proportionaler Zusammenhang
zwischen den beiden Parametern, was schlie3lich, durch eine rechnerische Integration
Uber die Oberflache des Monolayers, zu identischen globalen Verbrauchsraten von
1,19 pmol-s? fiihrt. Dieser Wert liegt in einer ahnlichen GréRBenordnung, wie der von
Schmittlein (2017) berichtete Wert von (4,9 + 0,1) pmol-s fuir U373 Zellen. Durch die
Kenntnis der Aussaatdichte von 110k Zellen-cm2 und der Annahme, dass sich die
effektive Zellzahl wahrend des Experiments nicht &ndert, ergibt sich eine zellulare
Verbrauchsrate von 32 amol-s?*-Zelle*. Die Annahme einer konstanten Zellzahl wurde
getroffen, da die tatsachliche Zellzahl zum Zeitpunkt der in vitro Untersuchung nicht
bekannt war. Allerdings wurde in der Literatur dartber berichtet, dass die
Verdopplungszeit von Krebszellen, je nach Aussaatdichte, zwischen 18 h
(Chaouki et al., 2009) und 36 h (Barnes & Sato, 1979) liegen kann. Aufgrund der
Tatsache, dass die Zellen im Rahmen dieser Studie schon sehr dicht ausgesat
wurden, ist zudem mit einer geringen Proliferationsrate und somit einer langeren

Verdopplungszeit zu rechnen, womit die Annahme einer konstanten Zellzahl tber den
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beobachteten Zeitraum gerechtfertigt ist (Bredel-Geissler et al., 1992; Jorjani & Ozturk,
1999; Pettersen et al., 2005). Der resultierende Wert von 32 amol-s?*-Zelle! liegt in
einem sinnvollen Bereich, welcher fur Krebszellen im Allgemeinen mit Werten
zwischen 10 amol-s*-Zelle'! und 60 amol-s1-Zelle! berichtet wird (Place et al., 2017).
Die GroRRenordnung ist zudem &hnlich zu weiteren in der Literatur berichteten
Sauerstoffverbrauchsraten von 5,16 amol-s*-Zelle! (Guarino et al., 2004) und
(11,00 + 0,83) amol-s*-Zelle* (B. A. Wagner et al., 2001) fur eine andere Glioblastom
Zelllinie U937, welche wegen fehlender Daten tber den zellularen Sauerstoffverbrauch
von U373 Zellen herangezogen wurde. Der ahnliche zeitabhangige Verlauf des pO:z in
silico und in vitro sowie die Tatsache, dass sich die resultierende Verbrauchsrate fur
U373 Zellen in einem sinnvollen Wertebereich befindet, validiert das
Simulationsmodell und legitimiert dessen Anwendung fur die Untersuchung weiterer

Faktoren, welche die Sauerstoffverteilung in Zellkultursystemen bestimmen.

Unter Annahme eines offenen Systems in einer 96-Well Platte mit 200 pL Volumen
wurden weitere Faktoren analysiert, welche das Zusammenspiel aus Diffusion und
Verbrauch beeinflussen. Dabei wurde zum einen die H6he des Monolayers mit 5 pm
vorausgesetzt, wahrend die volumenbezogene Verbrauchsrate Rmax variiert wurde
(siehe Abbildung 34 A). Zum anderen wurde der umgekehrte Fall mit einem
konstanten Wert flir Rmax und verschiedenen HoOhen der Zellmonolage
(siehe Abbildung 34 B) betrachtet. Bei der ersten Analyse ist zu beobachten, dass
mit zunehmender Rate fir Rmax der Abfall des pO:2 steiler ist und das Gleichgewicht
friiher erreicht wird. Zudem steigt die globale Verbrauchsrate von 0,16 pmol-s* auf
3,72 pmol-s*. Diese Verhdltnisse kénnten beispielsweise durch einen Anstieg der
Zelldichte beim gleichen Zelltyp hervorgerufen werden. Unter Annahme der gleichen
zellularen Verbrauchsrate von 32 amol'st-Zelle? wirde die Zelldichte von
14450 Zellen-cm (0,1:102 mol-m3-s1) auf 342178 Zellen-cm? (0,1-10"* mol'm-3-s1)
ansteigen. Zirath et al. (2018) berichteten ebenfalls davon, dass der pO:z bei der
Analyse von Ab49 Zellen am starksten abnimmt, wenn die zugrundeliegende
Zelldichte am grofdten ist. Eine lineare Beziehung zwischen Rgiobar und der
Aussaatdichte bei HL60 Zellen beobachteten Guarino et al. (2004). Fleischaker und
Sinskey (1981) nutzten Elektroden fir die Quantifizierung der volumenbezogenen
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Sauerstoffverbrauchsrate in menschlichen Fibroblasten und erhielten eine Zunahme
der OCR mit zunehmender Zellzahl. Allerdings kann entgegen der Annahme die
zellulare Verbrauchsrate bei der gleichen Zelllinie auch unterschiedlich sein (Al-Ani et
al., 2018). Dies zeigte Schmittlein (2017) bei der Analyse der OCR von MDCKII und
NRK Zellen fur steigende Aussaatdichten. Die Zellen beider Zelllinien wurden in flnf
verschiedenen Zelldichten zwischen 15k Zellen-cm? und 200k Zellen-cm2  auf
planaren Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien ausgesat und anschlieRend wurden die
Sauerstoffverbrauchsraten quantifiziert. Wie in der Simulation zu Abbildung 34 A und
den bereits berichteten Literaturdaten stieg die globale Verbrauchsrate in beiden
Fallen mit zunehmender Zelldichte an. Allerdings war bei adhéarenten NRK-Zellen die
grolRte zellulare Verbrauchsrate mit (11,2 + 0,5) amol-st-Zelle! fir die kleinste
Zelldichte zu verzeichnen und die kleinste mit einem Wert von
(4,58 + 0,06) amol-s*-Zelle! bei einer Zelldichte von 200k Zellen-cm2. Somit ist der
Trend bei den Verbrauchsraten pro Zelle entgegengesetzt zu demjenigen bei der
Zelldichte und Rgiobal. Bei MDCKII Zellen hingegen ist weder eine Konformitét bei den
zellularen Verbrauchsraten noch eine bestimmte Tendenz zu beobachten. Ein
ahnliches Verhalten der zellularen OCR, wie bei den NRK Zellen unterschiedlicher
Zelldichte, berichteten auch Sand et al. (1977) sowie Wohlpart et al. (1990). Bei
Ersteren nahm die zellulare Verbrauchsrate von Lymphozyten um das 100fache zu bei
1000facher Verdinnung der Zellsuspension, wahrend Zweitere lediglich eine 4fache
Zunahme der OCR fur Hybridomzellen bei einer gleichzeitigen Abnahme der Zelldichte
von 107 auf 10° Zellen'mL! beobachteten. Fir genauere Rickschlisse auf die
Verbrauchsrate pro Zelle in der vorliegenden Simulation misste das in silico Modell
mit experimentellen Daten zu unterschiedlichen Aussaatdichten validiert werden.
Nichtsdestotrotz liegt es auch ohne eine genaue Kenntnis der zellularen
Verbrauchsrate nahe, dass die Zunahme der globalen Verbrauchsraten einer
moglichen Steigerung der Zelldichte entspricht, wie in gleicher Weise in der Literatur
berichtet wurde. Der Effekt der Zelldichte als mdgliche Erklarung fur die Ergebnisse in
Abbildung 34 A ist zudem eng verknupft mit der Wachstumsrate der Zellen. Um die
Kurvenverlaufe moglicherweise unter diesem Gesichtspunkt erklaren zu kénnen, ist es
sinnvoll, nur die Ergebnisse bei 0,1:102 mol-m=-s* — 0,01 mol'm-3-s*? heranzuziehen,

da bei hoheren volumenbezogenen Verbrauchsraten das Ungleichgewicht zwischen
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Diffusion und Verbrauch deutlicher zu Tage tritt. Die globale Verbrauchsrate nimmt in
diesen Fallen nicht mit gleichen prozentualen Werten zu. Wahrend der Anstieg von
0,16 pmol-s* auf 0,78 pmol-s* 387,5 % umfasst, liegt er lediglich bei 98,7 % von
0,78 pmol-s* auf 1,55 pmol-s™*. Jorjani und Ozturk (1999) sowie Pettersen et al. (2005)
kamen ebenfalls zu der Schlussfolgerung, dass die Anderung in der OCR umso
geringer ist, je groRer die Zelldichte ist und desto kleiner die Wachstumsrate der Zellen.
Bredel-Geissler et al. (1992) haben Zellen in der Phase des exponentiellen
Wachstums und der Sattigung untersucht und beobachteten, dass das Zellvolumen
wahrend der Kulturzeit linear abnimmt. Diese Reduktion ist zum grof3en Teil mit einer
Abnahme des Zytoplasmas und somit der Anzahl der Mitochondrien verknupft.
Infolgedessen sinkt die Verbrauchsrate pro Zelle direkt proportional mit dem
Zellvolumen. Bei einer langeren Kulturzeit bliebt diese hingegen konstant. Blanquer-
Rossell6 et al. (2015) behandelten MCF-7 Zellen mit dem Adipokin Leptin, welches die
Zellproliferation um 18 % wahrend 24 Stunden erhéhte. In diesem Rahmen konnte
zudem eine Zunahme der mitochondrialen Veratmung mit einer Clark Elektrode
verzeichnet werden. Fur eine genauere Analyse dieses Aspektes mussten allerdings
mehr experimentelle Grundlagen beziglich Aussaatdichte und Verbrauchsrate pro
Zelle geschaffen werden, um die Simulationsergebnisse hinreichender diskutieren zu
konnen. Allerdings genugen die vorliegenden Ergebnisse als Anhaltspunkt und
Orientierung fur zukunftige in vitro Experimente. Beim zweiten Fall der allgemeinen
Studie (siehe Abbildung 34 B) wurde eine konstante volumenbezogene
Verbrauchsrate von 0,01 mol-m=3-s** angenommen, wahrend die Ho6he des Monolayers
zwischen 2 pm und 6 pum variiert wurde. Infolgedessen war ein starkerer Abfall des
pO:2 innerhalb der ersten 5 Stunden infolge der Zunahme der globalen Verbrauchsrate
zu beobachten. Diese Verhdltnisse koénnten beispielsweise durch den
zugrundeliegenden Zelltyp und die damit einhergehende differierende Zellgré3e
hervorgerufen werden. B. A. Wagner et al. (2001) untersuchten den Einfluss der
Zellgrol3e auf die zellulare Verbrauchsrate und stellten fest, dass grof3e Zellen mehr
Sauerstoff verbrauchen als kleine. Wahrend HL60 Zellen mit einem Volumen von
0,49 pL nur 8,3 amol-s*-Zelle! konsumieren, liegt die OCR bei MCF-7 Zellen mit
1,70 pL bereits bei 32,5 amol-s?*-Zelle! und steigert sich auf 45,3 amol-s*-Zelle* fir
PC3 Zellen mit einem Zellvolumen von 2,9 pL. Einen &hnlichen Trend beobachteten
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auch Zirath et al. (2018) fur die Zelllinien A549, HUVEC, ASC und NHDF, welche mit
einer identischen Zelldichte von 25k Zellen-cm in Mikrokanalen ausgesat wurden. Mit
einer zunehmenden Zellgro3e von A549 bis NHDF Zellen, steigerte sich auch die OCR
von (2,1 £ 0,7)-:10°° mol'‘m3-st (A549) Uber (4,1 £ 1,2)-:10°° mol-m3-s* (HUVEC) und
(8,3+0,9)-10° mol'm3st (ASC) auf (20,8+1,4)-10°mol'm3st (NHDF).
Zusammenfassend wurde mit den Studien zu Abbildung 34 zusétzlich zu den bereits
untersuchten Faktoren in Abbildung 33, welche auch hier mitbericksichtigt werden
mussen, der Einfluss von Zelldichte, Zelltyp und Zellgro3e auf die Sauerstoffverteilung
in zellularen Systemen mit einer offenen Randbedingung und gleichen Volumina

analysiert.

Ein weiterer wesentlicher Aspekt, welcher aufgrund der Vielfalt der berichteten Daten
in der Literatur beriicksichtigt werden muss, ist das verwendete Zellkulturformat sowie
die darin befindlichen Volumina an Medium. In den Simulationen zu Abbildung 37 A
wurden drei verschiedene Systeme (96-Well, 24-Well und 12-Well) mit identischen
Hohen der Flussigkeitssaule unter der Annahme einer adharenten Zellschicht mit einer
Hohe von 5pum (Zelldichte: 110k Zellen-cm?) und identischen zellularen
Verbrauchsraten von 32 amol-s*-Zelle! untersucht. Dass letztere Annahme
gerechtfertigt ist, zeigen die Ergebnisse von Guarino et al. (2004), welche identische
OCR Werte pro C2C12 Zelle mit identischer Aussaatdichte und Mediumhdhe in
unterschiedlichen WellgréRen (48-Well und 96-Well) beobachteten. Trotz der
Tatsache, dass die Anzahl der verbrauchenden Zellen in den Multiwellformaten
unterschiedlich ist, ist das Volumen-zu-Oberflache Verhaltnis identisch und somit auch
die zeitabhangigen pO: Verlaufe. Die Varianzen in den pO2 Werten im
Gleichgewichtsszustand kdonnten mit den minimal abweichenden Werten von Rmax
(maximal 0,8 %), welche mit zunehmender Wellgré3e steigen, erklart werden. Die
Ursache hierfir konnte in Randeffekten liegen. Einen Zusammenhang zwischen der
Mediumhohe, der volumenbezogenen OCR und dem pO2 zeigten Tse et al. (2021) im
Rahmen von FEM-Simulationen. Diese untersuchten den Verlauf des pO:2 einerseits
in Abhangigkeit der Medienh6he und andererseits als Funktion unterschiedlicher OCR-
Werte, welche fur endokrine Zellen relevant sind. Hierbei beobachteten sie, dass der

pO2 in Systemen mit gleicher Mediumhothe fir kleine volumenbezogene
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Verbrauchsraten héhere Werte annimmt und mit zunehmender OCR starker abféllt.
Die Resultate zu den Ergebnissen aus Abbildung 37 B kdnnen im Wesentlichen mit
dem zweiten Fick’schen Gesetz erklart werden, welches die zeitlichen und drtlichen
Konzentrationsunterschiede in einem System beschreibt (Mamchaoui & Saumon,
2000). Hierbei ist die zeitliche Konzentrationsanderung der diffundierenden
Sauerstoffteilchen direkt proportional zur zweiten Ableitung der Konzentration nach
dem Ort mit dem Diffusionskoeffizienten als Proportionalitatsfaktor. Die Ortliche
Komponente wiederum wird direkt durch die H6he der Flussigkeitssaule im System
und durch die resultierende Diffusionsstrecke beeinflusst. Wahrend die Mediumhdhe
bei 100 uL lediglich 3,12 mm ist, steigt diese auf 6,24 mm flir 200 uL und schlielich
auf 9,36 mm bei 300 pL. Infolgedessen ist bei einer gleichen zellularen Veratmung von
32 amol's'-Zelle! und einem Volumen von 100 uL die Diffusionsstrecke am
kirzesten, der Abfall des pO2 am geringsten und das Gleichgewicht aus Diffusion und
Veratmung am schnellsten erreicht. Zusammenfassend steigt die Diffusionsbarriere

fur Sauerstoff mit zunehmender Mediumhohe (Place et al., 2017; Tse et al., 2021).

Bisher wurden alle Resultate hinsichtlich unterschiedlicher Einflussfaktoren analysiert
und diskutiert. Durch die offene Randbedingung wurde gewahrleistet, dass dem
System kontinuierlich Sauerstoff Uber die Luft/Medium Grenzflache zugefihrt wird.
Demzufolge kdnnte eine Depletion des Systems und eine mdgliche Hypoxie lediglich
aufgrund zu hoher Aussaatdichten, zu langer Diffusionsdistanzen oder zu hoher
Verbrauchsraten verursacht werden. Auf Ebene des Gewebes wird die konstante
Verfugbarkeit von Sauerstoff durch Hamoglobin im Blutstrom gewabhrleistet, welches
dafur sorgt, dass der pO:2 infolge der zellularen Veratmung auf maximal 40 torr sinkt
(Place et al., 2017). Viele in vitro Experimente zur Quantifizierung zellularer
Verbrauchsraten werden allerdings in geschlossenen Systemen durchgefihrt, in
welchen dieser konstante Zufluss von Sauerstoff fehlt. Dies liegt darin begriindet, dass
in diesem Fall die OCR uber die Steigung der pO2 Abnahme berechnet werden kann.
Die haufige Verwendung sauerstoffpermeabler ZellkulturgefaRe gleicht dabei die
offene Randbedingung nicht aus, da die Permeabilitat von Sauerstoff in Polystyrol um
das 20fache geringer ist als in Wasser (Guarino et al., 2004; Mamchaoui & Saumon,

2000). Infolgedessen wurde in Kapitel 5.1.3 der Einfluss der offenen Randbedingung
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auf die Sauerstoffverteilung unterhalb adharenter U373 Zellen untersucht. Dabei
wurden identische Annahmen bezuglich des Systems (96-Well), der Hohe des
Monolayers (5 um), des Volumens an Medium (200 pL), der Aussaatdichte
(110k Zellen'cm?) und der volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsrate Rmax
(0,76:102 mol'-m3-st) getroffen. Wahrend der pO: fur das offene System in
Abbildung 35 auf einen Gleichgewichtswert von 99,4 torr nach 7,7 h sinkt, ist fur das
geschlossene System eine Abnahme auf bis zu 2,2 torr innerhalb von 10 h zu
beobachten. Unter Berlicksichtigung der globalen Verbrauchsraten ist diese beim
geschlossenen System mit 0,49 pmol-s* um ungefahr 58,8 % geringer als fur das
offene mit 1,19 pmol-s™. Ahnliches gilt fur die zellulare Verbrauchsrate, welche fiir
Ersteres bei 13 amol-s?-Zelle? gegentber einem Wert von 32 amol-s-Zelle! mit
offener Randbedingung liegt. Die zeitabhangige Depletion von Sauerstoff in einem
geschlossenen System, wie zusatzlich in Abbildung 36 gezeigt ist, und die damit
einhergehende Abnahme der Atmungsrate berichteten ebenfalls Wilson et al. (1977)
fur kultivierte Nierenzellen (BHK-21). Fur MDCKII Zellen beobachtete Schmittlein
(2017) einen a&hnlichen Trend hinsichtlich der Abnahme der OCR von
(53,3 £3,7) pmol'st im offenen System auf (17,3+0,7) pmol's? in einem
geschlossenen System mit gleichen Volumina von 4,8 mL. Wenngleich die
Absolutwerte groRRer sind als diejenigen der Simulation, spielen hierbei mehrere
Betrachtungspunkte, wie das zugrundeliegende System, der Zelltyp und die
Aussaatdichte eine Rolle. Auf Ebene der zellularen Verbrauchsrate berichteten
Mamchaoui und Saumon (2000) von (42 +3,2) amol-s*-Zelle* fur alveolare
Typ ll-Zellen der Ratte fur die Sauerstoffmessung in einem geschlossenen System
gegeniiber einem Wert von (46 + 4,3) amol-s*-Zelle! in einem offenen. Die Abnahme
von Rgiobal und demzufolge der zellularen OCR sowohl in der Simulation als auch in der
Literatur kann mit Hilfe der zugrundeliegenden Reaktionskinetik nach Michaelis-
Menten erklart werden. Bei den meisten Zellen erreicht der Sauerstoffverbrauch bei
Sauerstoffkonzentrationen von 7,1 — 14,2 torr einen Sattigungswert. Infolgedessen
entspricht die OCR dem Wert von Rmax (Brischwein & Wiest, 2018; B. A. Wagner et
al., 2001). Dies ist auch in Abbildung 35 zu beobachten, in welcher die mitochondriale
Veratmung ungestort gemal einer Kinetik nullter Ordnung verlauft, wobei die OCR
dem Wert von Rmax entspricht. Im Falle des abgeschlossenen Systems wird der
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Verbrauch bei pO2-Werten, die kleiner als 2,8 torr sind (entspricht dem definierten Wert
der Michaelis-Menten Konstanten), um die Halfte reduziert, bis ein Endwert von
0,07 torr erreicht ist. Eben diese Abnahme der OCR kdnnte mit einer Anpassung an
die hypoxischen Bedingungen und mit der Affinitdt von Sauerstoff fir die Cytochrom
C-Oxidase erklart werden (Place et al., 2017). Allerdings sei angemerkt, dass die
Effekte der Cytochrom C-Oxidase und eine Anderung des Stoffwechsels nicht als
getrennt voneinander ablaufende Prozesse betrachtet werden konnen. Vielmehr
beeinflussen sie sich gegenseitig. Chandel et al. (1996) untersuchten die Cytochrom
C-Oxidasen von Rinderherzen wahrend einer vierstindigen Inkubation mit
Sauerstoffkonzentrationen, welche kleiner als 50 uM waren. Dabei verzeichneten sie
eine reversible Abnahme der OCR und somit eine Hemmung der Cytochrom
C-Oxidasen im Vergleich zu Kontrollenzymen bei hoheren Konzentrationen.
AuRBerdem wird durch niedrige pO2 Werte die Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung gesenkt indem zum einen Stickstoffmonoxid gebildet wird, welches
die OCR verringert. Zum anderen erfolgt die Anpassung der Zellen durch die Induktion
von Hypoxie-induzierten Faktoren. Diese Faktoren Uben einen Einfluss auf die
Energiehomdéostase aus, indem sie den aeroben Stoffwechsel hemmen und den
anaeroben glykolytischen erhéhen (Solaini et al., 2010). Die Berticksichtigung der
genannten Faktoren erfolgte bereits im Rahmen der mathematischen Modellierung
des Massentransfers und metabolischer Reaktionen (siehe Kapitel 4.3.2) und deren

Tragweite wurde nun bei den in silico Ergebnissen in Kapitel 5.1.3 ersichtlich.
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5.2 Sauerstoffverteilung in Zellen auf permeablen Kultursubstraten

In Kapitel 5.1 wurde die Sauerstoffverteilung in silico und in vitro analysiert, wobei die
betrachteten Zellen im Monolayer direkt auf einer Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie
kultiviert wurden. Permeable Kultursubstrate stellen ein alternatives in vitro
Kultursubstrat dar, um die Atmungsaktivitat zu untersuchen. Hierbei werden die Zellen
auf der pordsen Membran des Substrates ausgesat und der Membraneinsatz wird
daraufhin in eine Messkammer gehéngt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die
Sauerstoffdiffusion von beiden Seiten des Monolayers ermdglicht wird und nicht durch
die Impermeabilitat des ZellkulturgefaRes nach unten hin beschrankt ist. Wegen der
Vielfalt kommerziell erhéltlicher Kultursubstrate, welche sich hinsichtlich ihres
strukturellen Designs und der Eigenschaften der Membranen unterscheiden, wurden
diese im Folgenden in silico untersucht, mit dem Ziel, das passende Layout fur
experimentelle Messungen ausfindig zu machen. Die modellierte Geometrie eines
24-Well Kultursubstrates inklusive der Abmessungen des jeweiligen permeablen
Membraneinsatzes sind Kapitel 4.3.1 zu entnehmen. Das angenommene
Standardvolumen fir die Analyse war 100 puL im apikalen Kompartiment. Dabei sei
anzumerken, dass die Flussigkeitssaulen des basolateralen und apikalen
Kompartiments stets gleichhoch sind, um einen Fluss zwischen den Kompartimenten
zu vermeiden. Folglich wurde die Diffusion als einzig vorherrschender
Transportprozess vorausgesetzt. Die Hohe des konfluenten Monolayers wurde mit
5um modelliert mit einer als konstant angenommenen Zelldichte von
110k Zellen-cm. Die Sauerstoff-sensitive Sensorfolie befindet sich, wie in Kapitel 5.1,
am Boden des Wells direkt unterhalb der Membran mit den kultivierten Zellen. Die
zugrundeliegende mathematische Modellierung erfolgte ebenfalls analog zu
derjenigen in Kapitel 5.1 und ist ausfihrlich in Kapitel 4.3.2 beschrieben. Zudem
wurde in den nachfolgenden Simulationen angenommen, dass die zellulare
Verbrauchsrate von 32 amol-s*-Zelle’* unabhangig vom geometrischen Modell ist und
infolgedessen analog zu derjenigen von adharenten Zellen in einer 96-Well Platte.
Diese Prasumtion erfolgte aufgrund der Tatsache, dass alleinig das System und die
damit einhergehenden Faktoren, wie beispielsweise die Porositat der verwendeten

Membran, untersucht werden sollte.
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5.2.1 Einfluss unterschiedlicher Membranen

Die Kulturmembranen der Hersteller Corning und Sabeu unterscheiden sich zum einen

hinsichtlich der Membrandicke, der PorengrofRe und der Porendichte. Zum anderen

variiert bei der traditionellen Anwendung der Membraneinsétze der Abstand zwischen

dem Sensor und den auf der Membran kultivierten Zellen (Corning: 300 um; Sabeu:

1000 pm). Anhand der Porengréf3e und -dichte kann mit den Gleichungen (24) und

(25) die Porositat und der effektive Diffusionskoeffizient (O2) durch die Poren der

Membran berechnet werden. Die Ergebnisse sind mit dem Verweis auf Tabelle 5 und

Tabelle 6 nochmals in einer komprimierten Form in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Darstellung der Eigenschaften von Membraneinsatzen der Hersteller Corning und Sabeu,
welche im Zuge der in silico Modellierung verwendet wurden. Eine detaillierte Gesamtibersicht findet
sich in Tabelle 5 und Tabelle 6.

System Hersteller Membrandicke | Porositat € | Effektiver Diffusionskoeffizient (O2) /
s/ um m2s-L
1A Corning 10 0,126 4,2:1010
1B Corning 10 0,005 1,7-1011
1C Corning 10 0,013 421011
1D Corning 10 0,141 4,7-1010
1E Corning 10 0,078 2,6-1010
1F Corning 10 0,05 1,7-10°10
2A Sabeu 11,5 0,126 4,2-1010
2B Sabeu 11,5 0,003 8,3-1012
2C Sabeu 11 0,016 52-1011
2D Sabeu 12 0,042 1,4-10°10
2E Sabeu 9 0,141 4,7-100
2F Sabeu 10,5 0,118 3,0-10-10
2G Sabeu 12,5 0,101 3,3-1010
2H Sabeu 12,5 0,05 1,7-1010
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Im Postprocessing wurde je ein zentraler Auslesepunkt in der Zellmonolage und im
Sensor generiert mit dem Ziel, die Einflisse des strukturellen Designs der
Membraneinsétze und der Membraneigenschaften quantifizieren zu kdnnen. Zwischen
beiden Auslesepunkten befindet sich dabei ein Spalt von je 300 um (Corning)
beziehungsweise 1000 um (Sabeu). Der zeitabhéangige Verlauf des pO2 im Gewebe
und im Sensor fiur die Transwell®-Membraneinsdtze von Corning sowie das
resultierende Verhéltnis der jeweiligen Werte zu jedem Zeitpunkt der Simulation sind

in Abbildung 38 gezeigt.

150 e MOTIOIBY T = SeNSOT 1.10 150 e oMl T e STISOT 1.10 150 e V0TIl 7 e SENISOT 1.10
145 145 145
1.05 1.05 1.05
= 140} (2} = 140} R = 140} R
8 s 8 s 8 s
‘*N135- ‘1.00% ‘*N135- 1.003 ‘:\‘135- ~1.00§
@] [ (@] L Q Q
2 130} > 2 130 > Q130+ >
0.95 10.95 10.95
125} 125+ 125+
120 — " L - - —0.90 120 — - L - - —0.90 120 — - L - ” —0.90
0 1 2 3 4 5 [/} 1 2 3 4 5 1] 1 2 3 4 5
t/h t/h t/h
150 e MONOIAY & e SISO A0 150 e M ON I e SENSOF 110 150 e 1O Ol e SENS 0T 110
145} 145 145+
1.05 11.05 11.05
— 140 () — 140} 0 = 140 0
k= s 8 £ 8 =
8\‘135- ~1.00§ 8\‘135- *1.00@ 3135- *1.002
\, (] \ L) ; L
2 130} > Q 130} > Q 130} >
10.95 0.95 1095
125 125 125
120 L— L L L L 19,90 120 L— L L s L lg.a0 120 L~ L L L L 1p.a0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 1] 1 2 3 4 5
t/h t/h t/h

Abbildung 38: Darstellung des zeitabhdngigen Verlaufs des pO: in den adharenten Zellen im
Monolayer (—) sowie in der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie (—) fur die jeweiligen Transwell®-
Membraneinsatze A — F von Corning aus Tabelle 10. Die Generierung der Daten erfolge Uber eine
1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittpunkten. Einer der Auslesepunkte wurde hierbei in der Zellmonolage
lokalisiert, wahrend sich der andere am gleichen radialen Koordinatenpunkt, aber mit einer axialen
Entfernung von 300 pm im Sensor befindet. T = 37 °C.

Fir die permeablen Kultursubstrate A, D, E und F nimmt der pO2 an beiden
Auslesepunkten von 149 torr (t =0 h) auf einen Gleichgewichtswert von ungefahr
130,1 torr nach t =5 h ab. Aus dem zeitabhangigen Verhaltnis der pO2 Werte in der
Zellmonolage und im Sensor geht hervor, dass der grofdte Unterschied nach 6 min ist.
Nach funf Stunden hingegen sind diese nahezu identisch und es wird lediglich eine

Diskrepanz beim berechneten Verhéaltniswert ab der vierten Nachkommastelle von

113



Untersuchung adharenter Zellen im Monolayer

0,99967 (System 1A) uber 0,99969 (System 1D), 0,99956 (System 1E) bis hin zu
0,99938 (System 1F) ersichtlich. Allerdings sind diese feinen Nuancen bei der bloRen
Betrachtung der Ergebnisse kaum sichtbar und wirden vermutlich auch bei der in vitro
Analyse keine Bedeutung haben. Die grof3te Abweichung der zeitabhéngigen pO:
Verlaufe ist im System 1B zu beobachten. Hier liegt der pO2 Wert im Gewebe nach
einer Stunde bei 130,2 torr, wéhrend dieser im Sensor einen Wert vom 131,3 torr
annimmt. Die Differenz von nahezu 0,8 % bleibt mit einem pO2 Unterschied von
129,7 torr (—) gegeniber 130,7 torr (—) auch beit =5 h erhalten.

Die Ergebnisse der zeitabhangigen Sauerstoffgradienten sowohl in der Zellmonolage
als auch im Sensor fir die Systeme mit permeablen Kultursubstraten des Herstellers
Sabeu sind in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Darstellung des zeitabhéngigen Verlaufs des pO: in den adhéarenten Zellen im
Monolayer (—) sowie in der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie (—) fur die jeweiligen cellQART®-
Membraneinsitze A —H von Sabeu aus Tabelle 10. Die Generierung der Daten erfolge Uber eine
1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittpunkten. Einer der Auslesepunkte wurde hierbei in der Zellmonolage
lokalisiert, wahrend sich der andere am gleichen radialen Koordinatenpunkt, aber mit einer axialen
Entfernung von 1000 pum im Sensor befindet. T = 37 °C.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Abbildung 38 ist fir alle Systeme (A — H) von
Sabeu eine deutliche Abweichung des zeitabhangigen pO:2 Verlaufs zwischen dem
Messpunkt im Sensor und demjenigen im Gewebe zu beobachten. Am
ausgepragtesten sind die Unterschiede fir das System 2B mit einer Abweichung von

ungefahr 6,1 % nach 30 min und 5,3 % bei t=5h. Analog zu den permeablen
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Kultursubstraten von Corning ist bei den tbrigen cellQART®-Membraneinsatzen nach
6 min die starkste Diskrepanz zwischen den jeweiligen pO2 Werten zu beobachten.
Nach 5h ist in allen Fallen ein Gleichgewicht erreicht, wobei die prozentualen
Abweichungen, gemal der Reihenfolge in Tabelle 11, zunehmen.

Tabelle 11: Prozentuale Abweichung der pO. Werte im Gewebe und im Sensor (t=5 h) fir die
jeweiligen cellQART®-Membraneinsatze von Sabeu in aufsteigender Reihenfolge.

System Porositat € Effektiver Abweichung / %
Diffusionskoeffizient (Oy) /
m?s?t
2E 0,141 4,7-1010 0,55
2A 0,126 4,2-1010 0,58
2F 0,118 3,9-10-10 0,58
2G 0,101 3,3-1010 0,62
2H 0,05 1,7-1010 0,75
2D 0,042 1,4-1010 0,81
2C 0,016 5,2:101% 1,28
2B 0,003 8,3-1012 5,34

5.2.2 Einfluss der Distanz zwischen Zellschicht und Sensorfolie

Trotz der Tatsache, dass die permeablen Kultursubstrate 1A und 2A, 1D und 2E sowie
1F und 2H, mit Ausnahme der Membrandicke, identische Eigenschaften hinsichtlich
der Porositat und des daraus resultierenden effektiven Diffusionskoeffizienten besitzen
(siehe Tabelle 10), weichen die zeitabhé&ngigen pO2 Verlaufe im Gewebe und im
Sensor voneinander ab. Aus Abbildung 38 und Abbildung 39 wird ersichtlich, dass
die Diskrepanzen bei den cellQART®-Membraneinsatzen von Sabeu starker
ausgepragt sind als bei den Transwell®~-Membraneinsatzen von Corning. Dies konnte
moglicherweise damit zusammenhangen, dass der Abstand zwischen den Zellen und
dem Sensor bei Ersterem 1000 pum ist und bei Zweiterem lediglich 300 um. Demnach

wurde im Folgenden untersucht, inwiefern die unterschiedlichen Distanzen zwischen
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Sensor und Membran diesen Sachverhalt tatsachlich beeinflussen. Dazu wurde zum
einen der Fall modelliert, dass der Membraneinsatz direkt auf der Sensoroberflache
platziert wurde und folglich keine Distanz zwischen beiden besteht. Experimentell kann
dies insofern realisiert werden, indem das Geriist der Membraneinsatze entfernt wird.
Zum anderen wurden die Abstande systematisch variiert (300 pm, 500 um und
1000 pm). In vitro kénnen fir diesen Zweck Ringe unterschiedlicher Dicke aus PDMS
(Polydimethylsiloxan) verwendet werden, mit deren Hilfe die Membraneinsatze in der
Hohe verstellbar sind. Zu diesem Zweck wurde im Zuge der in silico Untersuchung die
Membran mit der héchsten Porositat modelliert (Porengréf3e: 3,0 um; Porendichte:
2-10% Poren-cm?; Porositat: 0,141; effektiver Diffusionskoeffizient: 4,7-1010 m?-s1).
Zusatzlich zu den verschiedenen Distanzen wurde gepruft, inwiefern die Lokalisierung
der Auslesepunkte fur die Visualisierung des zeitabh&ngigen pO:2 Verlaufs eine Rolle
spielt. Dazu wurden insgesamt vier Auslesepunkte mit folgenden raumlichen
Zuweisungen definiert (siehe Abbildung 40): Monolayer Zentrum (a), Sensor Zentrum
(b), Monolayer Rand (c) und Sensor Rand (d).

apikal basolateral
a C ®
Ib d' <+— Spalt
Sensor

Abbildung 40: Darstellung der 2D-achsensymmetrischen Geometrie eines Wells einer 24-Well Platte
mit einem permeablen Kultursubstrat. Die Zellen sind auf der permeablen Membran des
Kultursubstrates kultiviert, wahrend sich die Sensorfolie am Boden der 24-Well Platte befindet. Der
zeitabhéngige pO: Verlauf im Monolayer und im Sensor wurde durch eine 1D-Punktauswertung von vier
Auslesepunkten mit folgender Lokalisierung visualisiert: Monolayer Zentrum (a), Sensor Zentrum (b),
Monolayer Rand (c¢) und Sensor Rand (d).
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Die resultierenden zeitabhangigen Sauerstoffgradienten fur die verschiedenen Setups
hinsichtlich der Zell-zu-Sensor Distanzen sind fir den jeweiligen Auslesepunkt in

Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Zeitverlauf des Sauerstoffpartialdruckes sowohl im Zentrum (—) und am Rand (—) der
Zellmonolage als auch im Zentrum (—) und am Rand (—) der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie fur
verschiedene Absténde zwischen Zellen und Sensor. In (A) wurde der Membraneinsatz direkt auf der
Sensoroberflache modelliert. Die Distanzen wurden zudem systematisch von 300 um (B) tiber 500 pm
(C) bis hin zu 1000 pm (D) variiert. T = 37 °C.

In allen Fallen (A — D) nimmt der Sauerstoffpartialdruck zunachst sowohl fir die
generierten Auslesepunkte im Zentrum (a, b) als auch am Rand (c, d) bis zum
Erreichen eines individuellen Gleichgewichtwertes ab. Zudem wird ersichtlich, dass bei
allen untersuchten Distanzen eine Varianz zwischen den pO: Verlaufen am Rand des

Monolayers (c) und denjenigen im Sensor (d) vorliegt. Der Unterschied in den
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Gleichgewichtswerten nach 5 h ist dabei fur den Fall, dass der Membraneinsatz direkt
auf der Sensorfolie platziert ist, mit ApO2 = 3,6 torr am grof3ten, sinkt fir 300 um (B)
auf 1,7 torr und steigt anschlielend wieder auf 2,4 torr fur 1000 um (D). Die
Zeitverlaufe im Zentrum des Monolayers (a) und des Sensors (b) sind hingegen
identisch fir den Fall, dass kein Abstand (A) zwischen den Zellen und dem Sensor ist.
Hier sinkt der pO2 Wert von anféanglichen 149 torr auf einen Gleichgewichtswert von
126,4 torr nach t = 1,7 h. Bei einem Abstand von 300 pm (B) zwischen den Zellen und
dem Sensor wird ebenfalls nach 1,7 h ein endgultiger pO2 Wert von 130,1 torr an den
zentralen Punkten des Monolayers und des Sensors erreicht. Durch eine weitere
VergroRerung des Zell-zu-Sensor Abstandes wird einerseits die prozentuale
Abweichung der pO2 Verlaufe im Zentrum immer grof3er und andererseits erfolgt die
Abnahme des pO:2 langsamer. Bei 500 um (C) weichen die Endwerte nach 1,9 h um
0,1 % (a:131,6 torr; b:131,5 torr) voneinander ab und bei 1000 um (D) liegt die
Diskrepanz bei 0,5 % (a:134,5 torr; b:133,7 torr, t = 3,5 h). Somit wird die gedulRerte
Vermutung bestétigt, dass eine zunehmende Distanz zwischen dem Monolayer und
dem Sensor dazu fuhrt, dass die pO2 Verlaufe starker voneinander abweichen und
somit zu falschen Interpretationen bei in vitro Experimenten fuhren kdnnen. Der
Zeitverlauf des pO2, welcher zentral in den Zellen ausgelesen wurde, wird fur die
verschiedenen Setups in Abbildung 42 dargestellt, um diese besser vergleichen zu
kénnen. Wie bereits erwahnt, nimmt der pO2 im Gleichgewicht mit steigendem Spalt
zwischen Zellen und Sensor zu. Bei einem Abstand von 1000 um liegt der endgdiltige
pO2 Wert um 8,1 torr hdher als fur den Fall, dass dieser O um betragt. Zudem wird der
Effekt der beidseitigen Sauerstoffdiffusion ersichtlich, wenn man den pO2 Verlauf fur
den 24-Well Membraneinsatz (—) als impermeables Substrat mit den Systemen mit
permeablen Membraneinsatzen vergleicht. Im Gegensatz zu Letzteren liegt dabei die
Sauerstoffkonzentration im Gleichgewichtszustand mit 125,5 torr am niedrigsten,

wenngleich der Abfall des pO2 analog ist zu dem Filtersystem ohne Spalt.
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Abbildung 42: Vergleich der Zeitverlaufe des pO2, welche in den Zellen ausgelesen wurden, fur die
verschiedenen Setups (kein Spalt, 300 pm, und 1000 pm). Zusatzlich wird der zeitabhangige
pO2 Verlauf fur den Membraneinsatz als imagindres impermeables System (—) gezeigt, um die
Auswirkungen der Sauerstoffdiffusion von beiden Seiten des Monolayers zu veranschaulichen.
T=37°C.

5.2.3 Einfluss der Membran als Diffusionsbarriere

Um die Einflisse der Membran der permeablen Kultursubstrate als Diffusionsbarriere
fur Sauerstoff zu untersuchen, wurden die adharenten Zellen im Monolayer auf den
verschiedenen Seiten der Membran modelliert: auf der Oberseite der Membran im
apikalen Kompartiment, auf der Unterseite der Membran und je eine Zellmonolage auf
beiden Seiten. In jedem der Falle wurde eine Zell-zu-Sensor Distanz von 300 pum mit
einer Porositat der Filtermembran von 0,141 gewahlt, da hier kaum Abweichungen
zwischen den zentralen zeitabhangigen pO: Verlaufen der Zellen und der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie auftreten (siehe Kapitel 5.2.1 und 5.2.2). Unter der Annahme,
dass die Zellen auf der Oberseite der Membran kultiviert sind und somit mit der
basolateralen Seite zur Sensorfolie orientiert sind, nimmt der Sauerstoffpartialdruck,
wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, linear ab (— in Abbildung 43), bis ein
Wert von 130,1 torr erreicht ist. Ein @ahnlicher Verlauf ist auch dann zu beobachten,
wenn die Zellen der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie mit der apikalen Seite

zugewandt
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sind (—). Der einzige Unterschied besteht darin, dass die pO2 Werte ab t = 30 min um
ungefahr 0,4 % niedriger liegen. Die Modellierung von adharenten Zellen im Monolayer
auf beiden Seiten der Membran fuhrt zur Bildung eines Multilayers mit der
Filtermembran als Trennschicht (—) und somit zu einer starkeren Abnahme der

Sauerstoffkonzentration mit einem resultierenden Minimalwert von 110,9 torr.
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Abbildung 43: Zeitabhangiger Verlauf des pO: fir adhérente Zellen im Monolayer, welche auf den
verschiedenen Seiten der Filtermembran modelliert sind. Fir die Simulation der schwarzen Kurve
wurden der Monolayer auf der Oberseite der Membran modelliert und fur die rote Kurve auf der
Unterseite. Die Abnahme des pO2 im Sensor fir einen Monolayer auf beiden Seiten der Membran wird
durch die griine Kurve reprasentiert. T = 37 °C.

Unter der grundlegenden Annahme, dass jede Zelle im Monolayer eine
Verbrauchsrate von 32 amol-s*-Zelle'! besitzt, ergeben die globalen Verbrauchsraten
fur den Fall eines Monolayers auf je einer Seite der Membran &hnliche Werte von
1,16 pmol-s. Die Sauerstoffverbrauchsrate Rgoba flir den Multilayer hingegen liegt

doppelt so hoch mit einem Wert von 2,32 pmol-s.
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5.2.4 Einfluss der HOhe der Flussigkeitssaule im apikalen Kompartiment

Analog zu Kapitel 5.1.4 wurde flir die permeablen Kultursubstrate untersucht,
inwiefern die Sauerstoffgradienten durch die Hohe der Flussigkeitssaule im apikalen
Kompartiment beeinflusst werden. Basierend auf den Ergebnissen der vorherigen
Kapitel wurde dafiir das permeable Kultursubstrat mit einem Abstand von 300 pm
zwischen den Zellen und dem Sensor und einer Filtermembran mit der hdchsten
Porositdt (Porositat: 0,141; effektiver Diffusionskoeffizient fir Sauerstoff:
4,7-101° m?-s't) modelliert. Die Hohe der Flussigkeitssaule im apikalen Kompartiment
wurde gemaly Gleichung (27) fur drei verschiedene Volumina berechnet (siehe
Tabelle 12). Infolge der zugrundeliegenden Annahme, dass die Fliussigkeitssaulen im
apikalen und basolateralen Kompartiment stets ausgeglichen sind, um einen
zusatzlichen hydrostatischen Fluss zu vermeiden, wurde das Volumen des

basolateralen Kompartiments dementsprechend angepasst.

Tabelle 12: Variation der Diffusionsabstande zwischen der Luft/Medium Grenzflache und den Zellen
durch eine Variation der Volumina im apikalen Kompartiment.

Volumen / pL Hohe der Flussigkeitssaule / mm
100 3,01
200 6,02
300 9,03

Durch die Simulationsergebnisse in Abbildung 44 wird deutlich, dass je gro3er das

Volumen im apikalen Kompartiment ist, desto starker ist die Abnahme des pO..

121



Untersuchung adharenter Zellen im Monolayer

150

— 100 L =200 L 300 pL
140

130} -

120 | \

pO, / torr

100

90 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

t/h

Abbildung 44: Darstellung des Sauerstoffpartialdruckes (pOz) als Funktion der Zeit, welcher sich im
Zuge der Diffusions- und Veratmungsprozesse der Zellen fur die simulierten Modelle verandert.
Betrachtet wurden permeable Kultursubstrate fir eine 24-Well Platte mit drei unterschiedlichen
Volumina (100 pL, 200 pL und ) im apikalen Kompartiment. Es wurde eine Zell-zu-Sensor
Distanz von 300 um und eine Porositat der Membran von 0,141 modelliert. T = 37 °C.

In den ersten 24 min sinkt der Sauerstoffpartialdruck fir die verschiedenen Volumina
zunachst synchron von anfanglichen 149 torr auf einen Wert von ungefahr 134 torr.
Fir 100 pL Medium im apikalen Kompartiment (—) wird schlie3lich ein Endwert von
130,1 torr beobachtet, wahrend dieser fur 200 uL (—) bei 118,2 torr liegt und fur
300 pL (—) bei 109,2 torr. Neben den Unterschieden in der Abnahme der pO2 Werte
wird zudem der Gleichgewichtszustand zu verschiedenen Zeitpunkten erreicht. Fir ein
Volumen von 100 pL hat sich das Gleichgewicht aus Sauerstoffdiffusion und
Sauerstoffverbrauch bereits nach 1,7 h eingestellt, bei 200 pL erst nach 5,4 h und bei
300 pL nach 11,9 h. Die 3D Plots in Abbildung 45 zeigen die Sauerstoffgradienten

nach 12 h und unterstutzen die Ergebnisse aus Abbildung 44.
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Abbildung 45: 3D-Plots fir die Visualisierung der Sauerstoffgradienten in den modellierten Systemen
mit unterschiedlichen Volumina im apikalen Kompartiment (A: 100 uL; B: 200 pL; C: 300 pL). Durch die
Annahme gleichhoher Flissigkeitssaulen im apikalen sowie im basolateralen Kompartiment erhéht sich
mit zunehmendem Volumen im apikalen Kompartiment ebenso die Héhe der Flissigkeitssaule im
basolateralen Kompartiment. Infolge der 2D-achsensymmetrischen Natur des Modells kénnen die
Ergebnisse durch einen Rotations-Datensatz in 3D dargestellt werden.

Wahrend fir ein Volumen von 100 puL (A) optisch kaum eine Veranderung des
Sauerstoffpartialdruckes zu beobachten ist, werden die Gradienten fur 200 pL
Volumen im apikalen Kompartiment (B) und fur 300 pL (C) ersichtlicher. Diese
Tatsache geht mit den prozentualen Abnahmen des pO:z in Abbildung 44 einher.
Diese betragen bei t=12h 12,7 % fur das Modell in (A;—), 20,7 % bei (B;—) und
26,7 % fur die Simulation in (C;—).
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5.2.5 Diskussion

Die Simulationsergebnisse zur Sauerstoffverteilung in Systemen mit permeablen
Kultursubstraten haben gezeigt, dass die Verlasslichkeit der darauf ausgerichteten in
vitro Technik mit planaren Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien im Wesentlichen von drei
Faktoren abhangt: den Eigenschaften der permeablen Filtermembran, den Distanzen
zwischen den auf der Membran kultivierten Zellen und der Sensorfolie sowie den
Volumina im apikalen Kompartiment. Hierbei sei anzumerken, dass weitere Kriterien,
wie beispielsweise der Zelltyp, die Zelldichte, die zellulare Verbrauchsrate sowie die
offene Randbedingung an der Luft/Medium Grenzflache ebenfalls den
Sauerstofftransport und damit den Gesamtverbrauch beeinflussen. Allerdings sind
diese Aspekte essenziell in jedem verwendeten Zellkultursystem und aufgrund der
Tatsache, dass deren Auswirkungen bereits im vorherigen Kapitel fur eine 96-Well
Platte diskutiert wurden, wird hier nicht néher darauf eingegangen und auf Kapitel 5.1
verwiesen. Unter den Annahmen, dass es sich bei jedem der betrachteten Systeme
mit permeablen Kultursubstraten um ein offenes System handelt mit einem, von den
Herstellern empfohlenen, Volumen von 100 pL im apikalen Kompartiment und einer
konstanten zellularen Verbrauchsrate der adhérenten Zellen im Monolayer, wurden
zunachst die Membraneinsatze der beiden Hersteller Corning und Sabeu untersucht.
Diese unterscheiden sich hinsichtlich des strukturellen Designs und den Eigenschaften
der Membranen. Bei Betrachtung des Verhaltnisses der pO2 Werte im Gewebe und im
Sensor zu jedem Zeitpunkt der Messung (siehe Abbildung 38 und Abbildung 39)
wird ersichtlich, dass die Diskrepanz nach 6 min am ausgepragtesten ist. Dies kénnte
damit begriindet werden, dass die Zellen durch die mathematische Modellierung in
silico sofort Sauerstoff veratmen und somit der Abfall des Sauerstoffpartialdruckes vor
allem am Anfang minimal starker ist als im Sensor. Hier tritt der Effekt der veratmenden
Zellen erst mit einer kurzen Verzogerung ein. Bei der Betrachtung der Ergebnisse fur
die verwendeten Membranen von Corning mit einer Distanz zwischen den Zellen und
dem Sensor von 300 um (siehe Abbildung 38) wird deutlich, dass mit einer
zunehmenden Porositat der Membran, und damit einem steigenden effektiven
Diffusionskoeffizienten  fir  Sauerstoff, der Unterschied zwischen der

Sauerstoffverteilung im Sensor und in der Zellmonolage selbst immer kleiner wird. Die
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Ergebnisse in Abbildung 43 zeigen zudem, dass die Membran mit der hdchsten
Porositat keine bedeutende Diffusionsbarriere darstellt. Bei einer konstanten zellularen
Verbrauchsrate ist es unwesentlich, ob die Zellen mit der apikalen oder basolateralen
Seite dem Sensor zugewandt sind. Die pO2 Werte weichen lediglich um ungeféahr
0,4 % zu jedem Zeitpunkt der Messung voneinander ab. Diese marginale Diskrepanz
wirde in vitro moglicherweise kaum ersichtlich werden, da bei der Messung
auftretende Nebeneffekte eine solch genaue Differenzierung uberlagern wirden. Im
Falle des Multilayers ist ein drastischerer Abfall des pO2 zu beobachten. Zudem ergibt
die Simulation fur die Kultivierung eines Monolayers auf beiden Seiten der Membran
einen Gesamtwert fir Rgiobal VOn 2,32 pmol-s* und somit das Doppelte von Rgioba flir
die einzelnen Monolayer (Rgiobal = 1,16 pmol-st) unabhéngig von der Zellorientierung.
Diese Tatsachen legen erneut nahe, dass die Membran mit eben dieser Porositat
keine nennenswerte Diffusionsbarriere darstellt und weiterhin, dass eine Modellierung
der Zellen mit doppelter Zellzahl im apikalen Kompartiment moglicherweise die gleiche
Sensorantwort und den gleichen Wert fir die globale Verbrauchsrate liefern wirde,
wie fur den Multilayer. Das Simulationsergebnis fur diese Vermutung ist in
Abbildung 46 gezeigt.
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Abbildung 46: Sauerstoffpartialdruck (pO2) als Funktion der Zeit fur einen Monolayer mit doppelter
Zellzahl im apikalen Kompartiment (—) gegentber je einem Monolayer auf beiden Seiten der Membran
(Multilayer) mit der Filtermembran als Trennschicht (—). T = 37 °C.
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Der zeitabhangige pO:2 Verlauf ist nahezu identisch fir den Fall eines modellierten
Zelllayers unter der Annahme, dass dieser doppelt so viele Zellen enthalt (—), wie der
zuvor betrachtete Multilayer (—). Die Werte im Gleichgewichtzustand weichen nur
geringfugig mit einer Differenz von circa 0,6 torr voneinander ab, was in einer in vitro
Messung mdglicherweise gar nicht ersichtlich werden wiirde. Die simulierten globalen
Verbrauchsraten sind dabei fur beide Falle identisch. Somit zeigen die Ergebnisse in
Abbildung 38 und Abbildung 43, dass die Eigenschaften der Membran hinsichtlich
PorengroRe und Porendichte vielmehr die Verlasslichkeit der Sensortechnik
beeinflussen als die Orientierung der Zellen auf der Membran. Es ist jedoch
anzumerken, dass diese Faktoren nicht komplett unabhéngig voneinander betrachtet
werden kdnnen. Sollte in vitro eine Membran mit einer geringeren Porositat verwendet
werden, kann diese sehr wohl als Diffusionsbarriere fungieren. Infolgedessen wirde
sich eine Kultivierung der Zellen auf der Unterseite der Membran empfehlen, da damit

der Effekt der Membran als Barriere umgangen werden kann.

Fur die cellQART®-Membraneinsatze von Sabeu ergeben sich, trotz &hnlicher
intrinsischer Eigenschaften der Membran hinsichtlich der Porositat, wesentliche
Unterschiede zwischen der Antwort im Sensor und in der Zellmonolage (siehe
Abbildung 39). Dies kénnte mit der Zell-zu-Sensor Distanz begriindet werden, welche
im Vergleich zu den Transwell®-Membraneinsatzen von Corning standardmafig
1000 pm umfasst. Diese Vermutung wurde mit den Ergebnissen in Kapitel 5.2.2
validiert, indem verschiedene Distanzen (kein Spalt, 300 um, 500 um und 1000 pm
Spalt) unter der Annahme der héchsten Membranporositat modelliert wurden. Bei der
Betrachtung der Sauerstoffpartialdriicke im Zentrum des Gewebes (siehe Abbildung
42) wird ersichtlich, dass sich die Gleichgewichtswerte mit zunehmender Distanz
andern. Je groler der Abstand zwischen den Zellen und der Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolie ist, desto grofRer ist das Volumen im Spalt und somit die Menge an
geléstem Sauerstoff. Demzufolge missten, je nach Setup, die Zellen im Monolayer
mehr Sauerstoff verbrauchen, damit die pO2 Werte nach 5 h gleich wéaren. Allerdings
wurde vorausgesetzt, dass die zellulare Verbrauchsrate mit 32 amol-s?-Zelle?
konstant ist. Dies hat zur Folge, dass die Differenz zwischen den pO2 Werten bei

t=0h und t=5h mit zunehmendem Abstand kleiner wird. Ein Vergleich zwischen
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dem permeablen Kultursubstrat, in welchem die Distanz O um betragt, und dem 24-
Well Membraneinsatz als impermeables System zeigt zudem, dass die pO2 Werte
grundsatzlich durch die beidseitige Diffusionsmaoglichkeit von Sauerstoff beeinflusst
werden. Wahrend bei Ersterem eine zusatzliche Diffusion von Sauerstoff aus dem
basolateralen Kompartiment gewahrleistet ist, ist diese bei Zweiterem durch die
Impermeabilitdt des ZellkulturgefalRes unterbunden. Dies fuhrt zu h6heren pO2 Werten
im System mit dem permeablen Kultursubstrat gegentber der alleinigen Betrachtung
des Membraneinsatzes als impermeables System. Werden die an den zentralen
Auslesepunkten im Monolayer und im Sensor ausgewerteten Ergebnisse in
Abbildung 41 A — D miteinander verglichen, wird deutlich, dass die Zunahme der
Distanz zu einer grof3eren prozentualen Abweichung zwischen den pO2 Werten im
Gleichgewichtszustand fuhrt. Dies kann ebenfalls durch die Zunahme des Volumens
im Spalt und der konstanten zellularen Sauerstoffverbrauchsrate erklart werden. Je
groBer die Zell-zu-Sensor Distanz ist, desto starker sind die axialen
Sauerstoffgradienten und demnach die prozentuale Abweichung in den pO2 Werten im
Sensor und in der Zellmonolage zum Zeitpunkt t = 5 h. Eine weitere Beobachtung der
Ergebnisse in Abbildung 41 A — D ist, dass sich die pO2 Verlaufe in der Peripherie
der Zellmonolage und des Sensors in jedem der untersuchten Setups unterscheiden.
Diese Beobachtungen kénnen mit den lateralen Konzentrationsgradienten tber die
Lange des Spaltes in Abbildung 47 erklart werden. Diese sind zum Zeitpunkt t =5 h
(Gleichgewicht) fur den Fall, dass der Membraneinsatz direkt auf der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie steht (—), am gréf3ten. Mit zunehmender Distanz zwischen
Membran und Sensor nehmen diese ab. Sobald die Sauerstoffmolekile in die
Sauerstoff-sensitive Sensorfolie diffundieren (—), ist kein ausgepragter lateraler
Gradient mehr zu beobachten. Dies konnte dadurch erklart werden, dass der
Diffusionskoeffizient von Sauerstoff in eben dieser um knapp das 100fache kleiner ist
als im Medium selbst (siehe Kapitel 4.3.2). Infolgedessen kdnnen die Molekile zwar
durch die Folie diffundieren, dies geschieht aber bedeutend langsamer als fir die Falle,

wenn der laterale Gradient in dem mit Medium gefillten Spalt betrachtet wird.
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Abbildung 47: Darstellung der lateralen Sauerstoffgradienten Uber die Lange des Spaltes fir die
betrachteten Distanzen zwischen den Zellen und dem Sauerstoffsensor (kein Spalt, 300 um,
und 1000 pum) zum Zeitpunktt=5h. T = 37 °C.

Neben der lateralen Diffusion bei unterschiedlichen Distanzen zwischen der
Zellmonolage und der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie wurde, analog zu
Kapitel 5.1.4, die der axialen Diffusion durch eine Variation der Volumina im apikalen
Kompartiment untersucht. Dazu wurde das System mit dem permeablen Kultursubstrat
von Corning mit einer Distanz von 300 um und einer Porositét der Filtermembran von
0,141 modelliert. Das Volumen und damit die Fullhéhe im apikalen Kompartiment
variiert von den vom Hersteller empfohlenen 100 pL Gber 200 pL bis hin zur maximalen
Fullmenge von 300 uL (siehe Tabelle 12). Mit zunehmendem Volumen steigen die
Hohe der Flussigkeitssdule und somit auch die Diffusionsstrecke fur Sauerstoff von
der offenen Luft/Medium Grenzflache bis zu den Zellen. Um die flr die Diffusion eines
Sauerstoffmolekiils notwendige Zeit besser abschatzen zu kdnnen, wurde das random
walk model angewendet. Dabei handelt es sich um ein isotropes Modell, welches auf
der Brownschen Molekularbewegung basiert und die statistische Zeit liefert, in welcher
ein Molekil eine bestimmte Wegstrecke zuriicklegt (Codling et al., 2008). Die
zugrundeliegende Formel lautet dabei fir den eindimensionalen Fall wie folgt (H. C.
Berg, 2018):
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(x(H)?) = fwxz-dx-P(x)=2Dt

(28)

mit der eindimensionalen zeitabhangigen Verschiebung des Molekils x(t), was der
zurtckgelegten Strecke entspricht, der wahrscheinlichen Verteilung des Molekls P(x),

der Zeit t und dem Diffusionskoeffizienten D.

Gleichung (28) wurde an den dreidimensionalen Fall angepasst und anschlie3end
wurde die statistische Diffusionszeit fur die verschiedenen HoOhen der

Flissigkeitssaulen berechnet (siehe Tabelle 13):
(x(t)?) = 2dDt = 6Dt
(29)

mit d = 3 als Dimensionalitat.

Tabelle 13: Berechnete Diffusionszeit fur die verschiedenen Hohen der Flissigkeitssadulen im apikalen
Kompartiment nach dem dreidimensionalen random walk model.

Hohe der Flussigkeitssaule / mm Statistische Diffusionszeit / min
3,01 7,6
6,02 30,5
9,03 68,6

Mit Hilfe dieses statistischen Ansatzes konnten die Ergebnisse in Abbildung 44 erklart
werden. Fur jedes der betrachteten Volumina sinkt der pO2 zunéchst ab, was darauf
hindeuten kdnnte, dass die Zellen zunachst den Sauerstoff in unmittelbarer Umgebung
veratmen. Anschliel3end stellt sich der Gleichgewichtszustand zu unterschiedlichen
Zeitpunkten ein. Im Falle von 100 pL Volumen ist das Gleichgewicht nach t=1,7 h
erreicht. Ahnliches berichteten Kouthouridis et al. (2021) fiir die FEM-Simulation einer
Flussigkeitssaule von 3 mm oberhalb adhérenter Zellen auf permeablen
Kultursubstraten. Mit einer Zunahme des Volumens auf 200 pL ist das System erst
nach 5,4 h und mit 300 pL nach 11,9 h im Gleichgewicht. Dies deckt sich mit der

Schéatzung des random walk models, da sich mit zunehmender Diffusionsstrecke die
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Diffusionszeit fur ein Molekul Sauerstoff von der Luft/Medium Grenzflache zu den
Zellen verlangert und infolgedessen auch der Zeitpunkt der Gleichgewichtseinstellung
zwischen Diffusion und Verbrauch. Jedoch sei hierbei angemerkt, dass das random
walk model lediglich einen Schatzwert fur die Diffusionszeit liefert, da keine

Konzentrationsgradienten beriicksichtigt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Transwell®- und cellQART®-
Membraneinsatze den Stoffaustausch von der apikalen und basolateralen Seite der
Membran ermdglichen. Sie stellen somit eine Kultivierungsmethode dar, welche es
nicht nur erlaubt, zellulare Transportprozesse sowie metabolische Aktivitaten zu
untersuchen, sondern gleichzeitig die Analyse multipler Parameter, wie TEER-Werte
(transepithelial electrical resistance) fur die Quantifizierung der Barrierefunktion
(Kouthouridis et al., 2021) oder die pH Messung. Aus den oben genannten
Diskussionspunkten wird allerdings ersichtlich, dass fir die Verwendung der
ratiometrischen Sensortechnik zur Uberwachung der Sauerstoffverteilung in Systemen
mit permeablen Kultursubstraten einige Empfehlungen auf Basis der in silico Analyse
ausgesprochen werden kdnnen. Auf jeden Fall empfiehlt es sich eine Membran mit der
grol3ten Porositdt zu verwenden, da diese kaum eine Diffusionsbarriere fur die
Versorgung der Zellen mit Sauerstoff darstellt. Zudem sollte die Distanz zwischen den
Zellen und dem Sensor so gering wie mdoglich gehalten werden, da mit einem
zunehmenden Abstand die Antwort im Sensor nicht mehr derjenigen im Gewebe
entspricht. Somit lauft man Gefahr, dass bei der blof3en Analyse der Ergebnisse im

Sensor falsche Rickschlisse auf die Atmungsaktivitat der Zellen gezogen werden.
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5.3 Proliferationsassays mit MCF-7 Zellen

Die Zellproliferation von MCF-7 Zellen wurde in vitro mit einem labelfreien und einem
labelbasierten Assay untersucht. Dazu wurden die Zellen in geringen Zelldichten (15k,
20k und 25k Zellen-cm?) ausgesat. AnschlieBend wurde deren Proliferationsverhalten
einerseits kontinuierlich und andererseits zu bestimmten Zeitpunkten beobachtet und

es wurden Ruckschlisse auf die zugrundeliegenden Verdopplungszeiten gezogen.

5.3.1 Impedimetrische Analyse mittels ECIS

Fur die Analyse der Proliferation mittels ECIS wurden MCF-7 Zellen, wie in
Kapitel 4.1.8.1 beschrieben, in verschiedenen Zelldichten (15k, 20k, 25k, 50k und
100k Zellen-cm) in die Wells eines Elektrodenarrays vom Typ 8W10E+ ausgesat. Die
Zellproliferation wurde daraufhin impedimetrisch in drei unabhangigen Messreihen
Uber 130 h beobachtet, wobei die Aussaat der Zellen in den Dichten 50k und
100k Zellen-cm2in je zwei Wells des Arrays nur in der ersten Messreihe erfolgte. Dies
liegt darin bergriindet, dass durch die héhere Zelldichte der Minimalwert der Kapazitat
nach vollstdndiger Elektrodenbedeckung schneller bestimmt werden kann. Die
Datenanalyse und -darstellung der zunehmenden Bedeckung der Elektroden durch
adharierende Zellen erfolgt anhand des Zeitverlaufs der Kapazitat C bei 40 kHz,
welcher in Abbildung 48 dargestellt ist. Die Messung der Kapazitat in hoheren
Frequenzbereichen (meistens > 10 kHz) eignet sich besonders fir die sensitive
Quantifizierung der Adhasion und Proliferation (Lukic & Wegener, 2015), da hier eine
lineare Korrelation zwischen der Abnahme der Kapazitat und der Zunahme der

Elektrodenbedeckung mit Zellen zu verzeichnen ist (Wegener et al., 2000).
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Abbildung 48: Zeitverlauf der Kapazitat C bei 40 kHz fur die Zellproliferation von MCF-7 Zellen. In allen
drei Messreihen (A, B, C) wird der gemittelte Zeitverlauf von drei verschiedenen Aussaatdichten
(15k, 20k und Zellen'cm2;, MW = SEM; n = 4(3)) aus jeweils vier verschiedenen Wells eines
8W10E+ Elektrodenarrays innerhalb eines Experiments dargestellt. Die erste Messreihe (A) zeigt
zudem den gemittelten zeitabhangigen Kapazitatsverlauf zweier zusatzlicher Aussaatdichten
(50k und Zellen-cm?) aus je zwei Wells des Arrays (MW + SEM; n = 2(1)). Die Elektroden wurden

vorher mit einer Poly-L-Lysin Losung beschichtet und die Experimente wurden in Kulturmedium bei
37 °C und 5 % CO2 durchgefihrt, wobei t = 0 h den Zeitpunkt der Zellaussaat markiert.

Abbildung 48 zeigt den zeitabhdngigen Kapazitatsverlauf unterschiedlicher
Aussaatdichten bei 40 kHz fur drei unabhéngige Messreihen (A — C). Die anfanglichen
Kapazitatswerte fur zellfreie Elektroden liegen zwischen (42,2 £ 0,4) nF (— in A) und
(53,0+0,9)nF (— in C). Fur die Aussaatdichten von 25k Zellen-cm? (—) und
50k Zellen-cm? (—) ist ein sofortiger linearer Abfall der Kapazitat zu beobachten,
wahrend diese bei den anderen Zelldichten zunéachst leicht ansteigt und anschlie3end
fallt. Der Abfall ist dabei umso steiler je hoher die Zelldichte ist. Beit =26 — 29 h nach
Zellaussaat ist fur alle Zelldichten eine erste Plateauphase zu verzeichnen. Insgesamt
bilden sich vier Plateaus bei den Kapazitatsverlaufen fur die Zelldichten 15k, 20k,
25k Zellen-cm? und zwei Plateaus fir 50k und 100k Zellen-cm aus. Auf jede der
Plateauphasen folgt ein weiterer linearer Abfall der Kapazitat. Circa 60 h nach
Zellaussaat erreicht die Kapazitat fur 100k Zellen-cm (— in A) einen konstanten Wert
von ungefahr 5 nF. Bei den ubrigen Zelldichten ist dieser Wert auch nach 93 h noch
nicht erreicht. Je nach Zelldichte liegt der Kapazitatswert hier zwischen (6,1 + 0,4) nF
(— in A) und (12,9 £0,7) nF (— in B). Nach einem Wechsel des Mediums ist ein
drastischer Abfall der Kapazitat zu beobachten. Wahrend die Kapazitat der Elektroden
fur die Zelldichten 25k und 50k Zellen-cm 2 unmittelbar nach dem Medienwechsel einen
konstanten Verlauf annimmt, sinkt die der kleineren Zelldichten geringfligig weiter.
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Nach 130 h erreicht die Kapazitat fur alle Aussaatdichten Endwerte zwischen
(4,2+0,2)nF (— in A) und (6x2)nF (— in A). Aus den Wendepunkten der
Kapazitatsverlaufe in Abbildung 48 wurde der Zeitpunkt, an dem sich die initiale
Zellzahl das erste Mal verdoppelt, pro Messreihe entnommen. Die gemittelten Werte

fur die jeweiligen Aussaatdichten sind in Tabelle 14 angegeben.

Tabelle 14: Verdopplungszeiten in Stunden nach ECIS fir MCF-7 Zellen unterschiedlicher
Aussaatdichten. Fir die jeweiligen Aussaatdichten wurden die Zeiten aus den Wendepunkten der
Kapazitatsverlaufe der jeweiligen Messreihe entnommen und anschlieend gemittelt (MW + SEM,;
n 2 4(3)).

Aussaatdichte / Zellen-cm2 Verdopplungszeit / h
15k 27,10+ 0,22
20k 27,62 +0,17
25k 27,48 + 0,19
50k 276+£0,2
100k 26,2+0,1

Die unterschiedlichen Kapazitatswerte zu Beginn der Messung liegen darin begriindet,
dass fur jede Messreine ein neues Elektrodenarray verwendet wurde. Der
anschlieBende kontinuierliche Abfall der Kapazitat deutet auf eine sukzessive
Zunahme der MCF-7 Population auf der Elektrodenoberflache als Folge der
Proliferation hin (Stolwijk et al., 2012) und ist &hnlich in den drei Messreihen. Bei den
Aussaatdichten 25k und 50k Zellen-cm sinkt die Kapazitat sofort, wahrend sie bei den
Ubrigen nach Zellaussaat zunachst leicht ansteigt. Eine mogliche Ursache hierfiir
konnte die Uberlagerung von Reinigungseffekten der Elektroden mit denjenigen der
Zelladhasion sein. Der Abfall wiederum ist umso steiler je hoher die initiale
Aussaatdichte ist. Je mehr Zellen ausgeséat wurden, desto grof3er ist die anfangliche
Zellbedeckung der Elektroden und infolgedessen sinkt die Kapazitat schneller. Die
unterschiedlichen Plateaus geben Aufschluss Uber die Adhasion und die anschlieRend
einsetzende Proliferation der Zellen. Zunéchst adharieren die Zellen auf der
Elektrodenoberflache, was zu konstanten Werten in der Kapazitat fihrt, wahrend diese

durch den einsetzenden Proliferationsprozess weiter absinkt. Dies findet so lange statt,
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bis die gesamte Elektrodenoberflache mit Zellen bedeckt ist und, unabhangig von der
initialen Aussaatdichte, ein konstanter Minimalwert von circa 5 nF erreicht ist. Der
abrupte Abfall der Kapazitat nach dem Wechsel des Mediums bei ungefahr 93 h deutet
auf einen Nahrstoffmangel hin. Wirde die Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen
kontinuierlich aufrechterhalten bleiben, wirden die Proliferationsprozesse nicht
gehemmt und der minimale Kapazitatswert wirde gegebenenfalls friher als nach
130 h erreicht werden. Wie aus Tabelle 14 hervorgeht, sind die Verdopplungszeiten
von allen Aussaatdichten sehr ahnlich. In der Literatur wird von Verdopplungszeiten
von 18 — 39 h fur MCF-7 Zellen berichtet (Aghamiri et al.,, 2019; Otto et al., 1996;
Reddel et al., 1985; Sutherland et al., 1983). Somit stimmt die durchschnittliche
Verdopplungszeit fir die Zellen in allen Aussaatdichten mit einem Wert von
(27,35 £ 0,11) h mit denjenigen aus der Literatur Uberein. Zudem sind die Werte fur
den Standardfehler des Mittelwerts bei allen Aussaatdichten sehr klein, was auf eine

gute Reproduzierbarkeit schlie3en lasst.

5.3.2 Fluoreszenzbasierte Analyse mittels PrestoBlue™

Die Ergebnisse der Proliferationsstudie mit ECIS wurden mit denjenigen eines
PrestoBlue™ Assays validiert und verglichen. Dazu wurde der Assay, wie in
Kapitel 4.1.8.2 beschrieben, 24, 48, 72 und 96 h nach Zellaussaat in drei
verschiedenen Dichten (15k, 20k und 25k Zellen-cm2) durchgefihrt. Fir die
Datenauswertung und -darstellung der zwei unabhangigen Messreihen wurden
zunachst die Fluoreszenzintensitaten aus den Einzelmessungen gemittelt, um die
Werte der zellfreien Wells korrigiert und anschlie@end auf den korrigierten und
gemittelten Wert der Fluoreszenzintensitat nach 24 Stunden normiert. Die
dazugehorigen Fehler wurden uber die Gaul¥’sche Fehlerfortpflanzung berechnet,

deren allgemeine Formel nach Ritgen (2020) wie folgt lautet:
_ (e, °, o °, of °,
Us = v X 3y y % z| +..

mit ur als der Unsicherheit der Messgroéle f.

(30)
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Die Darstellung der normierten Resorufin Fluoreszenzintensitaten (FI) gegen die Zeit
nach Zellaussaat (siehe Abbildung 49) zeigt zum einen, dass diese flur die
verschiedenen Aussaatdichten (15k, 20k und 25k Zellen-cm) mit zunehmender Zeit
ansteigt und zum anderen, dass die Starke des Anstiegs je nach Aussaatdichte
variiert. Wahrend die normierte Fluoreszenzintensitat bei 15k Zellen-cm2 nach 96 h
einen Wert von (5,6 = 0,4) zeigt (—), liegt diese bei nur (3,981 + 0,125) im Falle von
20k Zellen-cm? (—) und bei (3,16 + 0,09) fur 25k Zellen-cm? (—). Somit erfolgt der
Anstieg der normierten Fluoreszenzintensitat bei Ersterem linear, wahrend bei

hoheren Aussaatdichten der Kurvenverlauf eher sigmoidaler Natur ist.
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Abbildung 49: Darstellung der gemittelten und normierten Fluoreszenzintensitaten (FI) von Resorufin
im PrestoBlue Assay™ flr unterschiedliche Aussaatdichten (15k, 20k und Zellen-cm2) gegen die
Zeit nach Zellaussaat in Stunden (MW + SEM; n = 15(2), korrigiert um den Wert der zellfreien Wells).
Die Wells wurden mit einer Poly-L-Lysin Lésung beschichtet und 20 h nach Aussaat wurden die Zellen
mit dem PrestoBlue™ Reagenz versetzt. Die Messung der Fluoreszenzintensitéat erfolgte 1 h nach
Zugabe des Reagenz (37 °C, 0 % CO3) unter folgenden Messparametern: Aex/Aem = 532 nm/600 nm;
gain = 62; bottom modus.

Die effektive Zelldichte zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zellaussaat wurde
mittels einer Kalibriergeraden berechnet. Dazu wurde 20 h nach Zellaussaat ein
PrestoBlue™ Assay fiir unterschiedliche Zelldichten (10k, 20k, 50k, 100k, 150k und
250k Zellen-cm) durchgeflnhrt. Die resultierenden Messwerte der

Fluoreszenzintensitat wurden pro Aussaatdichte gemittelt und um die Werte der

135



Untersuchung adharenter Zellen im Monolayer

zellfreien Wells korrigiert. AnschlieRend wurden die Werte gegen die jeweilige
Aussaatdichte aufgetragen. Das Ergebnis istin Abbildung 50 gezeigt, wobei auch hier
ein sigmoidaler Verlauf zu beobachten ist. Zwischen 10k und 100k Zellen-cm steigt
die gemittelte Fluoreszenzintensitat linear an, bevor die Werte fur die Zelldichten von
150k und 250k Zellen.cm? abflachen. Infolgedessen wurden Zweitere bei der

Ermittlung der Kalibriergeraden durch eine lineare Regression nicht berticksichtigt.
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Abbildung 50: Darstellung der Kalibriergerade zur fluoreszenzbasierten Bestimmung der
Zellproliferation mit dem PrestoBlue™ Assay. Die Fluoreszenzintensitat wurde dabei 20 h nach Aussaat
fur verschiedene Zelldichten (Aex/Aem =532 nm/600 nm) bestimmt und um den Leerwert korrigiert
aufgetragen (MW £ SEM; n = 8(1)).

Die resultierende Regressionsgerade aus Abbildung 50 ergibt sich durch folgende
Gleichung:
y = mx+b
(31)

mit der Steigung m (0,225 +0,009) (Zellen-cm?), der Zelldichte x, dem
Ordinatenabschnitt b (1410 + 210) und der Fluoreszenzintensitat y bei 600 nm.

Mit Hilfe der quantifizierten Werte fir m und b aus der Fit-Funktion wurden die
Zelldichten, welche aus der Proliferation der Zellen Gber den Zeitraum von je 24 h

resultieren, ermittelt.
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Durch Anwendung von Gleichung (30) auf die zugrundeliegende Funktion der

linearen Regression aus Abbildung 50 ergibt sich fiir die Fehlerrechnung folgende

Ax = 3x_A 2+ 8X_A 2+ aX-Abz
*= \oy™) "\am ™) "o

Anschliel3end wurden die aus den Berechnungen resultierenden Zelldichten mit den

Formel:

(32)

dazugehdrigen Fehlern gegen die Zeitpunkte der Durchfihrung des Assays

aufgetragen (siehe Abbildung 51).
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Abbildung 51: Bestimmung der Zellproliferation mittels eines PrestoBlue™ Assays. Auftragung der
gemittelten und um den Leerwert korrigierten Zelldichte gegen die Zeit nach Aussaat (h) fir die
unterschiedlichen Aussaatdichten (15k, 20k und Zellen-cm2). MW + SEM; n = 15(2).

Aus Abbildung 51 geht hervor, dass die berechnete Zelldichte fir alle drei
Aussaatdichten linear mit der Zeit nach Aussaat ansteigt. Nach 96 h nehmen die
Zelldichten fir jede untersuchte Aussaatdichte &hnliche Werte zwischen
(160 + 7)k Zellen-cm2 (—) und (170 £ 7)k Zellen-cm? (—) an. Der Zellrasen ist zu
diesem Zeitpunkt offensichtlich vollstandig ausgebildet. Somit ist der Anstieg bei einer

Aussaatdichte von 25k Zellen-cm (—) am geringsten ausgepragt, wahrend dieser bei
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15k Zellen-cm=? am starksten ist. Die erste Verdopplung der Zellen dauert fir jede
Aussaatdichte langer als 24 h. Bei 15k Zellen-cm? sind nach 24h
(24 + 2)k Zellen-cm?, (40 £ 2,04)k Zellen-cm?  bei 20k Zellen-cm? und
(50 £ 2,3)k Zellen-cm bei 25k Zellen-cm? vorhanden. Die exakte Verdopplungszeit
wurde mithilfe einer linearen Regression der Daten in Abbildung 51 sowie der daraus
resultierenden Parameter ermittelt und ist Tabelle 15 zu entnehmen. Dazu wurden
zunéchst die Verdopplungszeiten der Einzelexperimente pro Aussaatdichte berechnet
und gemittelt. Der Standardfehler des Mittelwertes wurde nach der Gauly'schen

Fehlerfortpflanzung bestimmt.

Tabelle 15: Verdopplungszeiten in Stunden mittels PrestoBlue™ Assay fur MCF-7 Zellen
unterschiedlicher Aussaatdichten. Fir die jeweiligen Aussaatdichten wurden die Zeiten aus den
Rohdaten der jeweiligen Messreihe enthommen und anschlieBend gemittelt (MW = SEM; n = 15(2)).

Aussaatdichte / Zellen-cm2 Verdopplungszeit / h
15k 27,78+ 2,19
20k 264
25k 254

Sowohl in Abbildung 49 als auch bei der Kalibrierung in Abbildung 50 wird deutlich,
dass nach einer gewissen Zeit nach Zellaussaat eine Art Sattigung erreicht wird.
Ahnliches berichteten Sutherland et al. (1983) fiir das Wachstum von MCF-7 Zellen in
einer Monolayer Kultur. Hier wurde ein exponentielles Wachstum der Zellzahl tber
sieben Tage beobachtet, gefolgt von einer Plateauphase. Im Falle des durchgefiihrten
PrestoBlue™ Assays konnte das Wachstumsverhalten und die damit einhergehende
Sattigungsphase einen Grund fir die Abnahme der Fluoreszenzintensitat darstellen,
da ab einer gewissen Zellzahl die Oberflache des Wells maximal mit vitalen Zellen
besetzt ist und demnach nicht mehr PrestoBlue™ Reagenz umgesetzt werden kann als
bei einer geringeren Zelldichte. Bestatigt wird diese Vermutung durch die berechneten
Zelldichten in Abbildung 51 und deren prozentualen Anstieg tUber eine Kulturzeit von
t =96 h. Das prozentuale Wachstum nimmt mit zunehmender Aussaatdichte ab.
Zudem ist nach 96 h die gemittelte Zelldichte in allen drei Fallen sehr &hnlich. Dies

verifiziert die Annahme, dass bei den Aussaatdichten von 20k und 25k Zellen-cm2 das
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exponentielle Wachstum bereits in eine beginnende Plateauphase Ubergegangen ist.
Die mittlere Verdopplungszeit der Zellpopulation ist zudem mit einem Wert von
(26 = 1) h sehr ahnlich zu derjenigen anderer Forscher, welche von durchschnittlichen
Verdopplungszeiten von 18 — 39 h berichteten (Aghamiri et al., 2019; Otto et al., 1996;
Reddel et al., 1985; Sutherland et al., 1983).

5.3.3 Diskussion

Der impedanzbasierte und der fluoreszenzbasierte Assay stellen zwei verschiedene
Moglichkeiten dar, um die Proliferation adharenter MCF-7 Zellen zu untersuchen.
Wahrend beim Electric Cell-Substrate Impedance Sensing die Zellen nicht-invasiv und
label-frei beobachtet werden, handelte es sich bei Zweiterem um einen Endpunktassay
durch Zugabe des PrestoBlue™ Reagenz. Somit stehen sich zwei Methoden
gegenuber, bei welcher die Zellen entweder kontinuierlich und in Echtzeit Gberwacht
werden oder nur zu definierten Zeitpunkten und dadurch in schlechter zeitlicher
Auflésung (Lukic & Wegener, 2015; Prabst et al., 2017). Des Weiteren ist der Zeit- und
Arbeitsaufwand durch den automatisierten Ablauf eines ECIS-Experiments, welcher
mit einer stetigen Datenaufnahme verbunden ist, sehr gering fur den Forscher. Beim
PrestoBlue™ Assay hingegen muss zu definierten Zeitpunkten das Reagenz
zugegeben werden und die mit der Reduktion von Resazurin zu Resorufin
einhergehende Fluoreszenzintensitat gemessen werden (Lall et al., 2013). Aul3erdem
ist eine Kalibrierung nétig, um konkrete Zellzahlen ermitteln zu kénnen. Infolgedessen
ist mit diesem Verfahren sowohl ein gro3erer zeitlicher als auch arbeitstechnischer
Aufwand verbunden. Die zugrundeliegende Reduktionsreaktion birgt eine weitere
Gefahrenquelle fur unerwiinschte Artefakte, da diese stark vom pH-Wert, der
Temperatur und der Konzentration des Eduktes abhangt. Die Temperatur beeinflusst
maf3geblich die Reaktionsgeschwindigkeit. Allerdings kann diese, gemeinsam mit der
Konzentration des Eduktes, experimentell leicht konstant gehalten werden. Eine
Abnahme des pH-Wertes ist hingegen mit einer Verschiebung des Gleichgewichtes
auf Seiten des Eduktes Resazurin verbunden. Aul3erdem ist die Gefahr einer weiteren
Reduktion von Resorufin zu Dihydroresorufin durch die Zellen gegenwartig, welches
nicht fluoreszierend und toxisch ist (Prabst et al., 2017). Solch externe Einflisse

konnen hingegen bei der ECIS Technik durch die vollstdndige Automatisierung und
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die ungestorte Durchfihrung in einem Inkubator reduziert werden (Lichtenegger, 2015;
Lukic & Wegener, 2015). Die Daten haben bestéatigt, dass die Proliferation von MCF-7
Zellen bei beiden Verfahren sensitiv und reproduzierbar gemessen werden kann
(Ngoc Le et al., 2019; Prabst et al., 2017). Nichtsdestotrotz ist die Fehlerbehaftung im
Allgemeinen und bei der durchschnittlichen Verdopplungszeit beim PrestoBlue™
Assay mit einem Wert von (26,2 £ 1,9) h um mehr als das Zehnfache gréRRer als bei
ECIS mit (27,35 £ 0,11) h, was wiederum die Reproduzierbarkeit beeinflusst. Wie
bereits diskutiert befinden sich die durchschnittlichen Verdopplungszeiten beider
Methoden in einem Bereich, welcher auch in der Literatur fir MCF-7 Zellen berichtet
wurde. Neben der am haufigsten genannten Zeit von 24 h (Lacroix & Lippman, 1980;
Otto et al., 1996; Reddel et al., 1985; Sutherland et al., 1983), berichteten Chaouki et
al. (2009) von lediglich 18 h sowie Aghamiri et al. (2019) von (22,48 + 0,23) h. Barnes
und Sato (1979) hingegen beobachteten das Wachstum von MCF-7 Zellen tber acht
Tage in Kulturmedium mit 10 % fetalem Kalberserum und einer Verdopplungszeit von
circa 36 h. Es wird ersichtlich, dass die Werte von 18 — 39 h variieren (Aghamiri et al.,
2019; Reddel et al., 1985). Dies kdnnte darauf zurtickzufihren sein, dass die Werte
stark davon abhéngen, an welchem Zeitpunkt der exponentiellen Wachstumsphase
sich die Zellen gerade befinden. Zu Beginn des exponentiellen Wachstums
proliferieren diese schneller als kurz vor Erreichen der Plateauphase (Reddel et al.,
1985; Sutherland et al., 1983). Durch die niedrige Aussaatdichte der MCF-7 Zellen in
dieser Studie befinden sich diese fast kontinuierlich im exponentiellen Wachstum, was

die Plausibilitat der Ergebnisse bestatigt.
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5.4 Ausblick

Die Kombination aus der ratiometrischen Sensortechnik und der FEM-Methode
ermdglicht eine ganzheitliche Analyse der Atmungsaktivitat in zellularen Systemen.
Wahrend das VisiSens TD System in Kombination mit planaren Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolien die zeitlichen und raumlichen Verdnderungen des Sauerstoffverbrauchs
adharenter Zellen im Monolayer tiberwacht, ermdglicht die in silico Methode zusatzlich
die simultane  Untersuchung weiterer  kritischer  Faktoren, wie dem
Sauerstoffpartialdruck, der Ho6he der Mediumsaule oder dem Einfluss des
KulturgefalRes. In vitro ware das Vorgehen sehr zeitaufwandig, zumal nicht alle
Parameter hinreichend genau analysiert werden kénnen. Aul3erdem verhindert der
geringe Durchsatz des Systems eine Simultanitdt, da nur wenige Proben pro

Durchgang gemessen werden kénnen.

Infolgedessen wurden ausgehend von einem Modell, welches mit experimentellen
Daten validiert und damit dessen Reliabilitat bestatigt wurde, alle oben genannten
Faktoren, welche die Sauerstoffverteilung beeinflussen, gepruft. Diese ganzheitliche
in silico Analyse erfolgte fur die Geometrien einer 96-Well Platte sowie flr Systeme mit
permeablen Transwell®- und cell QART®-Membraneinsatzen. Bei Letzterem wurde die
Analyse um die strukturellen Designs des Membraneinsatzes sowie der Eigenschaften
der Filtermembranen erweitert mit dem Ziel, das optimale experimentelle Setup zu
ermitteln, bei welchem die Sensorantwort das zellulare Geschehen auf der

Filtermembran widerspiegelt.

Fur eine feinere Optimierung der Simulationsmodelle muissten noch wenige
grundlegende Experimente, vor allem hinsichtlich der tatsachlichen Zelldichte zum
Zeitpunkt der Sauerstoffmessung und somit zum Zeitpunkt der Simulation,
durchgefiihrt werden. Hierfir wére es sinnvoll, die Adhasions- und
Proliferationsprozesse bis zum Start der Messung zu tiberwachen, da die tatsachliche
Zellzahl essenziell fur die rechnerische Ermittlung der zellularen Verbrauchsrate ist.
Aufgrund der Tatsache, dass die Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien undurchsichtig
sind, kdnnten diese durch transparente ersetzt werden, um die genannten Parameter

optisch mit einem Phasenkontrastmikroskop tberwachen zu kdnnen. Eine Alternative
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ware die gleichzeitige Aussaat der Zellen mit einer identischen Zelldichte in separate
96-Well Platten. AnschlieRend ware es einerseits moglich, die Proliferation mittels
ECIS oder PrestoBlue™ zu beobachten und simultan dazu die Sauerstoffverteilung mit
dem VisiSens System zu analysieren.

Im Gegensatz zum anfanglichen Vorgehen, das in silico Modell durch Experimente zu
validieren, koénnte dies zukinftig auch in umgekehrter Reihenfolge erfolgen. Insofern
kbnnte die Reliabilitat der in vitro Methoden mit den zugrundeliegenden
Simulationsergebnissen  Uberprift werden. Zudem konnten beispielsweise
zeitaufwandige experimentelle Optimierungsassays in silico durchgefuhrt werden, um

lediglich den tatsachlichen Untersuchungsgegenstand in vitro zu erforschen.
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6 Untersuchung von 3D Zellaggregaten

3D Gewebemodelle bilden eine Bricke zwischen in vitro 2D Zellkulturen und
Tierversuchen, da sie durch die 3D Gewebearchitektur, Zell-Zell- und Zell-
Matrixkontakte sowie ein anderes Mikromilieu eine groRere Ahnlichkeit zu dem in vivo
Szenario aufweisen. Multizellulare Spharoide sind dabei besonders in den Fokus der
Forschung gerickt und werden haufig in der Krebsforschung angewendet
(Campioni et al., 2022; Joseph et al., 2018; Kapatczynska et al., 2018). Dies liegt darin
begrindet, dass diese avaskuldre Tumore in deren Struktur und Wachstumskinetik
imitieren. Mit zunehmender Grol3e des Aggregats bilden sich isozentrische Schichten
mit einer proliferativen, einer ruhenden und einer nekrotischen Zone. Aufgrund der
metabolischen Aktivitat der aul3eren Zelllagen wird die Diffusion von Néahrstoffen, wie
Sauerstoff oder Glukose zum Zentrum gehemmt. Es kommt zur Entwicklung von
Gradienten, welche sowohl den Stoffwechsel der Zellen in den einzelnen Zonen
beeinflussen als auch deren Lebensfahigkeit (Grimes et al., 2016; Lazzari et al., 2017,
Leung et al., 2015; Sutherland, 1988).

Aufgrund der komplexen Struktur von 3D Gewebemodellen und der resultierenden
Unterschiede in der Mikroumgebung wurden zahlreiche mathematische und in silico
Modelle entwickelt, mit dem Ziel, die darin stattfindenden Mechanismen besser zu
verstehen. Diese erméglichen nicht nur eine Optimierung von in vitro Studien, sondern
liefern auch Erkenntnisse, welche experimentell nur schwer zuganglich waren oder
einen extremen Zeitaufwand erfordern wirden (Materi & Wishart, 2007). Die
zunehmende Attraktivitat und wachsende Anzahl eben dieser Analysemethoden zeigt
sich in der Literatur, wie bei der Untersuchung der Wachstumskinetik von Sphéaroiden
(Grimes et al., 2016), der darin vorherrschenden Sauerstoffverteilung (Grimes, Kelly
et al.,, 2014; Leedale et al.,, 2019; Leedale et al., 2014) oder pharmakologischer
Prozesse (Mehta et al., 2012; Sefidgar et al., 2014; Ward & King, 2003).

In den folgenden Kapiteln wird die in silico Sauerstoffverteilung in multizellularen
Sphéaroiden auf Basis empirischer Daten aus in vitro Studien untersucht. Der
Modellierungsprozess erfolgt dabei vice versa zum zugrundeliegenden

experimentellen Vorgehen (siehe Abbildung 52).
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Vorgehensweise in vitro >

Adhasion

=

Bildung

Tag 6

Vorgehensweise in silico

Abbildung 52: Darstellung der Prozesse in vitro und in silico zur Untersuchung der verschiedenen Level
der Oxygenierung innerhalb von Sphéaroiden der Zelllinien MCF-7 und U373. Der Modellierungsprozess
erfolgt dabei vice versa zur experimentellen Vorgehensweise. Ausgehend von den empirischen Daten
der ratiometrischen Sauerstoffmessung an Tag 7 sowie zusatzlichen morphometrischen Analysen
sollen Riuckschlisse auf die Atmungsaktivitdit vor dem Adhasionsprozess und wahrend der
sechstégigen Kulturzeit gezogen werden.

In vitro wurden Sphéaroide der Zelllinien MCF-7 und U373 gemafld dem Protokoll in
Kapitel 4.1.4 mit unterschiedlicher Zellzahl generiert. Nach der Bildung der Aggregate
und weiteren sechs Tagen in Kultur wurde die Oxygenierung mit dem ratiometrischen
Messsystem VisiSens TD, welches in Kapitel 3.2 beschrieben wurde, in einem
Querschnitt des Gewebes Uberwacht. Die Voraussetzung fir diese nicht-invasive
Analyse ist, dass die Spharoide Uber einen Zeitraum von 24 h auf der Oberflache von
planaren Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien adhéarieren und dadurch die geometrische
Form einer Halbsphare annehmen. Um das experimentelle Vorgehen so genau wie
moglich modellieren und untersuchen zu konnen, werden zundchst die
morphologischen Veranderungen der Spharoide wahrend der sechstagigen Kulturzeit
und im Zuge des Adhasionsprozesses mikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 6.1).
Mit Hilfe aller empirisch ermittelten Daten wird in Kapitel 6.2.2 das in silico Modell
adharenter Sphéaroide validiert und die Atmungsaktivitat quantifiziert. Ausgehend von
den validierten in silico Ergebnissen wird das Ziel verfolgt, durch weitere
kontinuierliche Computersimulationen, Rickschlisse auf die Sauerstoffverteilung vor
dem Adhéasionsprozess (siehe Kapitel 6.2.3) und anschliel3end auf diejenige wéhrend
der sechstagigen Kulturzeit (siehe Kapitel 6.2.5) ziehen zu kénnen. Infolgedessen

kénnen in silico die Prozesse innerhalb des Spharoids von der Bildung der Aggregate
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bis zu deren morphologischer Veranderung erforscht werden, was in vitro nicht in
gleicher Weise mdglich ware. Zusatzlich wird die chemische Modulation der oxidativen
Phosphorylierung und die Einflisse permeabler Kultursubstrate auf die
Sauerstoffgradienten studiert. Auf die Analyse weiterer Parameter, wie die
Auswirkungen der allgemeinen Kulturbedingungen, wird in diesem Rahmen verzichtet

und auf die Ergebnisse in Kapitel 5 verwiesen.
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6.1 Morphologische Analyse von Sphéroiden

Die Kombination von in vitro und in silico Verfahren ermoglicht einen tiefergehenden
Einblick in die Funktionsweise eines komplexen biologischen Systems. Die
Voraussetzung dafir ist, dass die Modelle geometrisch und mathematisch hinreichend
genau mit dem biologischen System ubereinstimmen. Fir die Analyse der in silico
Sauerstoffverteilung in Spharoiden auf Basis experimenteller Ergebnisse ist es
essenziell, die grundlegenden geometrischen Parameter zu quantifizieren. Dazu
wurden Spharoide der Zelllinien MCF-7 und U373 mit unterschiedlichen
Aussaatdichten generiert und mikroskopisch wéahrend der Kulturzeit und im Verlauf
des Adhasionsprozesses untersucht (MCF-7: 4k, 12k, 16k und 20k Zellen/96-Well;
U373: 6k, 10k, 20k und 30k Zellen/96-Well). Die quantifizierten Werte wurden auf

ganze um gerundet.

6.1.1 Einfluss der Kulturzeit auf die Morphologie von Sphéaroiden

Die geometrische Veranderung der Spharoide wahrend einer Kulturzeit von sechs
Tagen wurde mit Bildern am Phasenkontrastmikroskop dokumentiert. Exemplarische
Bilder fur die Zellaggregate unterschiedlichen Zelltyps und Aussaatdichte sind in
Abbildung 90 (MCF-7) und Abbildung 91 (U373) in Kapitel 10.1 dargestellt. Davon
ausgehend wurden, wie in Kapitel 4.1.7 beschrieben, die Durchmesser der Sphéroide
je Aussaatdichte und Tag bestimmt. Die gemittelten Ergebnisse sind in Abbildung 53
gezeigt. Insgesamt wurden mehr als sechs MCF-7 Sphéaroide (A) und mehr als zwolf
U373 Spharoide (B) pro Aussaatdichte untersucht. Fur die verschiedenen Zellzahlen
je MCF-7 Sphéroid (A) ist zu beobachten, dass die gemittelten Durchmesser zunachst
abnehmen. Ab dem zweiten Tag in Kultur ist ein n&herungsweise lineares
Wachstumsverhalten zu beobachten. Die Wachstumsraten wurden durch Anwendung
eines linearen Fits auf die jeweiligen Wachstumskurven ermittelt. Die grof3te
Veranderung im Durchmesser pro Zeit liegt mit (23 + 1) um-d* bei einer Aussaatdichte
von 4k Zellen/Well (—). Mit zunehmender Zellzahl nimmt die Wachstumsrate linear ab
bis zu einem Wert von (0,1 + 4) um-d-* fuir 20k Zellen/Well (—). Aufgrund der Tatsache,
dass die Durchmesser bei hoheren Aussaatdichten weitgehend konstant bleiben,

fallen Ungenauigkeiten bei deren Bestimmung mehr ins Gewicht. Infolgedessen sind
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die Standardfehler des Mittelwertes bei den gemittelten Wachstumsraten oft grol3er
als die absolute Veranderung im Durchmesser pro Zeiteinheit. Insgesamt wird jedoch
deutlich, dass kleine MCF-7 Spharoide schneller wachsen als grof3e. Bei U373
Zellaggregaten unterschiedlicher Aussaatdichte (B) ist Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum kein Wachstum erkennbar. Diese schrumpfen exponentiell
wahrend der gesamten Kulturzeit, wobei die Kontraktion bei hdheren Aussaatdichten
(—) starker ist als bei kleineren (—). Fur 30k Zellen/Well (—) sinkt der Durchmesser
von knapp (900 £ 3) um an Tag 1 auf (500 £ 5) um an Tag 6. Bei Spharoiden mit einer
Aussaatdichte von 6k Zellen/Well (—) ist die beobachtete Abnahme von (371 + 2) um
auf (277 £ 1) um geringer.
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Abbildung 53: Zeitabhangige Veranderung der Durchmesser von Sphéaroiden der Zelllinien MCF-7 (A)
und U373 (B) wahrend einer Kulturzeit von sechs Tagen. Insgesamt wurden mehr als sechs MCF-7
Sphéaroide pro Aussaatdichte (MW + SEM; n =6(3)) und mehr als zwolf U373 Zellaggregate pro
Aussaatdichte (MW + SEM; n = 12(3)) in drei unabhangigen Messreihen analysiert.

Ausgehend von den quantifizierten Werten fir die gemittelten Durchmesser der
Spharoide unterschiedlicher Zelllinien und Aussaatdichten wurden zusétzlich die
Einflusse der Kulturzeit auf die Volumina der Zellaggregate in Abbildung 54
visualisiert. Dazu wurden die Volumina unter Annahme einer perfekten Sphére
berechnet und die resultierenden Werte pro Aussaatdichte gemittelt. Die gemittelten
Werte wurden anschlie3end auf einen definierten Zeitpunkt normiert und die Fehler
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wurden mit der Gaul3‘schen Fehlerfortpflanzung ermittelt. Bei MCF-7 Spharoiden (A)
wurde auf das jeweilige Volumen am zweiten Tag der Kulturzeit normiert. Dies liegt
darin begriindet, dass das Wachstum im Durchmesser erst am zweiten Tag beginnt.
Bei der Zelllinie U373 (B) wurde auf die entsprechenden Volumina am ersten Tag
normiert. Die Normierung ermdglicht es, das Wachstum der Spharoide
unterschiedlicher Aussaatdichte direkt miteinander zu vergleichen und die bereits
gewonnenen Erkenntnisse zu untermauern. Bei MCF-7 Sphéroiden mit den
Aussaatdichten 16k Zellen/Well () und 20k Zellen/Well (*) ist zu beobachten, dass
diese frihestens ab dem dritten Tag in Kultur im Volumen wachsen. Diese Tatsache
ware allein durch die Ergebnisse in Abbildung 53 nicht deutlich geworden. Somit zeigt
sich fur die Zellaggregate beider Zelltypen, dass ab einer bestimmten Grol3e, welche
durch die Aussaatdichte kontrolliert wird, die Kontraktion lAnger andauert. Zudem ist

diese abhéangig von der verwendeten Zelllinie.
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Abbildung 54: Zeitabhéngige Veranderung der Volumina von Sphéroiden der Zelllinien MCF-7 (A) und
U373 (B) wahrend einer Kulturzeit von sechs Tagen. Insgesamt wurden mehr als sechs MCF-7
Sphéaroide pro Aussaatdichte (MW = SEM; n =6(3)) und mehr als zwolf U373 Zellaggregate pro
Aussaatdichte (MW £ SEM; n = 12(3)) in drei unabhangigen Messreihen analysiert. Die quantifizierten
Werte wurden gemittelt und anschlieRend auf einen definierten Zeitpunkt normiert (MCF-7: t =2 d;
U373:t=1d).

Durch die erlangten Resultate wird deutlich, dass lediglich MCF-7 Sphéroide mit den
Aussaatdichten 4k Zellen/Well und 12k Zellen/Well ab dem zweiten Tag in Kultur eine
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Wachstumskinetik aufweisen, welche &hnlich zu Tumoren in vivo ist. Durch
Anwendung der Gompertz Fitfunktion ist es mdglich, die Zeitspanne, in der sich das
Volumen der Spharoide das erste Mal verdoppelt, graphisch zu ermitteln
(siehe Abbildung 92 in Kapitel 10.1). Allerdings ist diese mit (4 £ 5) d (4k Zellen/Well)
und (16 £ 2250) d (12k Zellen/Well) bedeutend grol3er als die Verdopplungszeiten flr
adharente MCF-7 Zellen im Monolayer, welche mit Hilfe der Proliferationsassays in
Kapitel 5.3 quantifiziert wurden. Zudem ist die Fehlerbehaftung grof3, was mit der mehr
oder weniger guten Eignung der Gompertz Fitfunktion zusammenhangt
(4k Zellen/Well: R?=10,99; 12k Zellen/Well: R?=0,92). Nichtsdestotrotz liegt die
Vermutung nahe, dass sich bereits isozentrische Schichten ausgebildet haben und
somit nur die Zellen in der &ul3eren proliferativen Zone zum Wachstum beitragen. Die
Radien der proliferativen Zonen in den Spharoiden unterschiedlicher Aussaatdichte
wurden sukzessiv mit Hilfe des Modells eines Hohlkdrpers und folgenden drei

Annahmen berechnet:

1. Die Spharoide seien perfekte Spharen.

2. Die Anzahl der Zellen im Zellaggregat zu Beginn des Wachstums sei identisch
zur jeweiligen Aussaatdichte.

3. Die Verdopplungszeiten fir MCF-7 Zellen in 3D Zellaggregaten entsprechen
dem quantifizierten Wert von (27 £ 1) h fir adh&rente Zellen im Monolayer.

Infolge der theoretischen Annahmen, der Berechnung mit Hilfe der Gompertz
Fitfunktion und der Vielzahl an Rechenschritten wird, trotz einer konsequent
durchgefiihrten Fehlerfortpflanzung, auf die Darstellung der resultierenden Fehler

verzichtet.

Durch die Relation aus dem tatséachlichen Volumen nach (27 £1) h und dem
hypothetischen wurden zunéachst die prozentualen Anteile der Zellen bestimmt, welche
proliferieren oder ruhen. Davon ausgehend wurde das Volumen und der Radius der
ruhenden Zone berechnet. Durch die jeweilige Subtraktion des Radius der ruhenden
Zone vom tatsachlichen Radius des Zellaggregats nach (27 £ 1) h ergeben sich

schlieRlich proliferative Zonen mit einer Schalendicke vom 70 um fur 4k Zellen/Well*

1(70 + 108) um
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und 60 um fir 12k Zellen/Well?. Es ist ein Trend beziglich der Abnahme der Dicke der

proliferativen Zone bei steigenden Aussaatdichten erkennbar.

6.1.2 Einfluss der Adhasion auf die Morphologie von Sphéaroiden

Fur die Analyse der morphologischen Veranderungen im Zuge des
Adhasionsprozesses wurden die Zellaggregate vor und nach der 24-stindigen
Adhasion auf den Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien untersucht. Spharoide in
Suspension wurden am sechsten Tag der Kulturzeit durch Aufnahmen am
Phasenkontrastmikroskop dokumentiert, wahrend die 3D Struktur der adharenten
Sphéaroide 27 h nach dem Transfer auf die Sensorfolie mittels einer Lebendfarbung mit
Calcein-Acetoxymethylester am konfokalen Laser-Raster Mikroskop visualisiert wurde
(siehe Kapitel 4.2.3). Insgesamt wurden je Zelldichte mehr als neun Sphéroide in
Suspension der Zelllinie MCF-7 und mehr als zwdlf fur die Zellaggregate mit U373
Zellen untersucht. Bei adharenten Zellaggregaten wurden mehr als zwei Sphéaroide je
Zelllinie und initialer Zellzahl zum Zeitpunkt der Zellaussaat to analysiert. Die
mikroskopischen Bilder exemplarischer Sphéaroide je initialer Zellzahl sind in
Abbildung 55 (MCF-7) und Abbildung 56 (U373) gezeigt, wobei die initiale Zellzahl
von links nach rechts (A) — (D) zunimmt. Die erste Bildreihe in beiden Abbildungen
zeigt die phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen (xy) der Sphéaroide in
Suspension. In der zweiten und dritten Bildreihe sind die CLSM-Bilder adharenter
Spharoide gleicher Zellzahl in der Aufsicht (xy) und der Seitenansicht (xz) dargestellt.
Dabei ist die rote Fluoreszenz in den CLSM-Bildern das Resultat der Emission der
Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie, wahrend die griine zytoplasmatische Fluoreszenz
die lebenden Zellen zeigt. Dadurch, dass die Eindringtiefe sowohl fur die
Fluoreszenzfarbstoffe als auch fur die Anregung mit Laserlicht begrenzt ist, ist es im
Rahmen der konfokalen Laser-Raster Mikroskopie lediglich mdglich, die auf3eren
Zellschichten sichtbar zu machen. Nichtsdestotrotz wird die morphologische
Veranderung von Spharen zu Halbspharen durch den Adh&sionsprozesses klar
sichtbar. AuRerdem ist erkennbar, dass die Sphéaroide sowohl vor als auch nach der

Adhésion mit zunehmender Zellzahl groé3er werden.

2 (60 + 400000) pm
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Abbildung 55: Bilder von MCF-7 Sphéaroiden unterschiedlicher initialer Zellzahl vor dem
Adhasionsprozess und 27 h nach Transfer auf die Sensorfolie (A: 4k Zellen/Well, B: 12k Zellen/Well,
C: 16k zZellen/Well, D: 20k Zellen/Well). Die erste Reihe zeigt phasenkontrastmikroskopische
Aufnahmen (xy) der Zellaggregate in Suspension, wahrend in der mittleren Reihe
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen adhéarenter Spharoide (xy) nach Lebendfarbung mit Calcein-AM
am CLSM dargestellt sind. In der unteren Reihe ist die dazugehdrige Seitenansicht (xz) abgebildet.

Abbildung 56: Bilder von U373 Sphéaroiden unterschiedlicher initialer Zellzahl vor dem
Adhasionsprozess und 27 h nach Transfer auf die Sensorfolie (A: 6k Zellen/Well, B: 10k Zellen/Well,
C: 20k Zellen/Well, D: 30k Zellen/Well). Die erste Reihe zeigt phasenkontrastmikroskopische
Aufnahmen (xy) der Zellaggregate in Suspension, wahrend in der mittleren Reihe
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen adhéarenter Sphéaroide (xy) nach Lebendfarbung mit Calcein-AM
am CLSM dargestellt sind. In der unteren Reihe ist die dazugehdrige Seitenansicht (xz) abgebildet.
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Mit Hilfe der mikroskopischen Aufnahmen in der xy-Ebene und der anschlielenden
Auswertung mit der Software NIH ImageJ wurden die Radien der Spharoide vor und
nach dem Adhé&sionsprozess ermittelt. Die Hohen der adhérenten Sphéaroide
(xz-Schnitt) wurden durch das rasterférmige Scannen in einer definierten xy-Ebene bei
gleichzeitiger Veranderung der z-Position am CLSM quantifiziert. Die resultierenden
Werte der einzelnen Spharoide wurden anschlieRend fur jeden Zelltyp und jede
Zellzahl gemittelt und mit den zugehorigen Standardfehlern des Mittelwertes in den
Séaulendiagrammen in Abbildung 57 (MCF-7: A; U373: B) visualisiert. Die Ergebnisse
in (A) zeigen, dass die Radien fir MCF-7 Sphéaroide in Suspension mit zunehmender
Zellzahl ansteigen. Diese erhdéhen sich von gemittelten (221 £ 2) um bei einer initialen
Zellzahl von 4k Zellen/Well auf (308 + 2) um bei 20k Zellen/Well. Ahnliches ist auch fir
die Spharoide der Zelllinie U373 (B) zu beobachten. Diese besitzen gemittelte Radien
zwischen (140 £ 1) um bei 6k Zellen/Well und (244 £ 1) um bei 30k Zellen/Well.
Zudem wird ersichtlich, dass sich MCF-7 und U373 Sphéaroide mit einer identischen
Zellzahl von 20k Zellen/Well in der Gro3e unterscheiden. Die gemittelten Daten der
phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen ergeben eine Differenz von nahezu
(108 £ 2) um im Radius der Spharoide in Suspension. Bei den Radien der adharenten
Sphéaroide beider Zelllinien ist ein ahnlicher Trend erkennbar. Somit bestatigen die
morphometrischen Daten die optischen Beobachtungen in Abbildung 55 und
Abbildung 56. Bei einem Vergleich der Radien vor und nach dem Adhéasionsprozess
wird zudem deutlich, dass diese nach Adhéasion fir jede betrachtete Zellzahl marginal
groBer sind. Im Falle adharenter MCF-7 Sphéaroide weichen die Radien bis zu
(13 £ 8) um (12k Zellen/Well) von den gemittelten Radien in Suspension ab. Bei
adharenten Sphéaroiden der Zelllinie U373 liegt der maximale Unterschied bei
(9 £ 3) um fur 30k Zellen/Well. Die quantifizierten und gemittelten Héhen adharenter
Sphéroide (MCF-7 und U373) zeigen, dass diese in jedem Fall kleinere Werte
annehmen als die Radien. Demnach sind die gemittelten Werte in den beiden
Halbachsen unterschiedlich, was gegen eine perfekte halbsphérische Geometrie
spricht. Die Abweichung zwischen dem Radius und der Hohe liegt bei adhéarenten
MCF-7 Spharoiden zwischen (60 = 6) um (4k Zellen/Well) und (95 £7) um
(20k zellen/Well). Prozentual gesehen wéren dies circa (25 + 2) % bei 4k Zellen/Well
und (30 = 2) % bei 20k Zellen/Well. Bei U373 Spharoiden steigt die Differenz ebenso
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mit zunehmender Zellzahl an und ist mit (85 £ 6) um (circa (34 + 2) %) am grof3ten fur
Spharoide mit einer Zellzahl von 30k Zellen/Well. Zusammenfassend fuhrt dies zu
folgendem Fazit: Auf der einen Seite andern sich die Radien der Sphéroide durch den
Adhasionsprozess sowohl fur MCF-7 Zellen als auch fur U373 Zellen nur geringfigig.
Allerdings ist der Unterschied zwischen den Radien und den Ho6hen adharenter
Spharoide bedeutender. Demzufolge ist deren Geometrie mehr ellipsoid als sphéarisch.
Die Diskrepanz in den Halbachsen ist dabei fiir grof3e Sphéroide mit circa (30 + 2) %
(siehe: 20k Zellen/Well in A) starker ausgepragt im Vergleich zu kleineren
Zellaggregaten mit circa (14 +1) % (siehe: 6k Zellen/Well in B). Zuletzt wird bei
genauerer Betrachtung der Fehlerbalken deutlich, dass diese bei allen untersuchten
Zellzahlen fur Sphéaroide der Zelllinie MCF-7 grof3er sind als bei solchen mit U373
Zellen. Somit ist die Reproduzierbarkeit von MCF-7 Spharoiden im Allgemeinen als

geringer einzustufen.
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Abbildung 57: Vergleich der gemittelten Werte der Radien von Sphéaroiden in Suspension sowie der
Radien und H6hen von adhérenten Sphéroiden fir die beiden Zelllinien MCF-7 (A; MW + SEM; n = 2(3))
und U373 (B; MW = SEM; n = 2(3)) nach sechs Tagen in Kultur. Die unterschiedlichen Zellzahlen
beziehen sich auf die Zellzahl am Tag der Aussaat to. Die Radien fur Sphéaroide in Suspension wurden
mittels  mikroskopischer Aufnahmen am  Phasenkontrastmikroskop bestimmt. Aus den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen am CLSM wurden die Radien (xy-Schnitt) und die Hoéhen
(xz-Schnitt) der adh&renten Sphéroide quantifiziert.
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6.1.3 Diskussion

Die Spharoide der Zelllinien MCF-7 und U373 wurden nach der liquid overlay Methode
generiert. Der Einfluss der Kulturzeit wurde uber einen Zeitraum von sechs Tagen
durch Aufnahmen an einem inversen Phasenkontrastmikroskop dokumentiert. Die
anfangliche GrofRe der Zellaggregate 24 h nach Zellaussaat wurde dabei durch
varilerende Aussaatdichten kontrolliert, wobei der Durchmesser mit zunehmender
Zellzahl steigt. AnschlielRend wurde fur beide Zelllinien eine Phase der Kompaktierung
beobachtet, in welcher die Durchmesser zunachst abnehmen. Dieser Prozess endet
bei MCF-7 Spharoiden nach 24 h mit der Bildung spharischer Aggregate mit glatten
Oberflachen. AnschlieBend zeigen diese ein lineares Wachstumsverhalten im
Durchmesser. Dabei besitzen Sphéaroide mit kleinen Aussaatdichten groR3e
Wachstumsraten. Mit zunehmender Zellzahl nehmen diese kontinuierlich ab, sodass
sich die Durchmesser Uber die Kulturzeit nur noch marginal andern. U373 Sphéaroide
schrumpfen hingegen exponentiell wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes,
wobei die Kompaktierung bei hoheren Aussaatdichten starker ausgepréagt ist. Das
Verhalten der Zellaggregate wahrend der Kulturzeit ist somit von deren Gréfl3e und
vom Zelltyp abhangig. Zudem wird dieses durch die drei Phasen der anfanglichen
Aggregatbildung (Bildung loser Aggregate, Kompaktieren und Beginn des
Wachstums) und demnach einer variierenden Wachstumskinetik beeinflusst (Amereh
et al., 2021; Costa et al., 2016; Smyrek et al., 2019; Sutherland, 1988). Freyer (1988)
beobachtete mikroskopisch das Wachstumsverhalten von Spharoiden verschiedener
Zelllinien. Sowohl die Volumina von Spharoiden mit Tumor- als auch normalen
Zelllinien zeigten tber einen Zeitraum von 30 Tagen eine anfanglich exponentielle
Wachstumsphase, gefolgt von einer Abnahme der Wachstumsrate bis zum Erreichen
eines nahezu konstanten Volumens. Die Dauer der jeweiligen Phasen variierte dabei
je nach Zelltyp. Zudem waren Unterschiede in den Wachstumsraten und den
konstanten, maximalen Grol3en (Sattigungsgrofe) zwischen den Zelltypen erkennbar.
Gong et al. (2015) untersuchten das Wachstum von MCF-7 Spharoiden der
Aussaatdichten 2k-, 4k-, und 8k Zellen/Well tiber einen Zeitraum von 15 Tagen. Von
Tag 1 auf Tag 2 nahm in jedem Fall der Durchmesser ab. Anschlie3end wuchsen die

Zellaggregate bis zum Erreichen einer Plateauphase nach circa 12 — 15 Tagen. Die
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Wachstumsrate im Durchmesser war mit 31 % bei 2k Zellen/Well am gréf3ten und
nahm auf 8 % ab bei 8k Zellen/Well. Ebenso wurde der maximale Durchmesser bei
grofRen Sphéaroiden friher erreicht. Die anfangliche Kompaktierung dauerte bei DLD1
Sphéaroiden mit einer Zelldichte von 10k Zellen/Well vier Tage an, bevor diese
wuchsen (Grimes, Kelly et al., 2014). Wahrend eines Zeitraums von 14 Tagen
beobachteten Carrasco-Mantis, Randelovic et al. (2023) eine Reduzierung des
Durchmessers um nahezu die Halfte fir Spharoide der humanen Glioblastomzelllinie
U251. Ebenso zeigten T98G Spharoide mit einer Aussaatdichte von 2k Zellen/Well
kein Wachstum Uber eine Zeit von zehn Tagen, sondern vielmehr eine leichte
Abnahme im Durchmesser (Calori et al., 2022). Die variierenden Charakteristika im
Wachstum von Sphéaroiden unterschiedlicher Zelllinien kénnen unter Bertcksichtigung
verschiedener Aspekte begrindet werden: die Zellpackungsdichte, interzellulare
Wechselwirkungen und die Bildung von biologischen Zonen. So stellten Bell et al.
(2001) wahrend einer Studie Uber funf Wochen fest, dass sich die Zellzahl in U373
Sphéaroiden innerhalb von drei Wochen kaum &nderte, jedoch sank die
Zellpackungsdichte. Erst ab der dritten Woche nahmen die Zellzahl und die
Zellpackungsdichte zu. In der Studie von S. Y. Lee et al. (2010) wurde die Bildung
dicht gepackter MCF-7 Sphéaroide mit einer Aussaatdichte von 400 Zellen/Well mit
starken Zell-Zell Interaktionen durch die Expression von E-Cadherinen auf der
Oberflache der Zellen in Verbindung gebracht. Ebenso fuhrten Cui et al. (2017) die
dichte Packung in MCF-7 Spharoiden auf E-Cadherine zuriick, wahrend eine geringe
Expression von eben diesen in U373 Zellen beobachtet wurde (Xia et al., 2010). Somit
steht die Zellpackungsdichte in einem engen Zusammenhang mit interzellularen
Adhasionskraften, wie Uber E-Cadherine und B-Integrine ausgetibt. Erstere gehdren
zur Familie der Transmembranproteine, welche von Calciumionen abhéngig sind, und
unterstitzen stabile Zell-Zell Interaktionen. Zweitere sind Adhasionsproteine, welche
die Zellen mit der extrazellularen Matrix verbinden. Die Etablierung solch komplexer
Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakte férdert die schnelle Bildung von kompakten
Spharoiden. Infolgedessen kompaktieren die Zellaggregate bis zu einem minimalen
Radius, was die Expression von [-Integrinen erhoht. Dies wiederum 16st die
Expression von E-Cadherin aus, was den Zeitraum des Kompaktierens bestimmt
(Lin et al., 2006; Smyrek et al., 2019; Swami, 2014). Sobald eine kompakte Struktur
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gebildet ist, beginnt daraufhin das Wachstum durch Zellproliferation im Sphéaroid
(Amereh et al., 2021). Mit dem Ziel, das Wachstumsverhalten von MCF-7 Spharoiden
analysieren zu konnen, wurde die bendtigte Zeit, um das initiale Volumen zu
verdoppeln, graphisch fir die Zelldichten 4k Zellen/Well und 12k Zellen/Well
guantifiziert. Mit Werten von (4 £5) d und (16 £ 2250) d sind die Verdopplungszeiten
bedeutend groRer als fur adharente Zellen im Monolayer mit (27 + 1) h. Einen
ahnlichen Unterschied zwischen 2D und 3D Gewebemodellen ermittelten Aghamiri et
al. (2019). Die Verdopplungszeit fur MCF-7 Sphéaroide mit einem initialen Durchmesser
von 300 um lag bei circa (42 +1) h im Vergleich zu circa (22,5 + 0,2) h fur die 2D
Zellkultur. Trotz der Tatsache, dass der Durchmesser ahnlich zu dem MCF-7 Sphéaroid
mit 4k Zellen/Well mit (334 £ 2) um ist, sind die Verdopplungszeiten unterschiedlich.
Der Grund hierfiir kdnnte darin liegen, dass im Gegensatz zur Analyse in dieser Arbeit,
in der Studie von Aghamiri et al. (2019) das Medium zweimal wochentlich wéhrend
des Wachstums gewechselt wurde. Tannock und Kopelyan (1986) kamen jedoch zu
dem Schluss, dass ein Wechsel des Mediums keinen Einfluss auf das Wachstum von
MGH-U1 Sphéaroide hat. Haji-Karim und Carlsson (1978) beobachteten, dass die Zeit
fur die Verdopplung des Volumens von U118-MG Sphéaroiden umso langer ist, je
groBer der Durchmesser ist. Ebenso stellten Marusi¢ et al. (1994) mithilfe
mathematischer Modelle fest, dass sich die Verdopplungszeiten in 2D und 3D
unterscheiden. In der Studie von Sutherland (1988) stellte die Verdopplungszeit in 2D
sogar die untere Grenze von derjenigen in 3D dar. Somit kénnte die langsamere
Verdopplungszeit im Wesentlichen von der GréR3e der Spharoide abhédngen und der
damit einhergehenden Erzeugung biologischer Zonen. Da nur die proliferative Zone
fur das Wachstum verantwortlich ist (Sutherland, 1988), wurde diese rechnerisch fur
MCF-7 Sphéaroide der beiden Zelldichten bestimmt. Dabei wurden die Schichtdicken
der proliferativen Zonen mit 70 um (4k Zellen/Well) und 60 um (12k Zellen/Well)
guantifiziert, welche mit den berichteten Werten von 50 — 350 um in der Literatur
Ubereinstimmen (Ballangrud et al., 1999; Haji-Karim & Carlsson, 1978; Mueller-Klieser,
1987; Sutherland, 1988). Demnach ist die Schichtdicke der proliferativen Zone bei
kleineren Aussaatdichten gréf3er und die Verdopplungszeit kirzer. Von einem
ahnlichen Zusammenhang berichteten Olea et al. (1992), welche das Wachstum von
MCF-7 Spharoiden mit verschiedenen Durchmessern (200 um > d > 750 um) Gber 30
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Tage charakterisierten. In Kombination mit einem radiomarkierten Thymidin DNA-
Labeling (*H-TdR) quantifizierten diese zusatzlich die proliferative Aktivitat der Zellen.
Bei Sphéaroiden mit d <200 um war die Verdopplungszeit einerseits &ahnlich zu
adharenten Zellen im Monolayer. Andererseits war das radiomarkierte Thymidin
homogen im gesamten Spharoid verteilt. Mit zunehmender Grél3e (d > 750 pum) waren
die mit Thymidin markierten Zellen nur noch im aufReren Rand erkennbar und die
Verdopplungszeit erhdhte sich auf bis zu 20 d. Analog konnten Bredel-Geissler et al.
(1992) die proliferative Zone in EMT6/Ro Sphéaroiden auf wenige Zelllagen am Rand
beschranken. Eine weitere Farbemethode mit einem ahnlichen Resultat nutzten Riffle
et al. (2017). Mittels dem Antigen Ki-67 markierten sie proliferative Zellen in A673
Spharoiden und beobachteten eine komplette Farbung bei d =400 um. Sobald der
Durchmesser grolRer als 500 pm war befanden sich die
Ki-67 positiven Zellen zwischen 70 — 150 um vom Rand des Sphéaroids entfernt, wobei
der Abstand mit zunehmendem Durchmesser abnahm. Zudem ist die Dicke des
lebensfahigen Randes laut Freyer (1988) der einzige Parameter, fir welchen ein
direkter Einfluss auf die Sattigungsgrof3e in Spharoiden unterschiedlicher Zelllinien
nachgewiesen werden konnte. Die Erklarung hierfur beruht auf einem Modell, welches
von Landry et al. (1982) entwickelt wurde und von Freyer und Sutherland (1986)
bestatigt wurde. In diesem deskriptiven Modell hangt das Wachstum eng mit der
Lebensfahigkeit der Zellen im 3D System zusammen. Bei kleinen Spharoiden sind die
Faktoren, welche beide Phanomene beglnstigen (growth promotors und viability
promotors), unabhangig voneinander, da sie alle Zellen erreichen. Infolge des
Wachstums sinkt die Konzentration der wachstumsfordernden Koeffizienten im
Zentrum und es kommt zur Bildung von biologischen Zonen. Durch das fortschreitende
Wachstum als Folge der Mitose in der proliferativen Zone sinkt die Konzentration der
viability promotors, wie Sauerstoff oder Glukose, mit zunehmender Entfernung von der
Oberflache des Sphéaroids. Es entstehen Konzentrationsgradienten, welche zur
Entwicklung von Nekrose fithren konnen. Sobald dieser Zeitpunkt eingetreten ist, wird
die Proliferation in den &ufl3eren Schichten durch die Diffusion zytostatischer Faktoren,
wie metabolischer Abfallprodukte, aus dem Zentrum gehemmt. Die Dicke des
lebensfahigen Rands wird daraufhin sukzessiv reduziert, bis es zum Stillstand des

Wachstums kommt und eine Sattigungsgréf3e erreicht wird. Basierend auf den
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Erkenntnissen des Modells konnte in der Studie mit EMT6/Ro Sphéroiden
nachgewiesen werden, dass das Wachstum von Spharoiden positiv mit den
biologischen Zonen und den resultierenden Konzentrationsgradienten von Glukose,
Sauerstoff oder Stoffwechselabfallprodukten korreliert. Den Zusammenhang zwischen
variierendem Sauerstofflevel, dem Wachstum von MGH-U1l Spharoiden und dem
Zelltod untersuchten ebenfalls Tannock und Kopelyan (1986). Diese konnten zeigen,
dass bei einer Abnahme der Sauerstoffkonzentration das Wachstum verlangsamt wird.
Bull et al. (2020) analysierten die zellulare Dynamik in Sphéroiden im Rahmen
mathematischer Modellierungen und gelangten zu &hnlichen Erkenntnissen

hinsichtlich den Néahrstoffkonzentrationen und dem Sphéaroidwachstum.
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6.2 Sauerstoffverteilung in Spharoiden

In allen in silico Modellen zur Untersuchung der Oxygenierung in multizellularen
Spharoiden wurden Fick’sche Diffusionsprozesse und eine Reaktionskinetik nach
Michaelis-Menten vorausgesetzt, da die Sauerstoffverteilung tber das Gleichgewicht
aus Sauerstoffdiffusion und -verbrauch bestimmt ist (Mueller-Klieser, 1984). Dabei
wurden die Diffusionskoeffizienten von Sauerstoff im umgebenden Medium sowie im
Spharoid selbst als konstant angenommen. Gleiches gilt fir die maximalen
volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsraten Rmax, nachdem deren Wert in silico
bestimmt wurde. Die Integration Uber den Ausdruck der Michaelis-Menten
Verbrauchskinetik im Postprocessing der Modellierung ermoglicht anschlieend die
Quantifizierung der globalen Sauerstoffverbrauchsrate Rgiobal. Weitere Grundlagen der
mathematischen  Modellierung sowie eine detaillierte  Auffuhrung der
modelltechnischen Annahmen sind Kapitel 4.3.2 und 4.3.4 zu entnehmen. Die
Einheiten der Sauerstoffverbrauchsraten wurden fir Rmax in den COMSOL
Standardeinheiten mol'm3:s und fiir Rgioba in pmol-s* angegeben. Das Vorgehen
beim Runden erfolgte auf die gleiche Art und Weise wie in Kapitel 5 erlautert. Die in
vitro Ergebnisse wurden auf signifikante Stellen gerundet. Bei den in silico Daten
hingegen wurde eine andere Rundungsmethode verwendet, da sonst marginale
Unterschiede nicht sichtbar gemacht héatten werden kdnnen. So wurden diese auf
maximal zwei Nachkommastellen gerundet, wobei die Rundungsstelle je nach Wert
der nachfolgenden Stelle auf- (Wert der Folgestelle: = 5) beziehungsweise abgerundet
(Wert der Folgestelle: <5) wurde. Bei der Darstellung der Eingangsvariablen in
COMSOL wurde hingegen auf das Runden verzichtet, da die Angabe der exakten

Werte essenziell fur reproduzierbare Simulationsergebnisse ist.

6.2.1 Einfluss kritischer Parameter auf die in silico Sauerstoffverteilung

Die Ergebnisse aus Kapitel 6.1.2 zeigen, dass sich die Geometrie der Sphéaroide im
Zuge des Adhasionsprozesses andert. Die quantifizierten Werte fur den Radius r und
die Hohe h variieren zudem je nach Zelltyp und Zellzahl. Diese Tatsache fthrt in
Kombination mit den grundlegenden Annahmen des Modells dazu, dass die

geometrischen Parameter zusammen mit der maximalen volumenbezogenen
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Sauerstoffverbrauchsrate Rmax, welche aus einer Anpassung der in silico
Sauerstoffprofile an diejenigen der sensorischen Messung resultiert, die einzigen
Inputvariablen in den Simulationen darstellen. Hierbei sei anzumerken, dass der
bereits erlauterte Zusammenhang zwischen Rmax und Rgiobai bei den Analysen stets
bericksichtigt werden muss. Demzufolge wird in diesem Abschnitt der Einfluss dieser
Parameter auf die stationdren in silico Sauerstoffprofile eines adharenten
Modellsphéroids bei t=1 h untersucht. Die Profile wurden dabei durch eine 2D
Schnittlinie in der xy-Ebene der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie generiert (siehe
Kapitel 4.3.6). Dies ermdglicht die Analyse der lateralen Sauerstoffgradienten in
einem Querschnitt durch das umgebende Medium und dem Spharoid analog zur in
vitro Sauerstoffmessung. Der Datensatz, welcher den Modellspharoid beschreibt, ist
in Tabelle 16 zusammengefasst. Davon ausgehend wurde systematisch einer der

genannten Parameter verandert, wahrend alle anderen konstant gehalten wurden.

Tabelle 16: Auflistung der Ausgangsvariablen fir die Analyse der Sauerstoffverteilung in einem
adhéarenten Modellsphéaroid. Durch deren systematische und sukzessive Verénderung kénnen die
Einflisse auf die Sauerstoffprofile analysiert werden.

Parameter Wert
Radius r 150 um
Hohe h 150 pm
Maximale Sauerstoffverbrauchsrate Rmax 1,510 mol-m=3-st
Globale Sauerstoffverbrauchsrate Rgiobal 0,1 pmol-s?

Zunachst wurde der Parameter Rmaxvon 0,1-102 mol-m=3-s1 bis 0,1 mol-m-3-s* variiert.
Dies wiederum impliziert eine Veranderung der Werte flir Rgiobai von 5,23-10-2 pmol-s
bis 0,35 pmol-s™. Die resultierenden Sauerstoffprofile mit dem Sauerstoffpartialdruck
pO2 als Funktion der Entfernung vom Zentrum des Sphé&roids (r =0 pum) sind in
Abbildung 58 gezeigt.
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Abbildung 58: Abhangigkeit der in silico Sauerstoffprofile eines adharenten Modellspharoids von der
maximalen Sauerstoffverbrauchsrate Rmax. Die Querschnitte durch das umgebende Medium und den
Spharoid zeigen die lateralen pO2 Gradienten zum Zeitpunkt t = 1 h. Auf der x-Achse ist die radiale
Distanz vom Zentrum des Sphéroids (r = 0 um) und auf der y-Achse der Sauerstoffpartialdruck pO:
aufgetragen. T = 37 °C.

Beinahe alle Profile besitzen eine Grundform, welche ahnlich zu der einer Parabel ist.
Die Ausnahme bildet das Sauerstoffprofil fir die maximale Sauerstoffverbrauchsrate
von 0,1 mol'm=3-s! (—). Dieses weist einen U-formigen Verlauf mit einer zentralen
Plateauregion bis circa 70 um vom Zentrum des Spharoids (r = 0 um) entfernt auf. Die
Plateauregion mit nahezu konstanten pO2 Werten resultiert aus der Definition der
Michaelis-Menten Reaktionskinetik und der darin implementierten kritischen
Sauerstoffkonzentration ckit. Sobald Regionen innerhalb des Sphéaroids kleinere pO2
Werte als ckit = 0,07 torr annehmen, wird der Sauerstoffverbrauch in eben diesen
Gebieten gestoppt und dadurch das in vivo Phanomen der Nekrose berticksichtigt.
Jedes der dargestellten Profile zeigt zudem eine leichte Abnahme des
Sauerstoffpartialdrucks auf3erhalb des Sphéaroids (r > rspharoid = 150 pm) und einen
steilen Abfall innerhalb des Zellaggregats (0 < r < rspharoid = 150 um). Die Abnahme
des pO2 im Medium ist bei kleinen Werten fir Rmax gering. Mit abnehmender radialer
Entfernung zur Oberflache des Sphéaroids sinkt der Sauerstoffpartialdruck lediglich von
anfanglichen 149 torr auf 147,7 torr fur 0,1-102 mol'm=3-s* (—) und auf 142,9 torr flr

0,5-102 mol-m=3-s1 (—). Je groRer die Werte fir Rmax sind, desto starker ist der
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beobachtete Gradient. Ein &hnlicher Trend ist auch fur die lateralen
Sauerstoffgradienten innerhalb des Spharoids zu beobachten. Diese werden mit
zunehmenden Werten fir Rmax steiler. Im Zentrum des Sphéaroids variiert der pO:2
zwischen 145,5 torr (—) und 0,04 torr (—). Die Gro3e des Zellaggregats und der darin
stattfindende Sauerstoffverbrauch bestimmen demnach im Wesentlichen die Breite
und Steilheit des Sauerstoffprofils im Querschnitt von umgebendem Medium und
Spharoid. Dadurch, dass der Radius in der vorliegenden Analyse als konstant

angenommen wurde, ist die Breite der Profile identisch.

Bei den Parametervariationen in Abbildung 59 wurde der Radius r sukzessiv in 50 pm
Schritten bis zu einem Wert von 400 um erhdht. Dabei wurde in einer Analyse Rmax
konstant gehalten (A) und in der anderen Rgiobal (B), um zusatzlich die Korrelation der
beiden Parameter und deren unterschiedliche Auswirkungen auf die lateralen
Sauerstoffgradienten aufzuzeigen. Auf den ersten Blick wird ersichtlich, dass die
Sauerstoffprofile in beiden Fallen umso breiter sind, je grofRer der Radius des
zugrundeliegenden Spharoids ist. Zudem sind Unterschiede in der Ausbildung der
lateralen Gradienten erkennbar. Bei konstanten Werten fiir Rmax (A) sind diese sowohl
im Medium als auch innerhalb des Spharoids mit zunehmendem Radius ausgepragter.
So sinkt der Sauerstoffpartialdruck im Medium mit abnehmender Distanz zur
Oberflache des Spharoids von 149 torr auf 125 torr (—) und 85 torr (—). Innerhalb des
Zellaggregats nehmen die pO2 Werte auf 87 torr (—) und 0,7 torr () ab. Dies liegt
darin begrindet, dass sich mit zunehmendem Radius auch die Volumina erhéhen und
somit die globale Sauerstoffverbrauchsrate pro Spharoid bei konstantem Rmax. Trotz
der steigenden Differenz zwischen den pO2 Werten am Rand des Spharoids und im
Zentrum, bleibt die Steilheit der Gradienten nahezu unveréandert. Unter der Annahme
von konstanten globalen Sauerstoffverbrauchsraten pro Spharoid (B) sind die lateralen
Gradienten im Medium nahezu identisch. Die Gradienten innerhalb des Zellaggregats
verhalten sich vice versa zu denjenigen in (A). Neben deren unterschiedlicher
Steigung, ist die starkste Abnahme des pO:2 beim kleinsten Radius (—) zu beobachten,
welcher im Zentrum des Sphéroids auf 87 torr sinkt. Mit wachsenden Radien steigt der

Sauerstoffpartialdruck im Zentrum auf Werte zwischen 98,8 torr (—) und
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122,5 torr (). Diese Beobachtung geht mit der Tatsache einher, dass die Werte flr

Rmax, bei konstantem Rgiobal, genau dann kleinere Werte annehmen, wenn r grof3 ist.
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Abbildung 59: Abhangigkeit der in silico Sauerstoffprofile eines adharenten Modellsphéroids vom
Radius r. Die Querschnitte durch das umgebende Medium und den Spharoid zeigen die lateralen pO:
Gradienten zum Zeitpunktt = 1 h. In (A) wird die maximale volumenbezogene Sauerstoffverbrauchsrate
Rmax als konstant angenommen und in (B) die globale Sauerstoffverbrauchsrate Rgoval. Auf der x-Achse
ist die radiale Distanz vom Zentrum des Sphéaroids (r=0um) und auf der y-Achse der
Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen. T = 37 °C.

In der letzten Analyse wurde die Hohe h des adharenten Spharoids von einer perfekten
Halbsphare (r=h =150 um) auf ellipsoide Formen geandert, wahrend r konstant
gehalten wurde. Aus Simulationssicht kdnnen die Hohe h und der Radius r unabhéangig
voneinander betrachtet werden, um deren individuelle Einflussfaktoren auf die
Sauerstoffprofile zu untersuchen. Allerdings ist anzumerken, dass diese Analyse keine
Entsprechung in der Realitat hat, wie die mikroskopischen Studien in Kapitel 6.1.2
gezeigt haben. Die Auswirkungen der Analyse auf die resultierenden Sauerstoffprofile
(sieche  Abbildung 60) wurden erneut bei konstanten  maximalen
Sauerstoffverbrauchsraten Rmax (A) untersucht sowie unter der Annahme, dass Rgiobal
(B) konstant ist. Dadurch, dass sich die Radien der Sphéaroide nicht andern, ist die

Breite aller Sauerstoffprofile identisch.
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Abbildung 60: Abhangigkeit der in silico Sauerstoffprofile eines adharenten Modellsphéroids von der
Hbhe h. Die Querschnitte durch das umgebende Medium und den Sphéroid zeigen die lateralen pO:
Gradienten zum Zeitpunktt = 1 h. In (A) wird die maximale volumenbezogene Sauerstoffverbrauchsrate
Rmax als konstant angenommen und in (B) die globale Sauerstoffverbrauchsrate Rgioba. Auf der x-Achse
ist die radiale Distanz vom Zentrum des Spharoids (r=0um) und auf der y-Achse der
Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen. T = 37 °C.

Bei konstantem Rmax (siehe Abbildung 60 A) ist zu beobachten, dass mit
zunehmender Zirkularitat der Halbsphare der Abfall des pO: innerhalb des
Zellaggregats umso steiler ist und die zentralen Werte sinken. Die Unterschiede der
Gradienten im Medium sind hingegen weniger stark ausgepragt. Bei genauerer
Betrachtung der resultierenden Werte flr Rgiobar Wird ersichtlich, dass diese von
h =150 pm bish = 75 pm um 49,8 % sinken. Somit nimmt Rgiobal im genannten Bereich
nahezu im gleichen Maf3e ab wie die Hohe (50 %). Fur den Fall, dass Rgiobai konstant
ist (B), unterscheiden sich die Sauerstoffprofile kaum voneinander. Hier stimmen nicht
nur die Gradienten im Medium Uberein, sondern es ahneln sich auch diejenigen
innerhalb des sauerstoffverbrauchenden Sphéaroids. Der einzige Unterschied besteht
in der Sauerstoffkonzentration im Zentrum, welche mit zunehmender Héhe gréf3er ist.
So weisen perfekte Halbsphéren einen zentralen pO2 von 87 torr (—) auf, wahrend bei
einer Abnahme der Hohe um 50% der pOz2 lediglich 79 torr (—) betragt. Die Korrelation
zwischen der Hohe h und der jeweils variablen Sauerstoffverbrauchsrate ist in beiden

Fallen unterschiedlich. Wahrend sich h und Rgiobal bei konstanten Werten fiir Rmax (A)
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prozentual nahezu identisch andern, ist der Trend zwischen h und Rmax bei konstantem
Rgiobal (B) entgegengesetzt. Hier sinkt die Hohe von h =150 pum bis h = 75 pm zwar
ebenfalls um 50 %, allerdings steigt die maximale Sauerstoffverbrauchsrate Rmax um
50 % an.

Zusammenfassend wird aus den Ergebnissen aus Abbildung 59 und Abbildung 60
deutlich, dass Veranderungen in Rmax und Rgiobal Unterschiedliche Auswirkungen auf
die Sauerstoffprofile adhérenter Spharoide haben. Dies liegt darin begriindet, dass
Rmax eine volumenbezogene Gr6Re darstellt und Rgiobal unabhangig vom betrachteten
Volumen ist. Wird nun die Geometrie der Sphéaroide und damit auch das Volumen
verandert, fihrt dies trotz konstantem Rmax zu einer entsprechenden Anderung der
globalen Verbrauchsrate pro Spharoid. Infolgedessen nehmen die zentralen Regionen
niedrigere pO2 Werte an. Bei konstanten Werten fir Rgoba hingegen wird
angenommen, dass jeder betrachtete Spharoid, unabhangig vom Volumen, die gleiche
Rate an Sauerstoff verbraucht. Somit sind die Veranderungen in den lateralen

Sauerstoffgradienten weniger stark ausgepragt.

6.2.2 In vitro und in silico Sauerstoffgradienten in adharenten Spharoiden auf

Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien

Nachdem in Kapitel 6.2.1 der Einfluss der Variablen (Radius r,
Hohe h und maximale Sauerstoffverbrauchsrate Rmax) auf die Sauerstoffprofile eines
Modellsph&roids veranschaulicht wurde, wird im Folgenden das in silico Modell
adharenter Sphéaroide unterschiedlichen Zelltyps (MCF-7 und U373) und
unterschiedlicher Zellzahl mit den empirischen Daten der ratiometrischen
Sauerstoffmessungen verglichen und validiert. Die Zellzahl bezieht sich dabei immer
auf diejenige am Tag der Aussaat (to). Die fur die Modellierung nétigen geometrischen
Parameter (Radius r und H6he h) stammen aus den mikroskopischen Studien in
Kapitel 6.1.2, welche aus Griinden der Ubersichtlichkeit in Tabelle 17
zusammengefasst sind. Davon ausgehend wurde das in silico Modell lediglich durch
eine Variation des Parameters Rmax gemald einer Augenscheinvaliditdit an die
experimentellen Ergebnisse angepasst, da statistische Optimierungsverfahren kein
Bestandteil des vorliegenden COMSOL Moduls sind. Auf die Darstellung der Fehler

wurde verzichtet, da in COMSOL nur die Absolutwerte eingepflegt werden kdnnen. Die
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laterale Sauerstoffverteilung wurde in vitro am siebten Tag der Kulturzeit Gber einen
Zeitraum von 1 h in 200 pL L-15 Medium in einem offenen System aufgezeichnet
(37° C und 0 % COy). Dies liegt darin begrindet, dass weitere in vitro Studien, welche
nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind, gezeigt haben, dass sich die Profile im

Allgemeinen ab t = 1 h nicht mehr wesentlich verandern.

Tabelle 17: Darstellung der gemittelten Werte fiir die Parameter r (Radius) und h (Hhe) der adharenten
Sphéroide unterschiedlichen Zelltyps und Zellzahl (to) am siebten Tag der Kulturzeit, welche im Rahmen
der geometrischen Modellierung verwendet wurden. Die Daten stammen aus den CLSM-Studien aus
Kapitel 6.1.2.

Zelltyp Zellzahl (to) / Radius r / pm Hohe h / um
Zellen/Well

MCF-7 4k 231,9 173,1
MCF-7 12k 282,4 192,6
MCF-7 16k 303,5 2154
MCF-7 20k 317,9 223
U373 6k 143,5 123,7
U373 10k 161,4 138,3
U373 20k 203,4 161,6
U373 30k 252,8 167,9

Die Sauerstoffprofile der in vitro und in silico Studien zum Zeitpunkt t =1 h sind in
Abbildung 61 in Abhangigkeit vom Zelltyp (MCF-7: A; U373: B) und der Zellzahl
gezeigt. Die gestrichelten Profile symbolisieren die Ergebnisse der in silico
Modellierung nach Optimierung des Parameters Rmax und die durchgezogenen Kurven
stellen die empirischen Daten der ratiometrischen Sauerstoffmessungen dar. Auf den
ersten Blick wird deutlich, dass die in silico Sauerstoffprofile flr beide Zelltypen, mit
Ausnahme der MCF-7 Sphéroide mit 20k Zellen/Well (—), eine Grundform besitzen,
welche ahnlich zu der einer Parabel sind. Die Sauerstofflevel nehmen im umgebenden
Medium zund&chst leicht ab. Eine drastischere Abnahme des pO: ist hingegen von der
Oberflache des Sphéaroids (r = rspharoid) zum Zentrum (r = 0 um) zu beobachten. Zudem

ist die Differenz zwischen den normoxischen pO2 Werten im Medium und denjenigen
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im Zentrum umso starker, je groRRer die betrachtete Zellzahl —und damit auch der
Spharoid — ist. Ahnliches wird fir die in vitro Ergebnisse sichtbar, wobei MCF-7
Sphéaroide mit 12k Zellen/Well (—), 16k Zellen/Well (—) und 20k Zellen/Well (—)
zentrale Plateauregionen aufweisen. Die Ubereinstimmung zwischen den lateralen in
vitro und in silico Sauerstoffgradienten ist fir adharente Sphéaroide aus U373 Zellen
(B) besser als fur MCF-7 Zellaggregate (A).
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Abbildung 61: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
Sphéaroid aus MCF-7 Zellen (A) bzw. U373 Zellen (B) unterschiedlicher Aussaatdichte zum Zeitpunkt
t=1h nach Beginn der Messung. Die gestrichelten Profile zeigen die Ergebnisse der in silico
Modellierung. Die durchgezogenen Kurven stellen die empirischen Daten der ratiometrischen
Sauerstoffmessungen dar, welche in einem Zellkulturinkubator bei 37° C und 0 % CO:2 durchgefuhrt
wurden. Auf der x-Achse ist die radiale Distanz vom Zentrum des Spharoids (r = 0 um) und auf der
y-Achse der Sauerstoffpartialdruck pO: aufgetragen.

Die Werte fur die volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsraten Rmax und die
globalen Sauerstoffverbrauchsraten Rgobar adhérenter U373 Sphéaroide, welche sich
im Zuge der Anpassung ergeben, sind in Tabelle 18 dargestellt. Mit zunehmender
Zellzahl wachst die Grof3e der Sphéaroide und somit auch die globale Verbrauchsrate
pro Sphéaroid, wenngleich bei den Werten flr Rmax kein derartiger Trend zu beobachten

ist.
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Tabelle 18: Daten der maximalen und globalen Sauerstoffverbrauchsraten der in silico Sauerstoffprofile
adhéarenter U373 Spharoide aus Abbildung 61 B. Die Werte fir Rmax Wurden nicht gerundet, da kleinste
Veranderungen in den Eingabevariablen zu veranderten Ergebnissen fiihren wiirden.

Zellzahl (to) / Zellen/Well Rmax / mol-m=3-s! Rgiobal / pmol-s?
6k 1,72-102 0,09
10k 1,99-107 0,15
30k 1,85:102 0,39

Da die Profile fur MCF-7 Spharoide in Abbildung 61 A nur schwer voneinander
unterscheidbar sind, sind diese nochmals einzeln fur jede betrachtete Zellzahl (to) in
Abbildung 62 gezeigt. Somit werden die Diskrepanzen zwischen den lateralen pO:2
Gradienten im Experiment und der Simulation deutlicher hervorgehoben. Wahrend die
Profile fur 4k Zellen/Well (A) und 20k Zellen/Well (D) gut tGbereinstimmen, sind die
Abweichungen bei 12k Zellen/Well (B) und 16k Zellen/Well (C) drastischer. Obwohl
die Sauerstoffkonzentrationen im Zentrum mit durchschnittichen Werten von
(16 +4)torr (—) und (12,3+£0,8)torr (—) sehr ahnlich sind, weisen die
experimentellen Profile zentrale Plateauregionen auf. Zudem sind eindeutige
Unterschiede in den Gradienten von der Oberflache des Sphéroids zum Zentrum hin
zu beobachten. Diese bilden sich in den Simulationen bei viel kleineren Radien aus
als in den experimentell ermittelten Profilen. Zusammen mit den Daten aus
Abbildung 59 A fuhrt dies zu der Vermutung, dass die Radien der untersuchten
Spharoide in der ratiometrischen Sauerstoffmessung anders waren als in der

zugrundeliegenden CLSM-Studie.
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Abbildung 62: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
Sphéroid aus MCF-7 Zellen zum Zeitpunkt t = 1 h nach Beginn der Messung. Die gestrichelten Profile
zeigen die Ergebnisse der in silico Modellierung und die durchgezogenen Kurven die empirischen Daten
der ratiometrischen Sauerstoffmessung fiir einen adharenten Sphéroid mit einer initialen Zellzahl von
4k Zellen/Well (A), 12k Zellen/Well (B), 16k Zellen/Well (C) und 20k Zellen/Well (D). Auf der x-Achse ist
die radiale Distanz vom Zentrum des Sphéaroids (r=0um) und auf der y-Achse der
Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen. T = 37 °C.

Infolgedessen wurden die Parameter r, h und Rmax schrittweise verandert, mit dem Ziel,
eine bessere Ubereinstimmung zwischen den Profilen zu erhalten. Dazu wurde
zunachst eine Parametervariation des Radius r in COMSOL durchgefihrt, da der
Radius die Profile malfgeblich hinsichtlich  deren Breite verandert
(siehe Abbildung 59). Nachdem eine hinreichend genaue Ldsung flr r gefunden
wurde, wurde der dazugehorige Wert fur die Hohe h lber eine lineare Fitfunktion im
Rahmen einer Interpolationsstudie berechnet. Dazu wurden Wertepaare fur r und h
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aus den CLSM-Studien geplottet (siehe Abbildung 63), um die experimentell
ermittelte Beziehung zwischen den Parametern zu berticksichtigen. Die Legitimation
einer linearen Fitfunktion wird dabei unter Anfuhrung von drei Griinden gerechtfertigt.
Wenngleich die Daten einen parabolischen Zusammenhang vermuten lassen, ware
die berechnete Hohe irgendwann gréf3er als der Radius, was generell und gemalfi den
Daten der CLSM-Studie relativ unwahrscheinlich ist. Das zweite Argument liegt darin
begrundet, dass das Verhaltnis zwischen den experimentell ermittelten Werten fir r
und h nahezu konstant bleibt. Zudem ist der betrachtete Wertebereich der Radien auf
der x-Achse mit knapp 100 um relativ klein. Wirde eben dieser durch Hinzunahme
weiterer Auslesepunkte und unter Beibehaltung des zugrundeliegenden Verhaltnisses
vergroRRert werden, wirde die Legitimation des linearen Fits auch optisch ersichtlich

werden.
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Abbildung 63: Darstellung der Hohe h als Funktion des Radius r. Die Daten stammen aus der CLSM-
Studie in Kapitel 6.1.2 fur adhérente MCF-7 Sphéaroide unterschiedlicher Zellzahl (to). Mit dem Ziel die
Radien der Sphéaroide aus der ratiometrischen Sauerstoffmessung zu ermitteln, wurde zunéchst eine
Parametervariation tber r in COMSOL durchgefiihrt. Nachdem eine hinreichend genaue L&sung
gefunden wurde, wurden die dazugehdrigen Hohen h mittels einer linearen Fitfunktion berechnet. Das
nahezu konstante Verhaltnis zwischen den Datenpunkten legitimiert dessen Anwendung.

Die neuen Werte fir r und h, welche aus dem dargestellten Vorgehen resultieren, sind

Tabelle 19 zu entnehmen.
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Tabelle 19: Darstellung der neu ermittelten Werte fir die Parameter r (Radius) und h (Hoéhe) der
adharenten MCF-7 Sphéroide unterschiedlicher Zellzahl (to). Die Werte wurden im Rahmen einer
Interpolationsstudie mittels einer linearen Fitfunktion (h = mr + b) berechnet. Dabei sind die Parameter
der Fitfunktion wie folgt definiert: h: Ho6he [um], r: Radius [um], m: Steigung
[(0,57 £ 0,05) um™1] und b: Ordinatenabschnitt [(39,577 + 12,227) um].

Zellzahl (to) / Zellen/Well Radius r / pm Hoéhe h / um
4k 250 183
12k 400 269
16k 440 292
20k 480 315

Anschliel3end wurde erneut versucht, unter Verwendung der Parameter in Tabelle 19
und einer Variation der maximalen Sauerstoffverbrauchsrate Rmax, eine adaquate
Ubereinstimmung zwischen den Sauerstoffprofilen aus der Messung und der
Modellierung zu erhalten. Wie aus Abbildung 64 ersichtlich wird, ist die
Ubereinstimmung zwischen den lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch
das umgebende Medium und den Spharoid bedeutend besser als in Abbildung 62.
Bei den Profilen (C) und (D) sind die Standardfehler des Mittelwerts fir den
Sauerstoffpartialdruck an der Oberflache des in silico und in vitro Spharoids gesunken.
So liegen diese bei (90 + 9) torr in (C) und bei (85,5 £ 10,8) torr in (D), wahrend der
gemittelte pO2 in Abbildung 62 B einen Wert von (79 = 18) torr annimmt und in
Abbildung 62 C von (78 £ 20) torr. Hierbei sei anzumerken, dass die Werte an
definierten radialen Distanzen unter Berlcksichtigung der Schwankungen der
experimentellen Daten analysiert werden mussen. Nichtsdestotrotz sind die in vitro
und in silico Sauerstoffprofile adharenter MCF-7 Spharoide &hnlich fur jede betrachtete
Zellzahl. Aufgrund der besseren Ubereinstimmung wird deutlich, dass die
morphometrischen Mal3e entscheidend sind fir valide in silico Ergebnisse. Diese
kénnen sich jedoch oftmals aufgrund externer Einflisse in der Kultivierung andern,
selbst dann, wenn es sich um Sphéroide des gleichen Zelltyps und der gleichen
Aussaatdichte handelt.
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Abbildung 64: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
MCF-7 Spharoid zum Zeitpunkt t = 1 h nach Beginn der Messung. Die gestrichelten Profile zeigen die
Ergebnisse der in silico Modellierung und die durchgezogenen Kurven die empirischen Daten der
ratiometrischen Sauerstoffmessung. Wahrend in (A) eine zusammenfassende Darstellung der
Sauerstoffprofile fir Sphéaroide aller Zellzahlen gezeigt ist, sind diese nochmals einzeln in (B) — (E) unter
Verwendung der gleichen Farben abgebildet. Auf der x-Achse ist die radiale Distanz vom Zentrum des
Spharoids (r = 0 um) und auf der y-Achse der Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen. T = 37 °C.

Eine vergleichende Ubersicht der resultierenden Sauerstoffverbrauchsraten Rmax und
Rgiobal der Parameteroptimierung ist fir beide Herangehensweisen in Tabelle 20
gezeigt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden dabei die mikroskopisch
untersuchten Spharoide mit dem Zusatz (M) versehen. Die Werte fur die Spharoide,
welche aus den geometrischen Daten der in vitro Sauerstoffmessung hervorgehen,

erhalten den Vermerk (S).
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Tabelle 20: Daten der maximalen und globalen Sauerstoffverbrauchsraten fiir die MCF-7 Spharoide mit
den in silico Sauerstoffprofilen in Abbildung 61 A und Abbildung 64 beit =1 h. Der Zusatz (M) steht
dabei fir die mikroskopisch untersuchten Sphéroide. Die Daten zu den Spharoiden aus dem
beschriebenen Optimierungsprozess erhalten den Vermerk (S). Die Werte fir Rmax wurden nicht
gerundet, da kleinste Veranderungen in den Eingabevariablen zu veranderten Ergebnissen fiihren
wirden.

Zellzahl (to) / Rmax (M) Rmax (S) Rglobal (M) Rgiobal (S)

Zellen/Well / mol-m=3-s?t / mol-m=3-s?t / pmol-s? / pmol-s?
4k 1,44-102 1,35-102 0,27 0,31
12k 1,12-102 0,65-102 0,34 0,55
16k 1,01-102 0,56-102 0,39 0,62
20k 0,93-102 0,55-102 0,42 0,75

Beim Vergleich der Daten wird deutlich, dass die Werte fir Rmax und Rgiobal in beiden
Herangehensweisen dem gleichen Trend folgen. Die volumenbezogenen
Sauerstoffverbrauchsraten nehmen in beiden Fallen ab, wahrend die globalen
zunehmen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in der allgemeinen Untersuchung der

kritischen Einflussfaktoren auf die Sauerstoffprofile in Abbildung 59 beobachtet.

Eine Besonderheit der FEM-Analysen ist, dass, neben der Quantifizierung der
Absolutwerte fur die maximalen und globalen Sauerstoffverbrauchsraten, zudem die
lateralen Gradienten der lokalen Sauerstoffverbrauchsraten R, visualisiert werden
konnen. Diese Tatsache ermdglicht einen tiefergehenden Einblick in die
Atmungsaktivitat der Zellen innerhalb eines Spharoids in Abhangigkeit von deren
radialer Position. In Abbildung 65 sind diese fir die Spharoide der Zelllinien MCF-7
(A) und U373 (B) dargestellt, welche aus den in silico Modellen mit einer guten

Ubereinstimmung zwischen Experiment und Simulation hervorgehen.
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Abbildung 65: Darstellung der lokalen Sauerstoffverbrauchsraten Ro, in Abhangigkeit von der radialen

Distanz vom Zentrum des Spharoids zum Zeitpunkt t =1 h. In (A) sind die lateralen Gradienten fir
MCF-7 Sphéroide unterschiedlicher Zellzahl (to) gezeigt, wahrend in (B) diejenigen fiir die Zellaggregate
mit U373 Zellen visualisiert sind. T = 37 °C.

Die Werte der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate an der Oberflache des Spharoids
entsprechen bei jedem Zelltyp und jeder Aussaatdichte dem Absolutwert fir Rmax
(siehe Rmax (S) in Tabelle 20 und Rmax in Tabelle 18). Au3erhalb des Spharoids im
umgebenden Medium wird kein Sauerstoff verbraucht und somit st

Ro, =0 mol-m3-s. Die Gradienten innerhalb des Sphéroids sind mit zunehmender

Zellzahl (to) starker ausgepragt. So ist die Atmungsaktivitat der Zellen innerhalb von
U373 Spharoiden (B) mit 6k Zellen/Well (—) und 10k Zellen/Well (—) nahezu konstant.
Bei den Zellaggregaten mit 20k Zellen/Well und 30k Zellen/Well sinken die Werte fur
Ro, im Zentrum auf knapp 1,79:102 mol-m3-s** (—) und 1,07-10 mol-m3s* (—). Die
Gradienten der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate innerhalb von MCF-7 Sphéroiden
zeigen einen &hnlichen Trend, wenngleich dieser nicht so deutlich ist. Dies liegt darin
begrindet, dass die quantifizierten Werte fir Rmax kleiner sind und somit das
Gleichgewicht zwischen Diffusion und Verbrauch auch bei groReren Durchmessern

leichter erhalten bleibt.
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6.2.3 Sauerstoffverteilung in suspendierten Spharoiden

Die in vitro Methode der ratiometrischen Sauerstoffmessung aus Kapitel 6.2.2
ermdglicht die nicht-invasive Verfolgung der Sauerstoffgradienten dber den
Querschnitt des kultivierten Gewebes. Diese Tatsache stellt einen der wesentlichen
Vorteile gegenuber Polarographischen Elektroden dar (Wolfbeis, 2015). Allerdings
kommt es Im Rahmen der ratiometrischen Methode zu einer morphologischen
Veranderung des Gewebes, was der suspendierten, nicht mit Oberflachen in Kontakt
tretenden Morphologie widerspricht. Avaskulare Tumore liegen haufig als Spharen vor
und nicht als adharente Halbsphéaren (Sutherland & McCredie, 1971). Somit wird im
folgenden Kapitel untersucht, ob und inwiefern sich die Sauerstoffgradienten unter
Bertcksichtigung der jeweiligen Geometrien unterscheiden. Zudem konnen die
resultierenden in silico Ergebnisse fir die Planung und Interpretation zukunftiger in

vitro Experimente herangezogen werden.

Die in silico Analyse der Sauerstoffverteilung in suspendierten Spharoiden wurde unter
den gleichen Grundannahmen durchgefihrt wie diejenige von adharenten Sphéaroiden
auf planaren Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien. Infolgedessen sind, unter der
Annahme einer perfekten Sphare, der Radius r und die maximale volumenbezogene
Sauerstoffverbrauchsrate Rmax die einzigen Variablen des betrachteten Systems. Ein
analoges Vorgehen wie in Kapitel 6.2.2 ist dabei allerdings nicht moéglich, da keine
empirischen Daten von MCF-7 und U373 Spharoiden vor dem Adhé&sionsprozess
vorliegen. Somit wurde ausgehend von den validierten in silico Ergebnissen
adharenter Spharoide versucht, die Sauerstoffverteilung in Sphéaroiden in Suspension
zu modellieren und Anderungen, die auf der Morphologie basieren, zu identifizieren.
Es wurde angenommen, dass die in Kapitel 6.2.2 quantifizierten Werte flir Rmax bei
Spharoiden des gleichen Zelltyps und gleicher Zellzahl (to) in beiden Féllen
(Suspension und Adhéasion) identisch sind und sich lediglich die Geometrien der
Sphéaroide andern. Diese Annahme basiert auf der Vermutung, dass die lateralen in
vitro Sauerstoffgradienten im Wesentlichen das Resultat der sechstagigen Kulturzeit
sind und weniger durch den Adhasionsprozess sowie die Dauer der anschliel3enden
Sauerstoffmessung beeinflusst werden. Fir die Simulation von U373 Spharoiden

unterschiedlicher  Zellzahl wurden die gemittelten Radien aus den
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phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen (siehe Kapitel 6.1.2) verwendet. Dies ist
dadurch gerechtfertigt, dass die Daten der mikroskopischen Studien aus dem gleichen
Untersuchungszeitraum stammen und nur eine geringe Varianz in den Radien vor- und
nach dem Adhé&sionsprozess aufweisen. AuRerdem zeigt die Ubereinstimmung
zwischen den in vitro und in silico Sauerstoffgradienten adharenter U373 Spharoide
(siehe Abbildung 61 B), dass sich U373 Spharoide im Allgemeinen reproduzierbar
herstellen lassen. Bei MCF-7 Sphéaroiden ist dies nicht mdglich, da die Radien
adharenter Spharoide gleicher Zellzahl (to) und folglich auch diejenigen in Suspension
zum Zeitpunkt der ratiometrischen Sauerstoffmessung offensichtlich gro3er waren als
in den mikroskopischen Studien (siehe Abbildung 62 und Abbildung 64). Die
volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsraten wurden allerdings fir adhéarente
Sphéaroide mit den geometrischen Mal3en aus Tabelle 19 quantifiziert. Infolgedessen
wurden die Radien von MCF-7 Spharoiden in Suspension im Rahmen einer
Interpolationsstudie erneut ermittelt. Dazu wurden zunachst die gemittelten Radien der
adharenten Sphéaroide aus den mikroskopischen Studien als Funktion derjenigen in
Suspension aufgetragen (siehe Abbildung 66). Damit wurde die grundlegende
Beziehung zwischen den Parametern bertcksichtigt. Nach Umstellen folgender

linearer Fitfunktion wurden anschliel3end die Radien in Suspension berechnet:
ladharent = Mrsuspendiert + b

(33)

mit dem Radius radnarent der adharenten Sphéaroide aus Tabelle 19, dem gesuchten
Radius  rsuspendiet ~der  Spharoide in  Suspension, der Steigung m
[(0,99 £ 0,02) um] und dem y- Ordinatenabschnitt b [(12 + 6) um].
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Abbildung 66: Darstellung des Radius radnarent adhérenter Spharoide als Funktion des Radius rsuspendiert
von Sphéroiden in Suspension. Die Daten stammen aus den mikroskopischen Studien in Kapitel 6.1.2
fur MCF-7 Spharoide unterschiedlicher Zellzahl (to).

Die Ergebnisse der Interpolationsstudie mittels der linearen Fitfunktion sind in
Tabelle 21 aufgefihrt.
Tabelle 21: Darstellung der im Rahmen einer Interpolationsstudie ermittelten Werte fiir den Radius

Fsuspendiet VON MCF-7 Sphéroiden unterschiedlicher Zellzahl (to) am Tag 6 der Kulturzeit. Auf die
Berechnung der Fehler wurde verzichtet, da diese irrelevant fir die in silico Untersuchung sind.

Zellzahl (to) / Zellen/Well Radius rsuspendiert / M
4k 239
12k 389
16k 430
20k 470

Anhand der ermittelten Werte von Rmax und rsuspendiert Wurde die Sauerstoffverteilung in
Spharoiden unterschiedlichen Zelltyps und unterschiedlicher Zellzahl simuliert. Die 1D
Plots der Sauerstoffprofile wurden mittels einer 2D Schnittlinie auf Hohe des halben
Durchmessers generiert (siehe Abbildung 30 C). Somit kbénnen die lateralen pO:2
Gradienten aus dem Querschnitt des Sphéroids in Suspension denjenigen der

adharenten Halbspharen aus Abbildung 64 und Abbildung 61 B gegentbergestellt
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werden. Die Profile von Sphéroiden in Suspension werden durch durchgezogene

Linien symbolisiert, die adharenten Spharoide durch gestrichelte.
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Abbildung 67: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
Sphéroid aus (A) MCF-7 Zellen und (B) U373 Zellen zum Zeitpunkt t = 1 h. Die gestrichelten Profile
zeigen die Ergebnisse der adharenten Sphéaroide und die durchgezogenen Kurven stellen die der
Sphaéroide in Suspension fur unterschiedliche Zellzahlen (to) dar. Auf der x-Achse ist die radiale Distanz
vom Zentrum des Spharoids (r = 0 um) und auf der y-Achse der Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen.
T=37°C.

Fur beide Zelllinien in Abbildung 67 (MCF-7: A; U373: B) wird deutlich, dass die
lateralen pO:2 Gradienten adharenter Spharoide von solchen in  Suspension
abweichen. Einerseits verlaufen diese fir Zweitere im Allgemeinen bei niedrigerem
pO:2 Level. Andererseits beginnt der steile Abfall des pO2 zwar fiur jede Zellzahl an der
Oberflache des Sphéaroids und damit bei einer radialen Distanz, welche dem
zugrundeliegenden Radius entspricht, aber wegen der Varianz zwischen radharent und
rsuspendiert differiert dieser Abfall oftmals. AuBerdem ist zu beobachten, dass die
Diskrepanzen bei Spharoiden der Zelllinie U373 generell weniger stark ausgepragt
sind als bei MCF-7 Zellen, da diese grundsatzlich kleiner im Durchmesser sind und die
Abweichung zwischen Radius r und Hohe h fir die adharenten Zellaggregate geringer
ist. Bei U373 Spharoiden der Zellzahlen 6k Zellen/Well (—) und 10k Zellen/Well (—)
sind, mit Ausnahme der zentralen pO2 Werte (r=0 um), kaum Abweichungen

zwischen den Profilen erkennbar. Durch die niedrigeren Level der Oxygenierung
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scheinen MCF-7 Spharoide (A) mit 12k Zellen/Well (Suspension —), 16k Zellen/Well
(Suspension ) und 20k Zellen/Well (Adhéasion/Suspension —) sowie U373
Spharoide in Suspension (B) mit 30k Zellen/Well (—) zentrale Plateauregionen
aufzuweisen. Werden die pO2 Werte im Zentrum der genannten Spharoide genauer
betrachtet, wird deutlich, dass lediglich der MCF-7 Sphéroid in Suspension mit
20k Zellen/Well (—) Werte unterhalb von ckit = 0,07 torr und damit eine zentrale
Plateauregion mitr = 76,51 pum besitzt. Alle anderen Profile haben zentrale pO2 Werte,
die groRRer als 0,07 torr sind. Der Anschein einer zentralen Plateauregion resultiert
demnach aus der Skalierung der Graphen, durch die minimale Veranderungen im pO:2
innerhalb dieser Bereiche nicht ersichtlich werden. Die Sauerstoffgradienten sowie die
Diskrepanzen zwischen Sphéaroiden in Suspension und adharenten Spharoiden
kénnen zudem durch 3D Plots mit der entsprechenden Farbcodierung von 0 torr (blau)
bis 150 torr (rot) sichtbar gemacht werden. Die Bereiche, in welchen der pO2 unterhalb
von ckit ist, sind weil3 codiert. In Abbildung 68 ist die stationdre 3D
Sauerstoffverteilung (t=1h) exemplarisch fiur Sphéaroide in Suspension und
adharente Spharoide der groten Zellzahl (MCF-7: 20k Zellen/Well; U373:
30k Zellen/Well) dargestellt, wobei sich die Perspektiven unterscheiden. Bei den
adharenten Sphéaroiden zeigen die 3D Plots nicht die Frontansicht (yz), sondern den
FuBabdruck in der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie. Dies liegt zum einen darin
begriindet, dass die in vitro Sauerstoffmessung mit dem VisiSens TD System
bildgestutzt erfolgt. Die Profildiagramme werden durch die Umwandlung von
Rohdatenbilder der Sensorfolie in Falschfarbenbilder mit einer entsprechenden Zwei-
Punkt Kalibrierung ausgewertet (Ptitz, 2021; Schmittlein, 2017). Dabei sind die in vitro
Falschfarbenbilder &hnlich zu den dargestellten Fuf3abdricken adhérenter in silico
Spharoide. Zum anderen sind durch diese Darstellung die lateralen pO2 Gradienten

aus dem Querschnitt der betrachteten Spharoide optisch besser vergleichbar.
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Abbildung 68: 3D Sauerstoffverteilung in suspendierten Spharoiden (links) und in adharenten
Sphéroiden (rechts) der Zelllinie MCF-7 (20k Zellen/Well) und U373 (30k Zellen/Well) zum Zeitpunkt
t =1 h. Infolge der 2D-achsensymmetrischen Natur des Modells kdnnen die Ergebnisse durch einen
Rotations-Datensatz in 3D dargestellt werden. In der Farbcodierung des Plots spiegeln dunkelrote
Bereiche hohe pO: Werte wider, wéhrend niedrige blau codiert sind. Die Regionen, in welchen die
Sauerstoffkonzentration unterhalb von ckit = 0,07 torr liegt, bleiben weif3.

Die Diskrepanzen in den Sauerstoffgradienten zwischen adharenten Spharoiden und
Spharoiden in Suspension, welche sowohl in den Sauerstoffprofilen als auch in den
3D Plots erkennbar sind, konnen mit Hilfe der quantifizierten globalen
Sauerstoffverbrauchsraten erklart werden. Trotz der Annahme, dass die Werte fir
Rmax, je nach Zelltyp und Zellzahl, in beiden Modellen identisch sind, unterscheiden
sich die Werte fir Rgoba. Dies liegt darin begrindet, dass sich die Geometrie bei
Spharoiden in Suspension von einer Halbsphare zu einer Sphéare &ndert. Somit
verdoppelt sich das Volumen in 3D und im Zuge der Integration Uber die gesamte
Oberflache des zugrundeliegenden Sphéaroids mussten sich auch die Werte flr Rgiobal
duplizieren. Bei genauerer Betrachtung von Abbildung 69 wird allerdings deutlich,

dass dies nicht der Fall ist.
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Abbildung 69: Vergleichende Darstellung der globalen Sauerstoffverbrauchsraten pro Spharoid der
Zelllinien MCF-7 (A) und U373 (B). Die schwarzen Datenpunkte zeigen dabei die Werte fur Rgiobal VON
adharenten Spharoiden unterschiedlicher Zellzahl (to), wahrend die roten diejenigen von Sphéroiden in
Suspension darstellen. T = 37 °C.

Adharente MCF-7 Spharoide (A) unterschiedlicher Zellzahl (to) besitzen globale
Sauerstoffverbrauchsraten zwischen 0,31 pmol-st (4k Zellen/Well) und 0,75 pmol-s?
(20k Zellen/Well). Das prozentuale Verhéaltnis zwischen diesen Werten und denjenigen
fur Rgiobat VOn Spharoiden gleicher Zellzahl in Suspension liegt jedoch nicht bei den
vermuteten 50 %, sondern zwischen 39,6 % (20k Zellen/Well) und 42,6 %
(4k Zellen/Well). Ahnliches ist auch bei den Spharoiden der Zelllinie U373 zu
beobachten. Lediglich bei U373 Sphéaroiden mit 6k Zellen/Well ist der Wert fir Rgiobal
nach der Adhasion mit 46,5 % nahezu die Halfte von dem Spharoid in Suspension.
Unter Bericksichtigung der geometrischen Mal3e der jeweiligen Spharoide (siehe
Tabelle 19 und Abbildung 57 B) wird deutlich, dass die adharenten Sphéaroide mit
zunehmender Zellzahl mehr von der perfekten Halbsphéare abweichen. Das Ausmalf}
der Abweichung von einer perfekten Halbsphare konnte somit der Grund fur die
Unterschiede im prozentualen Verhaltnis der globalen Sauerstoffverbrauchsraten pro
Spharoid (adhéarent/suspendiert) darstellen. Um diese Aussage zu verifizieren, werden
in Abbildung 70 erneut die lateralen pO2 Gradienten im Querschnitt verglichen. Der
Unterschied zu Abbildung 67 besteht in der Variation der Grundannahme. Die

Spharoide in Suspension bilden nun keine perfekten 3D Spharen mehr (a =b =¢),
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sondern nehmen die Form eines Ellipsoids mit a =b an. Der Wert flr c ist dabei
identisch zur H6he h des entsprechenden adharenten Spharoids. Ein Ellipsoid ist im

Allgemeinen durch folgende Gleichung gegeben (Grimes & Currell, 2018):

X2 .\ y2 .\ Z2 iy
a2 b2 02
(34)
wobei a, b und ¢ die Langen der Halbachsen sind.
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Abbildung 70: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
Sphéaroid aus (A) MCF-7 Zellen und (B) U373 Zellen zum Zeitpunkt t = 1 h. Die gestrichelten Profile
zeigen die Ergebnisse der adharenten Spharoide und die durchgezogenen Kurven stellen die der
ellipsoiden Sphéaroide in Suspension fur unterschiedliche Zellzahlen (to) dar. Auf der x-Achse ist die
radiale Distanz vom Zentrum des Spharoids (r = 0 um) und auf der y-Achse der Sauerstoffpartialdruck
pO: aufgetragen. T = 37 °C.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Sauerstoffprofile fur die Spharoide beider Zelllinien
(MCF-7: A; U373: B) fur jeden der betrachteten Falle (suspendiert/adharent) und jede
Zellzahl (to) Ubereinstimmen. Somit wird deutlich, dass die zuvor beobachteten
Diskrepanzen lediglich ein Resultat der unterschiedlichen Geometrien sind und nicht
durch die Annahme identischer Werte fir die volumenbezogene maximale
Sauerstoffverbrauchsrate verursacht werden. Des Weiteren wird ersichtlich, dass die

Varianz zwischen rsuspendiert UNd radharent Vernachlassigbar ist. Diese Erkenntnisse
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missen bei der Interpretation der Ergebnisse aus in vitro Sauerstoffmessungen
adharenter Spharoide bertcksichtigt werden, vor allem wenn daraus gegebenenfalls
Schlussfolgerungen auf die Sauerstoffverteilung in den Spharoiden vor dem
Adhasionsprozess gezogen werden sollen. Ob in vitro Spharoide tatsachlich als
Kugeln oder Ellipsoide vorliegen, miusste im Rahmen einer zusatzlichen 3D Analyse
am konfokalen Laser-Raster Mikroskop genauer analysiert werden. In den folgenden
in silico Analysen wird jedoch weiterhin angenommen, dass es sich um perfekte
Sphéaren handelt, zumal aus den gezeigten Ergebnissen ersichtlich wird, dass die
Annahme beziglich der zugrundeliegenden Atmungsaktivitdt pro Volumen- und

Zeiteinheit davon unberthrt bleibt.

6.2.4 Vorhersage mittels FEM-Simulationen

In silico Techniken kénnen vielfaltig in der Forschung eingesetzt werden. So eignen
sie sich nicht nur zur Validierung experimenteller Ansatze, sondern ermdglichen es
auch, Interpolationen und Extrapolationen fur Probleme zu erstellen fir welche unter
Umstanden keine empirischen Daten vorliegen (Materi & Wishart, 2007). Im folgenden
Kapitel werden eben diese Aspekte der FEM-Simulationen im Hinblick auf die
Sauerstoffverteilung in suspendierten Spharoiden genutzt. Dabei wird fur MCF-7
Spharoide fur deren GroRe keine sensorischen Messungen existieren eine
Interpolation erstellt, welche auf den validierten Ergebnissen der vorherigen Kapitel
basiert, wahrend bei U373 Spharoiden eine Extrapolation durchgefuhrt wird.

MCF-7 Sphéroide in Suspension

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass sich die morphometrischen Daten
zwischen den mikroskopisch untersuchten MCF-7 Spharoiden und denjenigen, die aus
der ratiometrischen Sauerstoffmessung abgeleitet wurden, unterscheiden. Diese
Tatsache hat wiederum einen Einfluss auf die lateralen Sauerstoffgradienten und die
Atmungsaktivitat. Das Ziel ist nun, die Sauerstoffprofile fur die Spharoide mit den
geometrischen Parametern aus Kapitel 6.1.2 basierend auf den quantifizierten
Verbrauchsraten aus Abbildung 69 A =zu interpolieren. Die mikroskopisch
untersuchten Sphéaroide werden dabei erneut mit dem Zusatz (M) versehen. Die Daten

zu den Spharoiden, welche aus der Validierungsrechnung zu den experimentellen
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Sauerstoffmessungen hervorgehen, erhalten den Vermerk (S). Dadurch, dass es sich
um Spharoide des gleichen Zelltyps und der gleichen Zellzahl handelt, wurde
angenommen, dass die Beziehung zwischen dem Radius und der globalen
Verbrauchsrate pro Spharoid erhalten bleibt. Infolgedessen wurden die ermittelten
Werte flr Rgobal (S) als Funktion der zugehoérigen Radien rsuspendiert (S) aufgetragen
(siehe Abbildung 71). Mithilfe einer linearen Fitfunktion wurden schlie3lich die
wahrscheinlichen Verbrauchsraten fur die Sphéaroide (M) unterschiedlicher Zellzahl
interpoliert. Die Ergebnisse der Interpolationsstudie sowie die Eigenschaften der
Fitfunktion sind in Tabelle 23 in Kapitel 10.1 aufgeflhrt.
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Abbildung 71: Darstellung der globalen Sauerstoffverbrauchsrate pro MCF-7 Sphéaroid
unterschiedlicher Zellzahl (to) als Funktion des Radius rsuspendiet der zugehorigen Sphéaroide in
Suspension. Die Daten resultieren aus der in silico Analyse des vorherigen Kapitels. Mithilfe einer
linearen Fitfunktion wurden die Verbrauchsraten fur die Spharoide unterschiedlicher Zellzahl mit den
Radien aus Abbildung 57 A interpoliert.

AnschlieBend wurde mit dem Wissen (ber die Werte der globalen
Sauerstoffverbrauchsraten Rgiobal (M) die in silico Analyse der Sauerstoffverteilung
durchgefuhrt. Die dafur noétigen Inputvariablen in COMSOL sind in Tabelle 22
dargestellt. Zusétzlich sind die quantifizierten Werte fur r (S) und Rmax (S) gezeigt, um
die Wertepaare direkt miteinander vergleichen zu kénnen. Es sei anzumerken, dass

die mit Rgoba (M) einhergehenden Werte fir Rmax (M) die gleichen sind wie sie
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ursprunglich fur die adharenten Spharoide mit den Radien und Hoéhen aus der CLSM-
Studie (siehe Tabelle 20) ermittelt wurden. Diese Tatsache bestatigt erneut die
getroffene Annahme, dass Rmax identisch fur Spharoide in Suspension und adhéarente
Zellaggregate ist. Zusatzlich werden hiermit die verschiedenen Interpolationsstudien
in den Kapiteln 6.2.2 — 6.2.3 legitimiert. Es wird deutlich, dass die grundlegenden
Beziehungen zwischen den Parametern zu jedem Zeitpunkt erhalten blieben. Dies
wiederum ermoglicht die Vorhersage der Sauerstoffverteilung in Sphéaroiden des
gleichen Zelltyps mit beliebigen spharischen oder ellipsoiden Geometrien, welche kein

Bestandteil experimenteller Messungen sind.

Tabelle 22: Inputvariablen in COMSOL fir die Vorhersage der Sauerstoffverteilung in suspendierten
MCF-7 Spharoiden. Die mikroskopisch untersuchten Sphéaroide sind mit dem Zusatz (M) versehen. Die
Daten zu den Sphéaroiden, welche aus der Validierungsrechnung der Sauerstoffmessungen
hervorgehen, erhalten den Vermerk (S). Die Werte fir Rmax wurden nicht gerundet, da kleinste
Veréanderungen in den Eingabevariablen zu veranderten Ergebnissen fihren wirden.

Zellzahl (to) / r (M) r(S) Rimax (M) Rumax (S)

Zellen/Well [ um [ um / mol-m3-s?t [ mol-m3-s?t
4k 220,9 239 1,44-102 1,35-102
12k 269,8 389 1,12-102 0,65-102
16k 291.,4 430 1,01-102 0,56-102
20k 308,3 470 0,93-102 0,55-102

Die Ergebnisse in Abbildung 72 zeigen die Gegenlberstellung der lateralen
Sauerstoffgradienten aller untersuchten MCF-7 Sphéaroide in Suspension (A) sowie
deren globale Sauerstoffverbrauchsraten (B). Die durchgezogenen Kurven und die
schwarzen Datenpunkte stellen die Ergebnisse flr die Spharoide der mikroskopischen
Studien dar (M). Die gestrichelten Profile sowie die roten Datenpunkte symbolisieren
diejenigen fir die Sphéroide aus der experimentellen Sauerstoffmessung (S). Die
Sauerstoffprofile in Abbildung 72 A besitzen einen ahnlichen Verlauf. Sie
unterscheiden sich lediglich in deren Breite und der Tatsache, dass die lateralen
Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den MCF-7
Spharoid abweichende pO:2 Level besitzen. Ersteres liegt in den variierenden Radien
der Sphéroide begriindet. Ahnliches konnte auch in den Parametervariationen zu
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Abbildung 59 A beobachtet werden. Die unterschiedlichen pO2 Level kénnen unter
anderem mit den Ergebnissen in (B) erlautert werden. Je groRRer die Radien der
betrachteten Spharoide gleicher Zellzahl sind, desto grof3er sind die globalen
Sauerstoffverbrauchsraten pro Spharoid. Ein &hnlicher Trend ist in der Zunahme von
Rglobal innerhalb einer Gruppe von Sphéaroiden (M oder S) zu erkennen. Hier nehmen
die Werte mit steigender Zellzahl (to) zu, wobei steigende Zellzahlen wiederum
zunehmende Radien implizieren. Je gro3er die zugrundeliegende Verbrauchsrate pro
Spharoid ist, umso niedriger ist das pO:2 Level des dazugehérigen lateralen
Sauerstoffgradienten.
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Abbildung 72: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
MCF-7 Sphéaroid unterschiedlicher Zellzahl (to)) (A) sowie die quantifizierten globalen
Sauerstoffverbrauchsraten (B) zum Zeitpunkt t=1h. Die durchgezogenen Kurven (A) und die
schwarzen Datenpunkte (B) zeigen die Ergebnisse fir die Spharoide der mikroskopischen Studien. Die
gestrichelten Profile (A) sowie die roten Datenpunkte (B) symbolisieren diejenigen aus den
experimentellen Sauerstoffmessungen. T = 37 °C.

U373 Sphéroide in Suspension

Bei U373 Spharoiden in Suspension wurde eine Extrapolation erstellt, um die
Sauerstoffverteilung in Spharoiden der Zellzahl 45k Zellen/Well (to) zu modellieren.
Der fur die Modellierung nétige Radius von 296,5 um wurde im Rahmen einer weiteren
Wachstumsstudie ermittelt, welche von Simone Baumler (Universitat Regensburg)

durchgefiihrt wurde. Diese Studie hat gezeigt, dass U373 Spharoide mit einer
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Aussaatdichte von 45k Zellen/Well kein Wachstum uber eine Kulturzeit von sechs
Tagen zeigen. Somit wurde fir die Extrapolation angenommen, dass keine
Proliferation stattfindet. Werden die Werte der globalen Verbrauchsrate aus
Abbildung 69 B ebenfalls unter diesem Aspekt betrachtet, resultiert im Zuge einer
Division von Rgobar durch die betrachtete Zellzahl in allen Fallen eine zellulare
Verbrauchsrate von 32 amol-s. Dieser Wert ist analog zu demjenigen, welcher im
Rahmen der Studie adh&arenter U373 Zellen im Monolayer in Kapitel 5.1.1 quantifiziert
wurde. Infolgedessen wurde die globale Sauerstoffverbrauchsrate von Sphéaroiden mit
45k Zellen/Well aus diesen Angaben ermittelt, woraus sich ein Wert von 1,44 pmol-s?
ergibt. Die resultierende Sauerstoffverteilung in Abbildung 73 zeigt das Ergebnis
dieser theoretischen Uberlegungen. Das extrapolierte Sauerstoffprofil fir Spharoide
der Zellzahl 45k Zellen/Well folgt einem ahnlichen Trend, welcher fir Spharoide der
Zellzahlen 6k Zellen/Well (—) bis 30k Zellen/Well (—) beobachtet wurde. Der
Unterschied besteht darin, dass nun eine kritische Grol3e erreicht ist, bei welcher eine
zentrale Plateauregion ausgebildet wird. Diese erstreckt sich um eine radiale Distanz

bis zu 112,6 um vom Zentrum entfernt.
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Abbildung 73: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
suspendierten U373 Sphéroid unterschiedlicher Zellzahl (to). Auf der x-Achse ist die radiale Distanz vom
Zentrum des Sphéroids (r = 0 um) und auf der y-Achse der Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen.
T=37°C.
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6.2.5 Einfluss der Kulturzeit auf die Sauerstoffverteilung in Spharoiden

In den bisherigen Kapiteln wurde die Sauerstoffverteilung in Sphéaroiden der Zelllinien
MCF-7 und U373 zu definierten Zeitpunkten untersucht. Dazu wurde das
grundlegende in silico Modell fur den Fall adharenter Sphéaroide auf Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolien mit empirischen Daten validiert. Davon ausgehend wurden die
lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt der suspendierten Spharoide vor dem
Adhéasionsprozess an Tag 6 nach Zellaussaat vorausgesagt und die
Sauerstoffverbrauchsraten (Rmax und Rgiobal) quantifiziert. Auf Basis dieser Werte wird
im Folgenden der Einfluss der gesamten Kulturzeit auf die Oxygenierung innerhalb der
Zellaggregate modelliert. Das Ziel dieser Untersuchung ist es, vertiefte Einblicke in die
dynamischen Prozesse zu gewinnen, welche experimentell nur schwer zuganglich
sind. Zudem soll die Annahme bewiesen werden, dass die gebildeten Gradienten zum
Zeitpunkt der ratiometrischen Sauerstoffmessung im Wesentlichen auf die Kulturzeit

zurickzufihren sind.

Der Einfluss der Kulturzeit und die damit einhergehenden radialen Veranderungen auf
die Atmungsaktivitdt der betrachteten Sphéaroide wurden in silico mittels einer
deformierten Geometrie modelliert (siehe Kapitel 4.3.3). Die daflr notigen
geometrischen Daten liefern die experimentell ermittelten Fitfunktionen in
Abbildung 53, welche als analytische Funktionen in das Modell implementiert wurden.
MCF-7 Spharoide zeigen ein lineares Wachstumsverhalten, wobei die
Wachstumsraten fir die unterschiedlichen Aussaatdichten der Steigung der jeweiligen
linearen Fitfunktion (y = mx + b) entsprechen. Dadurch, dass MCF-7 Spharoide erst
ab dem zweiten Tag nach Zellaussaat im Durchmesser wachsen, umfasst der
Untersuchungszeitraum in silico lediglich fiunf Tage und die Zeitskala &ndert sich auf
tsimulation = texperiment - 1. Dies liegt darin begrindet, dass der gesamte Zeitraum nicht
durch eine Funktion beschrieben werden kann und der erste Ausgabezeitpunkt stets
0 sein sollte. Bei U373 Spharoiden wurde die FEM-Analyse Uber den gesamten
Zeitraum von sechs Tagen durchgefihrt und die Zeitskala bleibt identisch zur
experimentellen Studie, sodass tsimulation = texperiment. Die negativen Wachstumsraten
der kompaktierenden Zellaggregate ergeben sich aus der Ableitung der exponentiellen

Fitfunktion (y = yo + Alexp(Rox)]). Fur die mathematische Modellierung der
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Atmungsaktivitat wahrend der Wachstumsstudie wurden zusatzlich zu den bisherigen
folgende Annahmen getroffen. Als maximale volumenbezogene
Sauerstoffverbrauchsraten wurden fiur MCF-7 Sphéaroide unterschiedlicher
Aussaatdichte die Werte Rmax (M) aus Tabelle 22 als konstant angenommen, wodurch
Proliferationsprozesse berucksichtigt wurden. Aufgrund der Tatsache, dass U373
Zellaggregate wahrend der Kulturzeit kompaktieren, wird fir die Modellierung der
Sauerstoffverteilung angenommen, dass keine Proliferation stattfindet und die Werte
der globalen Sauerstoffverbrauchsraten aus Abbildung 69 B konstant bleiben. Somit
ist die Atmungsaktivitat der einzelnen Spharoide zu jedem Zeitpunkt gleich. Das
negative Wachstum wurde insofern berlcksichtigt, dass die maximale
Sauerstoffverbrauchsrate Rmax zum Zeitpunkt t in dem Ausdruck der Reaktionskinetik
nach Michaelis-Menten als Funktion des entsprechenden Sphéaroidvolumens definiert

wurde:

Rglobal

Rmax(D) = V(D)

(35)

Die Volumina V(t) wurden automatisch durch die Volumenformel einer perfekten
Sphére berechnet mit Radien gemal} der implementierten experimentellen Fitfunktion.
Die Parameter der zugrundeliegenden Fitfunktionen sowie die fir die Modellierung
noétigen Sauerstoffverbrauchsraten sind in Tabelle 24 (MCF-7) sowie in Tabelle 25
(U373) in Kapitel 10.1 zusammengefasst. Die Veranderungen in den Volumina tber
den Zeitraum der in silico Modellierung, welche die Grundlage fir das Verstandnis der
Atmungsaktivitat bilden, sind in Abbildung 74 gezeigt. Hier wurden alle Werte auf das
Volumen am ersten Tag der Analyse normiert. Die zeitabhangigen Verlaufe sind
ahnlich zu den experimentellen in Abbildung 54. MCF-7 Spharoide (A) mit einer
Aussaatdichte von 4k Zellen/Well (—) zeigen den grof3ten und schnellsten
Volumenzuwachs. Bei grof3eren Aussaatdichten (— und —) ist hingegen kaum eine
Veranderung in den betrachteten Volumina zu erkennen. Dies unterscheidet sich zu
den experimentellen Ergebnissen und kann dadurch erklart werden, dass die
Fitfunktionen der zeitabhangigen Veranderungen im Durchmesser die Grundlage der
Modellierung bilden und nicht diejenigen im Volumen. Bei U373 Zellaggregaten (B)
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wird die Kompaktierung tber die Zeit von sechs Tagen deutlich, wobei diese mit

zunehmender Aussaatdichte starker ausgepragt ist.
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Abbildung 74: Zeitabhangige Veranderung der normierten Volumina von Sphéroiden der Zelllinien
MCF-7 (A) und U373 (B) wéahrend der Dauer der FEM-Analyse. T = 37 °C.

Dadurch, dass das Wachstumsverhalten der Sphéroide beider Zelllinien sehr
unterschiedlich ist und infolgedessen auch die Annahmen in der mathematischen
Modellierung differieren, werden die Ergebnisse im Folgenden getrennt voneinander

dargestellt.
MCF-7 Sphéaroide

Der Einfluss der Kulturzeit auf die pO2 Gradienten von MCF-7 Sphéaroiden
unterschiedlicher Aussaatdichte sind durch 3D Plots mit einer entsprechenden
Farbcodierung von 0 torr (blau) bis 150 torr (rot) in Abbildung 75 visualisiert. Hierbei
sei nochmals auf die Unterschiede in der Zeitskalierung zwischen Experiment und
Simulation hingewiesen. Die Sauerstoffverteilung an Tag 1 beispielsweise entspricht
den Spharoiden mit den geometrischen Mal3en der experimentellen Studie an Tag 2.
Das Wachstum der Zellaggregate Uber den betrachteten Zeitraum und die damit
einhergehenden Unterschiede in den pO2 Gradienten sind bei MCF-7 Sphéaroiden mit
einer Aussaatdichte von 4k Zellen/Well (A) am deutlichsten erkennbar. Mit

zunehmender Aussaatdichte scheint der Einfluss der Kulturzeit auf die
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Sauerstoffverteilung geringer zu werden. Nichtsdestotrotz sind die infolge der
Atmungsaktivitat resultierenden Sauerstoffgradienten sichtbar. Weiterhin zeigt sich,
dass keiner der untersuchten Sphéaroide Regionen besitzt mit pO2 Werten unterhalb
der definierten kritischen Sauerstoffkonzentration von 0,07 torr, welche mittels einer

weilden Farbcodierung sichtbar gemacht werden wirden.
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Abbildung 75: 3D Plots zur Visualisierung des Einflusses der Kulturzeit auf die Sauerstoffverteilung in
suspendierten MCF-7 Spharoiden unterschiedlicher Aussaatdichte (A: 4k Zellen/Well,
B: 12k Zellen/Well, C: 16k Zellen/Well und D: 20k Zellen/Well). Infolge der 2D-achsensymmetrischen
Natur des Modells kénnen die Ergebnisse durch einen Rotations-Datensatz in 3D in der (yz)-Perspektive
dargestellt werden. In der Farbcodierung des Plots spiegeln dunkelrote Bereiche hohe pO2Werte wider,
wahrend niedrige blau codiert sind.

In den Profillinien in Abbildung 76, welche die Querschnitte durch die 3D Plots
darstellen, sind die verschiedenen Level der Oxygenierung noch besser erkennbar.
Durch die Annahme einer konstanten maximalen Sauerstoffverbrauchsrate Rmax ist die
FEM-Analyse flir jede Aussaatdichte ahnlich zu derjenigen mit einem allgemeinen
Sweep Uber den Radius r bei konstantem Rmax (siehe Kapitel 6.2.1). Analog zu den
Sauerstoffprofilen in Abbildung 59 A nimmt der Sauerstoffpartialdruck pO2 von der
Oberflache der Spharoide zu jedem Kulturzeitpunkt steil ab und erreicht stabile Werte
im Zentrum (r = 0 um). Fur Sphéaroide mit den Aussaatdichten 16k Zellen/Well (C) und
20k Zellen/Well (D) stimmen die lateralen pO2 Gradienten wahrend der gesamten
Kulturzeit Uberein. Bei Zellaggregaten mit kleineren Aussaatdichten unterscheiden
sich diese hingegen. Infolge des Wachstums nehmen auch die globalen
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Sauerstoffverbrauchsraten Rgiobar pro Sphéaroid zu. Je grofRer die Wachstumsrate,
desto stéarker ist die Zunahme von Rgobal Und umso gravierender ist der Einfluss der
Kulturzeit auf die Sauerstoffverteilung. Dies wiederum fuhrt dazu, dass grofRRere

Diskrepanzen im Level der Oxygenierung sichtbar sind.
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Abbildung 76: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
suspendierten MCF-7 Sphéaroid unterschiedlicher Aussaatdichte (A: 4k Zellen/Well, B: 12k Zellen/Well,
C: 16k Zellen/Well und D: 20k Zellen/Well) im Verlauf von fiinf Tagen Kulturzeit. Auf der x-Achse ist die
radiale Distanz vom Zentrum des Spharoids (r = 0 um) und auf der y-Achse der Sauerstoffpartialdruck
pO: aufgetragen. T = 37 °C.

Der allgemeine Zusammenhang zwischen der Gr6f3e der Spharoide und deren
Atmungsaktivitdt wird nochmals in Abbildung 77 hervorgehoben, wobei in (A) die

lateralen Gradienten der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate Rp, am ersten Tag der

Wachstumsstudie und in (B) am letzten Tag dargestellt sind. Zu beiden Zeitpunkten
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nimmt Ro, von der Oberflache der Spharoide unterschiedlicher Aussaatdichte zum

Zentrum hin ab. Dadurch, dass die Radien durch die Aussaatdichte und die
Proliferationsrate bestimmt werden, variieren die Profile fur die lokale Reaktionsrate.
So sind die Profile von Spharoiden mit grof3en Radien zum einen breiter als fur kleinere
Zellaggregate. Zum anderen sind die Sauerstoffverbrauchsraten in den auf3eren
Regionen stets kleiner und die Gradienten starker. Dies lasst darauf schlieRen, dass
das Gleichgewicht zwischen der Diffusion und dem Verbrauch von Sauerstoff mit
zunehmender GrofR3e gestort ist. Bei einem direkten zeitabhangigen Vergleich der
Profile von Spharoiden mit gleicher Aussaatdichte wird deutlich, dass sich diese nur
fur 4k Zellen/Well (—) und 12k Zellen/Well (—) andern, wahrend diejenigen von
16k Zellen/Well (—) und 20k Zellen/Well (—) zu beiden Zeitpunkten nahezu identisch
sind. Dies deckt sich mit den Beobachtungen der lateralen pO2 Gradienten.
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Abbildung 77: Darstellung der lokalen Sauerstoffverbrauchsraten Ro, in Abhéangigkeit von der radialen

Distanz vom Zentrum der MCF-7 Spharoide unterschiedlicher Aussaatdichte. In (A) sind die lateralen
Gradienten am ersten Tag und in (B) am funften Tag der Wachstumsstudie gezeigt. T = 37 °C.
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U373 Spharoide

Die Sauerstoffverteilung in U373 Spharoiden unterschiedlicher Aussaatdichte
wéahrend einer Kulturzeit von sechs Tagen wurde ebenfalls mittels 3D Plots
(siehe Abbildung 78) und Profillinien (siehe Abbildung 79) analysiert. Infolge der
Annahme einer konstanten globalen Sauerstoffverbrauchsrate Rgiobal je Aussaatdichte
bei variierendem Radius r ahneln die Sauerstoffprofile denjenigen der
Parametervariationen in Abbildung 59 B und kdnnen entsprechend analysiert
werden. Durch die Kombination beider Darstellungsmethoden wird deutlich, dass der
Einfluss der Kulturzeit auf die Sauerstoffgradienten ausgepragter ist, je starker die
zugrundliegende Kompaktierung der Zellaggregate ist. So liegt die Abnahme im
Durchmesser zwischen dem ersten und dem sechsten Tag in Kultur zwischen 25,6 %
bei 6k Zellen/Well (A) und 41 % bei 30k Zellen/Well (D). Der Sauerstoffpartialdruck im
Zentrum hingegen nimmt mit fortschreitender Kulturzeit zwischen 15 % (A) und
95,5 % (D) ab.
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Abbildung 78: 3D Plots zur Visualisierung des Einflusses der Kulturzeit auf die Sauerstoffverteilung in
U373 Sphéroiden unterschiedlicher Aussaatdichte (A: 6k Zellen/Well, B: 10k Zellen/Well,
C: 20k Zellen/Well und D: 30k Zellen/Well). Infolge der 2D-achsensymmetrischen Natur des Modells
kénnen die Ergebnisse durch einen Rotations-Datensatz in 3D in der (yz)-Perspektive dargestellt
werden. In der Farbcodierung des Plots spiegeln dunkelrote Bereiche hohe pO2 Werte wider, wahrend
niedrige blau codiert sind.
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Abbildung 79: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
suspendierten U373 Spharoid unterschiedlicher Aussaatdichte (A: 6k Zellen/Well, B: 10k Zellen/Well,
C: 20k Zellen/Well und D: 30k Zellen/Well) wahrend einer Kulturzeit von sechs Tagen. Auf der x-Achse
ist die radiale Distanz vom Zentrum des Sphéaroids (r=0um) und auf der y-Achse der
Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen. T = 37 °C.

Als Besonderheit der FEM-Analyse kénnen zusatzlich zu den lateralen pO2 Gradienten
die lokalen Sauerstoffverbrauchsraten in Abhangigkeit von der radialen Distanz
visualisiert werden (siehe Abbildung 80). Am ersten Tag (A) sind nahezu uniforme
Sauerstoffverbrauchsraten innerhalb der Zellaggregate mit Werten zwischen
2,5-10° mol'm=3-s1 (—) und 7-10%mol-m3ss? (—) zu beobachten. Nach einer
Kulturzeit von sechs Tagen (B) erhohen sich diese auf 1,2:102 mol-m=3-st (—) bis
maximal 1,8:102 mol-m=3-s1 (—) an der Oberflache der Spharoide. Dies liegt in der

Relation der Parameter Rmax, Rglobal und V aus Gleichung (35) begrindet. Demzufolge
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steigen die Werte fir Rmax mit abnehmendem Radius. Nach sechs Tagen haben sich

laterale Ro, Gradienten ausgebildet, welche bei hohen Aussaatdichten starker sind.
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Abbildung 80: Darstellung der lokalen Sauerstoffverbrauchsraten Ro, in Abhangigkeit von der radialen

Distanz vom Zentrum der suspendierten U373 Sphéaroide unterschiedlicher Aussaatdichte. In (A) sind
die lateralen Gradienten am ersten Tag und in (B) am sechsten Tag der untersuchten Wachstumsstudie
gezeigt. T = 37 °C.

Zusammenfassung

Anhand der durchgefiihrten FEM-Analysen konnte der Einfluss der fortwahrenden
Respiration wahrend der Kulturzeit auf die Sauerstoffverteilung in Spharoiden der
Zelllinien MCF-7 und U373 aufgezeigt werden. Die dafur ndtigen Daten stammen aus
den in silico Modellen der Kapitel 6.2.1 —6.2.4 sowie den zugrundeliegenden
mikroskopischen Studien. Um den anfanglich formulierten Modellierungsprozess
(siehe Abbildung 52) sowie dessen sukzessiven Aufbau abschliel3end validieren zu
kénnen, wurden die Sauerstoffprofile vom letzten Tag der Wachstumsstudie
denjenigen von Sphéaroiden in Suspension vor dem Adhé&sionsprozess aus
Kapitel 6.2.3 gegenubergestellt. Abbildung 81 zeigt das Ergebnis fur MCF-7
Spharoide (A) und U373 Spharoide (B) unterschiedlicher Aussaatdichte. Fir jede
untersuchte Zelllinie und Aussaatdichte stimmen die lateralen pO2 Gradienten nahezu
perfekt Uberein. Lediglich bei U373 Zellaggregaten mit 20k Zellen/Well (—) sind
grolRere Diskrepanzen im zentralen pO:2 erkennbar. Dies konnte darauf

zuruickzufihren sein, dass fur diese Aussaatdichte die Fehlerbehaftung der Parameter
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in der exponentiellen Fitfunktion zur Beschreibung des Wachstumsverhaltens am
grofldten war. Nichtsdestotrotz legitimieren die dargestellten Graphen alle getroffenen
Annahmen und beweisen zuletzt, dass die gebildeten Gradienten zum Zeitpunkt der
ratiometrischen Sauerstoffmessung im Wesentlichen auf die Respiration wahrend der

Kulturzeit zurtickzuftihren sind.
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Abbildung 81: Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende Medium und den
Sphéroid aus (A) MCF-7 Zellen und (B) U373 Zellen mit unterschiedlichen Aussaatdichten. Die
gestrichelten Profile zeigen die Ergebnisse der Sphéaroide in Suspension aus Kapitel 6.2.3 und die
durchgezogenen Kurven stellen die der Sphéaroide am letzten Tag der Wachstumsstudie dar. Auf der x-
Achse ist die radiale Distanz vom Zentrum des Sphéroids (r =0 um) und auf der y-Achse der
Sauerstoffpartialdruck pO2 aufgetragen. T = 37 °C.

6.2.6 Diskussion

Der Einfluss der Kulturzeit auf die Morphologie von 3D Gewebemodellen wurde in
Kapitel 6.1.1 auf Basis von phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen analysiert.
Dabei wurde deutlich, dass sich die Wachstumscharakteristika je nach Zelltyp und
Aussaatdichte unterscheiden. Sphéroide der Zelllinie MCF-7 zeigen nach einer kurzen
Phase der Kontraktion (circa 24 h), und damit der Kompaktierung, ein lineares
Wachstumsverhalten. U373 Zellaggregate schrumpfen hingegen wéahrend der
gesamten Kulturzeit von sechs Tagen. Die positive/negative Wachstumsrate hangt
dabei mal3geblich von der Aussaatdichte und demnach der initialen GroRe des

Sphéaroids ab. Der Einfluss der Kulturzeit auf die Nahrstoffkonzentrationen wurden
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daraufhin in Kapitel 6.2.5 mit dem Fokus auf Sauerstoff untersucht, um den
Zusammenhang zwischen der GroRBenveranderung und der Atmungsaktivitat
herstellen zu kdnnen. Samtliche pO2 Profile fir MCF-7 sowie U373 Spharoide besitzen
zu jedem Zeitpunkt der Kulturzeit eine dhnliche Form. Sie sind durch einen leichten
pO2 Abfall im umgebenden Medium, steilen Sauerstoffgradienten innerhalb des
Sphéaroids und minimalen pO2 Werten im Zentrum charakterisiert. Diese réaumliche
Verteilung von Sauerstoff innerhalb von 3D Zellaggregaten stimmt mit einer Vielzahl
von dargestellten Profilen in der Literatur tberein, welche aus mathematischen
Modellierungen sowie in vitro Untersuchungen mit Mikroelektroden resultieren
(Casciari et al., 1992a; Leedale et al., 2019; Mueller-Klieser et al., 1985; Mueller-
Klieser et al., 1986). Zudem zeigen die Ergebnisse deutlich, dass die Oxygenierung
innerhalb der Sphéroide vom Zelltyp und der Grof3e abhangt. MCF-7 Spharoide mit
einer Aussaatdichte von 4k Zellen/Well besitzen am ersten Tag der in silico Analyse
einen Durchmesser von 335 um und einen pO2 Wert im Zentrum von 72,4 torr,
wéahrend U373 Spharoide &hnlicher GroRRe (d = 370,9 um) hohere zentrale pO:2 Level
(pO2 = 101,6 torr) aufweisen. Ahnliche Unterschiede in den Sauerstoffprofilen
zwischen Spharoiden unterschiedlicher Zelllinien (EMT6/Ro vs. V-79-171B) mit
ahnlichen Durchmessern (416 um vs. 425 um) haben Mueller-Klieser und Sutherland
(21982) unter Verwendung von Mikroelektroden festgestellt. So waren bei Letzteren die
Gradienten innerhalb der Zellaggregate steiler und die zentralen pO2 Werte niedriger.
Die Varianz in den Profilen liegt im Wesentlichen in den unterschiedlichen
Sauerstoffverbrauchsraten begrindet. Wahrend MCF-7 Sphéroide Sauerstoff mit
1,44-102 mol-m=-s1 veratmen, verbrauchen die 3D Aggregate mit U373 Zellen nur
0,7:102 mol'm3-st. Die quantifizierten Atmungsaktivititen sind dabei in einer
ahnlichen GroRenordnung wie fir andere Zelllinien in weiteren Studien. So bestimmten
Leedale et al. (2019) Rmax In Hepatozyten mit Werten zwischen
1,54-102 mol'm=-s1 und 4,40-102 mol-m=3-s* mit der Seahorse Technologie. Grimes
et al. (2016) leiteten Sauerstoffverbrauchsraten zwischen (11,21 + 4,63) mmHg-s™
(=(1,6 £0,7)-10> mol'm3-st) fir SCC-25 Spharoide und (27,92 + 6,05) mmHg-s
(=(3,9 £0,9):10> mol'm3-st) fir HCT116 Spharoide durch die Anpassung eines
mathematischen Modell an experimentelle  Wachstumskurven ab. Der

Zusammenhang zwischen Rmax und dem Durchmesser wurde in den FEM-Analysen
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bereits mit den validierten Werten fir Rmax bei den adhérenten Zellaggregaten in
Kapitel 6.2.2 ersichtlich und infolge des sukzessiven Modellierungsprozesses zuletzt
auch wahrend der Kulturzeit. So besitzen kleine Spharoide beider Zelllinien gréRere
Werte fur Rmax als solche mit groRen Durchmessern und hdheren initialen
Aussaatdichten. Der beobachtete Einfluss der GréRe auf die Atmungsaktivitat ist
konsistent mit weiteren Studien von Mueller-Klieser und Sutherland (1983) sowie
Mueller-Klieser (1984). Im Rahmen dieser stellten sie fest, dass mit steigendem
Durchmesser von Zellaggregaten der gleichen Zelllinie sowohl der pO2 als auch die
volumenbezogene OCR sinkt. So nahm die stationdre volumenbezogene
Sauerstoffverbrauchsrate von EMT6/Ro Spharoiden mit steigendem Durchmesser von
6,44:10* mlo2:cm3-s? (@ =386 um) auf 3,53:10%* mlo2-cm=3-s? (@ =534 um) ab.
Freyer und Sutherland (1985) stellten einen Rickgang der volumenbezogenen
Sauerstoffverbrauchsrate von 60 % pro 100 um Spharoidwachstum fest. Die
mathematische Modellierung der Sauerstoffverteilung in Modellsphéaroiden bestétigte
die experimentellen Beobachtungen (Groebe & Mueller-Klieser, 1991). Die
zeitabhangige Veranderung der lateralen pO2 Gradienten ist flr die Zellaggregate
beider Zelllinien sehr unterschiedlich, wenngleich die beobachten Trends im Grunde
beibehalten bleiben. Dies liegt in den unterschiedlichen Wachstumscharakteristika
begrindet. Dadurch, dass MCF-7 Spharoide ein lineares Wachstumsverhalten
aufweisen, sinkt der zentrale pO2 mit zunehmender Gr6éR3e. Zudem hangen die pO:2
Level von der Starke der jeweiligen Wachstumsrate ab. Je groRer die Wachstumsrate
ist, desto starker sind die zeitabhangigen Varianzen in den pO2 Gradienten sowie
diejenigen in der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate innerhalb der Sphéaroide. Dies
resultiert aus dem Anstieg der globalen Sauerstoffverbrauchsrate um 103,4 % bei
4k Zellen/Well und um 0,1 % bei 20k Zellen/Well, trotz der Annahme, dass Rmax fur
jede Aussaatdichte (ber die Zeit konstant ist. Ahnliche Veranderungen des
Sauerstoffverbrauchs pro Sphéaroid berichteten Mukomoto et al. (2020) unter
Verwendung von SECM (scanning electrochemical microscopy). So nahm Rgiobal fUr
MCF-7 Sphéaroide mit 1250 Zellen/Well und 10k Zellen/Well wahrend des Wachstums
von t=1-7d zu. Die Kombination mit numerischen Simulationen bewies, dass die
Ergebnisse der in silico Analysen auch unter Annahme konstanter Werte fir Rmax

konsistent mit den in vitro Resultaten waren. Wegen der Kompaktierung der U373

199



Untersuchung von 3D Zellaggregaten

Spharoide sowie der damit einhergehenden mathematischen Modellierung differieren
die Beobachtungen wahrend der Kulturzeit gegentber denjenigen bei MCF-7 Zellen.
Trotz einer Kompaktierung und damit einer Verkleinerung der Diffusionsstrecke fur
Sauerstoff besitzen diese am letzten Tag niedrigere pO2 Level als am ersten Tag.
Zudem steigt der maximale volumenbezogene Sauerstoffverbrauch Rmax fUr jede
Aussaatdichte an und die Gradienten in den lokalen Sauerstoffverbrauchsraten
verstarken sich. Carrasco-Mantis, Randelovic et al. (2023) untersuchten die laterale
Nahrstoffkonzentration bei kompaktierenden U251 Sphéaroiden in einem Zeitraum von
t = 3 — 14 d und stellten fest, dass die Konzentration am dritten Tag am hdchsten ist.
Im weiteren Zeitverlauf sinkt diese auf niedrigere Werte. Allerdings bildeten sich zu
keinem Zeitpunkt Konzentrationsgradienten aus. Dies koénnte darin begrindet liegen,
dass die Zellaggregate mit 1k Zellen/Well sehr klein sind und demnach die Diffusion
genauso schnell wie der Verbrauch ist, was in konstanten Konzentrationen resultieren
wuirde. Die zeitabhangige Atmungsaktivitat in 3D Geweben hangt zusammenfassend
vom Zelltyp, der Grél3e und der OCR ab. Die beobachteten Ergebnisse konnten durch
Veranderungen in der Mikroumgebung sowie im Status der Zellen selbst erklart
werden (Freyer & Sutherland, 1985; Mueller-Klieser et al., 1986). Kleinere
Zellaggregate besitzen kirzere Diffusionsdistanzen und es herrscht ein Gleichgewicht
zwischen Sauerstoffdiffusion und Sauerstoffverbrauch. Die Zunahme in der Grol3e ist
mit einer VergroRerung der Diffusionslange fur Sauerstoff und der Bildung von
Konzentrationsgradienten in den Spharoiden beider Zelllinien verbunden. Um die
laterale Diffusionsgeschwindigkeit von Sauerstoff innerhalb der 3D Gewebemodelle
besser einschatzen zu kénnen, wurde das random walk Modell bei t = 1 d angewandt.
So betragt die Diffusionszeit von Sauerstoff in MCF7 Sphéaroiden zwischen 4,7 s
(4k Zellen/Well) und 15,2 s (20k Zellen/Well) bis zum Zentrum. Bei dem 3D Gewebe
mit U373 Zellen hingegen 4,2 s (6k Zellen/Well) bis 33,4 s (30k Zellen/Well). Um die
Penetrationstiefe von Sauerstoff in das Zentrum des Spharoids zu erhéhen und damit
die Oz Level aufrechtzuerhalten, erfolgt eine Anpassung des Metabolismus durch eine
Abnahme in Rmax. Die im Zuge des GrolBenzuwachses gebildeten
Konzentrationsgradienten kénnen damit allerdings nicht ausgeglichen werden, zumal
das Medium nicht gewechselt wurde. Auf3erdem sind bereits am ersten Tag nach

Bildung der MCF-7 Aggregate (t =1 d) lokale Variationen in Ro, mit zunehmender
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GroRRe der Sphéaroide zu beobachten, welche sich mit steigender Wachstumsrate
weiter verstarken. Diese Veranderung der Atmungsaktivitat lasst auf die Bildung
biologischer Zonen mit ruhenden Zellen schlieRen. Die Vermutung ist konsistent mit
den Beobachtungen von Braun und Beatty (2007). Sie untersuchten den
Sauerstoffverbrauch in humanen OCM-1 Sphéaroiden unter Verwendung
polarographischer Methoden und zeigten durch einen Fit der Sauerstoffprofile an
verschiedene Sauerstoffdiffusionsmodelle, dass der beste Fit unter Annahme eines
Modells mit drei verschiedenen Regionen erreicht werden konnte. Dabei verringerten
die Zellen ihre Atmungsaktivitat mit zunehmender Entfernung von der Oberflache des
Spharoids. Der Zusammenhang zwischen der Lokalisierung der Zellen und dem
Sauerstoffverbrauch wurde ebenso mittels polarographischer Methoden bei MCF-7
Sphéaroiden (Mandujano-Tinoco et al., 2013) sowie bei EMT6/Ro Spharoiden
beobachtet (Freyer & Sutherland, 1985). Unter Verwendung zweier verschiedener
Farbemethoden (R123 und NAO) in EMT6/Ro sowie 9L Sphéaroiden schlussfolgerten
Freyer und Sutherland zudem (1980), dass die Veranderungen in der Atmungsrate mit
der Herabregelung der mitochondrialen Aktivitat ruhender Zellen einherging und
weniger mit einem Abbau von Mitochondrien verbunden war. Infolgedessen hangen
metabolische Veranderungen mit den konzentrischen Zonen zusammen. Trotz
grolRerer Durchmesser und demnach langerer Diffusionsstrecken fur Sauerstoff sind
bei U373 Spharoiden jeder Aussaatdichte hingegen wuniforme Ilokale
Sauerstoffverbrauchsraten bei t = 1 d zu beobachten. Dieses Phdnomen konnte auf
eine gleichmaRige Verteilung der Mitochondrien zurickgefihrt werden. Mit eben
dieser Begrindung rechtfertigten Bredel-Geissler et al. (1992) den einheitlichen
volumenbezogenen Sauerstoffverbrauch in EMT6/Ro Spharoiden trotz niedriger pO2
Werte im Inneren. Jedoch mussen die Ergebnisse stets unter Bertcksichtigung der
mathematischen Modellierung analysiert werden. Unter der Annahme, dass wahrend
der Kompaktierung keine Proliferation stattfindet, besitzen die Zellaggregate fur jede
Aussaatdichte zu jedem Zeitpunkt identische Gesamtsauerstoffverbrauchsraten,
wahrend Rmax steigt. Die Bildung von Gradienten in den lokalen
Sauerstoffverbrauchsraten wahrend der Kulturzeit kdnnte demnach auf Basis der
bisherigen Diskussionsaspekte insofern erklart werden, dass sich, trotz einer

Kontraktion des Volumens, ebenfalls biologische Zonen gebildet haben, welche die
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Atmungsaktivitat beeinflussen. Viel eher kdnnten die Zellen jedoch ihren Metabolismus
in Abhangigkeit von der Kontraktion und dem damit einhergehenden Kompaktieren
verandert haben. So berichtete Mueller-Klieser (2000), dass auch Zell-Zell und Zell-
Matrix Kontakte Einfluss auf den Stoffwechsel nehmen. Ebenfalls unter der Annahme,
dass keine Zellproliferation stattfindet, modellierten Leung et al. (2015) die
Sauerstoffkonzentration innerhalb von zwei Modellsphéroiden mit der gleichen
Zellzahl und einer identischen globalen Sauerstoffverbrauchsrate pro Sphéroid. Sie
konnten zeigen, dass der kompakte Spharoid, trotz einer Verringerung des Volumens
um 1/8, niedrigere pO2 Level besitzt. Diese Tatsache wiederum ging mit einer
gleichzeitigen Erhéhung der volumenbezogenen Sauerstoffverbrauchsrate um nahezu
das Achtfache einher, um den Volumenverlust auszugleichen. Eine tiefergehende
Analyse ist jedoch aufgrund mangelnder Literaturdaten, welche sich mit der
anfanglichen Phase der Aggregatbildung beschéftigen, schwierig. Folglich missten
weitere in vitro Messungen durchgefuhrt werden, mit welchen die Zellaggregate
hinsichtlich weiterer Parameter, wie dem Zellzyklus oder interzellularen Kraften,

charakterisiert werden kdnnen.

Neben dem Zusammenhang zwischen dem Metabolismus und der GroRe der
Zellaggregate wurde zudem die Beziehung zwischen Hypoxie und Nekrose
untersucht. In den Profildiagrammen und 3D Plots der Sphéroide beider Zelllinien sind
wahrend der Kulturzeit allein auf Basis des vorhandenen Restsauerstoffs keine
nekrotischen Bereiche erkennbar. Gemald der mathematischen Modellierung haben
sich demnach keine Regionen gebildet, in welchen die Konzentration unterhalb der
definierten kritischen Sauerstoffkonzentration von 0,07 torr liegt (Anundi & de Groot,
1989; Avgoustiniatos & Colton, 2006; Papas et al., 2005). Hupf (2017) beobachtete
ebenfalls keine nekrotischen Bereiche in transmissionselektronenmikroskopischen
Aufnahmen (TEM) von MCF-7 Spharoiden wéhrend einer Kulturzeit von neun Tagen.
Allerdings zeigen die phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen von MCF-7
Sphéaroiden ab einem Schwellenwert von circa r=(253%1)um dunkle,
zentrosymmetrische Areale. Laut Literatur sind Durchmesser ab circa 500 pm kritisch
fur die Bildung von Nekrose (Hirschhaeuser et al., 2010). Mukomoto et al. (2020)
identifizierten ebenfalls ab r = 260 um solch dunkle, zentrosymmetrische Areale fur
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MCF-7 Sphéaroide unterschiedlicher Aussaatdichten und definierten diese als
nekrotische Kerne. Sie stellten mittels histologischer Untersuchungen fest, dass diese
Regionen Merkmale einer Pyknose (Zellkernschrumpfung) aufweisen, welche als
Indikation fur Apoptose gilt. Beispielsweise waren die Zellkerne kleiner als am Rand
des Spharoids und die Konzentration bedeutend geringer. Den prozentualen Anteil
von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen untersuchten Gong et al. (2015)
fur MCF-7 Spharoide mit den Aussaatdichten 2k, 4k und 8k Zellen/Well. Dazu wurden
die 8 —12 d alten Zellaggregate dissoziiert und mittels Durchflusszytometrie unter
Verwendung eines Annexin V-FITC Apoptose-Detektionskit analysiert. Sowohl mit
zunehmender Zellzahl als auch fortschreitender Zeit nahm der Anteil lebender Zellen
ab, wahrend derjenige von apoptotischen/nekrotischen Zellen zunahm. Zusammen mit
den Studien von Mueller-Klieser et al. (1986) sowie Freyer und Sutherland (1986) wird
ersichtlich, dass auch andere Faktoren, wie metabolische Abfallprodukte, der pH-Wert
oder die Konzentration von Glukose, die Entwicklung einer Nekrose beeinflussen
kénnen. So berichteten erstgenannte Autoren von nekrotischen Bereichen trotz einer
ausreichenden Versorgung von EMT6/Ro Sphéroiden mit Sauerstoff. Die
zweitgenannten  Autoren zeigten zudem, dass eine Verringerung der
Glukosekonzentration mit einer Abnahme des lebensfahigen Randes einherging.
Diese Beobachtungen filhren zu der Annahme, dass Sauerstoff zwar einen
limitierenden Faktor darstellt, die alleinige Modellierung von Sauerstoff jedoch nicht
ausreicht, um das Phanomen der Nekrose ausreichend zu beschreiben. Dies wird
unterstitzt durch den Vergleich der Sauerstoffprofile bei MCF-7 Spharoiden mit
denjenigen der ratiometrischen Messung in Abbildung 62. Mit Ausnahme der
Zellaggregate mit 4k Zellen/Well besitzen die lateralen pO2 Gradienten in vitro zentrale
Plateauregionen, welche ein Indiz fir eine fehlende Atmungsaktivitat und
maoglicherweise flur Nekrose sind. Mit zunehmendem Durchmesser der Sphéaroide
werden die Plateauregionen immer breiter. Einen &hnlichen Trend in der Zunahme der
TumorgréRe bei gleichzeitigem Anstieg des nekrotischen Anteils beobachteten Khalil
et al. (1995) fur Zellaggregate mit C3H Zellen. Zudem entstehen die zentralen
Plateauregionen bei unterschiedlichen Level der Oxygenierung (12k Zellen/Well:
20 torr; 20k Zellen/Well: 5,7 torr). Ebenso zeigten EMT6/Ro und V-79-171B Sphéroide

bereits bei variierenden Sauerstoffkonzentrationen von 42 — 57 mmHg eine zentrale
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Nekrose (Mueller-Klieser & Sutherland, 1982). Dies unterstitzt die Vermutung, dass
kein monokausaler Zusammenhang zwischen Hypoxie und Nekrose besteht und das
Phanomen, wie bereits erwdhnt, aus dem Zusammenspiel mehrerer Faktoren

resultiert.

Mit den FEM-Analysen von der Bildung der Zellaggregate bis zu deren
morphologischen Veranderung im Zuge des Adhasionsprozesses wurde des Weiteren
deutlich, dass die ratiometrisch gemessene Atmungsaktivitdit von adharenten
Sphéaroiden der Zelllinien MCF-7 und U373 im Wesentlichen auf die Respiration
wahrend der Kulturzeit zurtickzufiihren ist. Die Ergebnisse in Abbildung 81 validieren
diese Tatsache und samtliche im Modellierungsprozess getroffenen Annahmen.
Demnach stimmen die lateralen pO2 Gradienten am letzten Tag der Kulturzeit fur die
Sphéroide beider Zelllinien mit denjenigen vor dem Adhasionsprozess uberein. Diese
wiederum sind weitestgehend konsistent mit der Atmungsaktivitdt der gebildeten
Halbspharen nach der Adhésion in Abhangigkeit von der geometrischen 3D Struktur.
Dabei sind unter Annahme einer spharischen Geometrie fir die Sphéaroide in
Suspension Diskrepanzen in den Sauerstoffprofilen verglichen mit hemi-ellipsoiden
Strukturen zu beobachten (siehe Abbildung 67). Unter der Annahme einer ellipsoiden
3D Struktur fur suspendierte Zellaggregate stimmen die Sauerstoffprofile vor und nach
dem Adhéasionsprozess uberein (siehe Abbildung 70). Solche Differenzen mit
zunehmender Exzentrizitat stellten ebenso Grimes und Currell (2018) fest, welche die
Sauerstoffverteilung in ellipsoiden und sphéarischen Tumorsphéaroiden in Suspension
mit mathematischen Modellierungen untersuchten. Demnach beeinflusst die
Geometrie die Transportgradienten. Aul3erdem besitzen spharische MCF-7 Aggregate
in Suspension mit einer Aussaatdichte von 20k Zellen/Well nekrotische Bereiche im
Zentrum, was konsistent ist mit den Simulationen von Leung et al. (2015). Unter
Annahme identischer volumenbezogener Sauerstoffverbrauchsraten beobachteten sie
hypoxische Regionen in idealen Sphéaroiden, nicht jedoch in ellipsoiden
Zellaggregaten. Nach der Adhéasion der Zellaggregate am Boden des Wells und wegen
dem verringerten Diffusionskoeffizienten von Sauerstoff in der Sensorfolie ist die
Diffusion zudem eingeschrankt. Folglich sinkt der Sauerstoffverbrauch pro Spharoid

um nahezu die Hélfte. Bei einer vergleichenden Analyse der Sauerstoffprofile von
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EMT6/Ro Spharoiden vor und nach einer achtstindigen Adhasion auf einer
sauerstoffpermeablen Membran kamen Mueller-Klieser und Sutherland (1982) zu
ahnlichen Resultaten. Sie erklarten dies ebenfalls mit einem verringerten
Sauerstoffverbrauch der Zellaggregate nach der Adh&sion als Folge der
eingeschrankten Nahrstoffversorgung. Zusammenfassend liegen die Grinde fur die
Abweichungen weniger im Adhasionsprozess und der damit einhergehenden
Veranderung der Atmungsaktivitdt begrindet. Vielmehr sind die geometrischen
Unterschiede (Ellipsoid/Sphare) die Ursache fir die Differenzen in den lateralen pO:2

Gradienten.
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6.3 Chemische Modulation der oxidativen Phosphorylierung

Multizellulare Spharoide stellen im Vergleich zu 2D Gewebemodellen verbesserte in
vitro Modelle zur Untersuchung des Stoffwechsels und der Toxizitat sowie
praklinischer Wirkstoffscreenings dar. Die 3D Anordnung der Zellen flhren zur
Entstehung von verschiedenen Zonen und zu Konzentrationsgradienten. Dies
wiederum beeinflusst die Behandlung mit diversen Therapeutika durch limitierte
Zuganglichkeit sowie Veranderungen in der RNA- und Proteinexpression (Mehta et al.,
2012). Bei den meisten Analysemethoden, welche ein vertieftes Verstandnis fur die
Prozesse in der Mikroumgebung ermoéglichen, handelt es sich um invasive
Endpunktassays. Beispiele hierfur sind Assays zur Analyse des Protein/DNA Gehalts
(Campioni et al., 2022; Riffle et al., 2017), immunhistochemische Verfahren mittels
histologischer Schnitte (Mandujano-Tinoco et al.,, 2013) oder Farbemethoden zur
phanotypischen Charakterisierung von Spharoiden (Bell et al., 2001). Das vorgestellte
Messsystem VisiSens TD stellt eine Alternative dar, die chemische Modulation der
oxidativen Phosphorylierung nicht-invasiv zu Uberwachen. Die Ergebnisse von
Schmittlein (2017) haben gezeigt, dass der Wechsel des L-15 Mediums nach t=8h
(Kontrollbedingung) wenig Einfluss auf die Oxygenierung adharenter MCF-7
Sphéaroide hat. Durch Zugabe von 2 uM Antimycin A (Ant A), einem Hemmstoff des
Komplexes IIl der Elektronentransportkette (Harmjanz, 2021), wurde eine sofortige
Blockierung der Atmungsaktivitét verursacht. Die beobachteten Effekte wurden in
dieser Arbeit gemal dem experimentellen Setup mit FEM-Analysen validiert. Dazu
wurden adharente MCF-7 Spharoide mit einer Aussaatdichte von 4k Zellen/Well und
den Eingangsvariablen aus Tabelle 19 und Tabelle 20 modelliert. Die Ergebnisse in
Abbildung 82 zeigen die zeitlichen (A) und raumlichen Veranderungen (B) des pO:
unter den Kontrollbedingungen Uber einen Modellierungszeitraum von 12 h. Der pO:2
im Zentrum des Zellaggregats (A —) fallt innerhalb von 4 h von 149 torr (t = 0 h) auf
nahezu konstante Werte von ungeféhr 24 torr. Nach der simulierten Zugabe von
frischem Medium (t = 8 h) steigt der pO2 um 39,7 % und sinkt anschlie3end wieder auf
den beobachteten Wert vor der Zugabe. Im tberstehenden L-15 Medium (—) ist ein
initialer Abfall des pO2 von knapp 7 % zu beobachten. Die Variation in den lateralen
Sauerstoffgradienten im Querschnitt des adharenten Sphéroids und dem umgebenden
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Medium vor (—) und 30 min nach Medienwechsel (—) sind in (B) sichtbar. Es wird
deutlich, dass der Wechsel des Mediums den Sauerstoffverbrauch kaum beeinflusst.
Die Sauerstoffprofile sind einander &hnlich mit dem einzigen Unterschied, dass die
Level der Oxygenierung sowohl im tGberstehenden Medium als auch im Zentrum zum
Zeitpunkt t = 8,5 h héher sind.
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Abbildung 82: Einfluss der Zugabe von frischem L-15 Medium zum Zeitpunkt t = 8 h auf die in silico
Atmungsaktivitdt adharenter MCF-7 Spharoide mit einer Aussaatdichte von 4k Zellen/Well.
(A) Veranderung des pO: im Uberstehenden L-15 Medium (—) und im Zentrum des Zellaggregats (—)
in Abhangigkeit von der Zeit. (B) Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende
Medium und den Sphéroid beit=8 h (—) und beit=8,5h (—). T =37 °C.

In Abbildung 83 ist der Stopp der Veratmung, wie es durch Atmungsketten-Blocker
wie Antimycin A (Ant A) erzielt wird, visualisiert. Vor dem Stopp der Veratmung sind
sowohl die zeitabhéngigen Verdnderungen im pO2 (A) als auch die lateralen pO2
Gradienten im umgebenden Medium und im Sphéroid (B) analog zu den Ergebnissen
in Abbildung 82. Die Blockierung der zellularen Veratmung und die damit
einhergehende Reoxygenierung wird dadurch deutlich, dass die pO2 Werte im
Uberstehenden Medium (—) und im Zentrum des Zellaggregats (—) innerhalb von
6 min nach dem Stopp der Veratmung auf 138,6 torr und 134,3 torr ansteigen. Nach
zwolf Stunden wird schlie3lich ein einheitliches Sauerstofflevel von 149 torr erreicht,
welches dem initialen Sauerstoffpartialdruck entspricht. Demzufolge unterscheidet

sich der pO2 im Zentrum des Spharoids nicht mehr von demjenigen im Uberstehenden
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Medium. Der simulierte Effekt der irreversiblen Hemmung der oxidativen
Phosphorylierung, wie es durch Ant A verursacht werden kann, wird noch deutlicher
bei der Betrachtung der Profillinien in Abbildung 83 B. Innerhalb von 30 min nach
Atmungsstopp (—) sind keine lateralen pO2 Gradienten mehr zu beobachten. Der
Sauerstoffpartialdruck erreicht Uber den gesamten Querschnitt von 2 mm einen

konstanten Wert von 141,3 torr.
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Abbildung 83: Einfluss eines Stopps der Veratmung zum Zeitpunkt t=8h auf die in silico
Atmungsaktivitdit adharenter MCF-7 Sphéroide mit einer Aussaatdichte von 4k Zellen/Well.
(A) Veranderung des pO:2 im Uberstehenden Medium (—) und im Zentrum des Zellaggregats (—) in
Abhéngigkeit von der Zeit. (B) Laterale pO2 Gradienten aus dem Querschnitt durch das umgebende
Medium und den Spharoid beit=8 h (—) und beit=8,5h (—). T=37 °C.

Die in silico Analysen unterstitzen die von Schmittlein (2017) berichteten Daten. So
zeigen diese, dass die Sauerstoffverteilung in adhéarenten MCF-7 Sphéaroiden kaum
durch den Austausch des Mediums beeinflusst wurde. Die Blockierung der Atmung,
wie Dbeispielsweise durch Antimycin A erzielt wird, und die darauffolgende
Reoxygenierung auf nahezu atmospharische pO:z Level wurde zudem im Rahmen
anderer Forschungsarbeiten beobachtet. So untersuchten Campioni et al. (2022) die
mitochondrialen  Funktionen von  MCF-7  Spharoiden der Zelldichten
7k — 10k Zellen/Well und 11k — 15k Zellen/Well mit dem Seahorse XF Mito Stress
Test. Durch die sequenzielle Injektion von Modulatoren der oxidativen

Phosphorylierung, unter anderem einem Gemisch (0,5 uM) aus Antimycin A und
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Rotenon, konnten diese eine Abnahme im Sauerstoffverbrauch bis nahezu
0 pmol-min-t erkennen und schlussfolgerten, dass eine Umstellung auf den anaeroben
Stoffwechsel stattfand. Pilatus et al. (2001) nutzten das Phanomen der magnetischen
Resonanz zur Sauerstoffmessung in MCF-7 Zellen im Monolayer und stellten ebenfalls
fest, dass nach Zugabe von Ant A (0,2 uM) nur noch ein geringer Sauerstoffverbrauch
messbar war. Die vollstandige Reoxygenierung nach der Behandlung mit Antimycin A
(200 nM) Dberichteten auch Klutzny et al. (2017) fur mit Pimonidazol gefarbte
Kryoschnitte von HCT116 Spharoiden. Die Beobachtung, dass die Reoxygenierung im
gesamten Sphéaroid innerhalb weniger Minuten nach der Zugabe von Ant A (10 uM)
stattfindet, ist einerseits konsistent mit den Ergebnissen fir Neurosphéren von
Dmitriev et al. (2015). Andererseits wird diese durch die Berechnung der statistischen
Diffusionszeit von einem Molekul Sauerstoff von der Oberflache des Spharoids ins
Zentrum mit dem random walk model (siehe Gleichung (28) und (29)) bestatigt.

Demnach dauert es nur 10,4 s bis Sauerstoff ins Zentrum diffundiert ist.

209



Untersuchung von 3D Zellaggregaten

6.4 Sauerstoffverteilung in adharenten U373 Sphéaroiden auf

permeablen Kultursubstraten

Die Verwendung permeabler Kultursubstrate stellt eine weitere Moglichkeit dar, die
Atmungsaktivitat von Spharoiden in vitro untersuchen. Aul3erdem ermdglichen diese
multiple Messmethoden, wie die zusatzliche Analyse des pH-Wertes. Der Unterschied
zu dem bisherigen experimentellen Setup, welcher in Abbildung 84 A dargestellt ist,
liegt darin, dass die Spharoide nicht mehr direkt auf der Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolie  adharieren, sondern auf der Membran eines permeablen
Kultursubstrates (B). Die Sensorfolie ist dabei direkt unterhalb des Einsatzes am
Boden des Wells einer 12- oder 24-Well Platte angebracht. Bei den hier untersuchten

permeablen Kultursubstraten handelt es sich stets um solche fir eine 24-Well Platte.
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Abbildung 84: Darstellung von zwei in vitro Assays zur Untersuchung der Atmungsaktivitat adhérenter
Spharoide. Die Zellaggregate adharieren in (A) direkt auf der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie und in
(B) auf der Membran eines permeablen Kultursubstrates. Die Sensorfolie ist dabei direkt unterhalb des
Einsatzes am Boden des Wells fixiert.

Mittels verschiedener FEM-Modelle soll der Einfluss permeabler Kultursubstrate auf
die Sauerstoffprofile adharenter U373 Spharoide mit Aussaatdichten von
6k Zellen/Well und 30k Zellen/Well hinsichtlich verschiedener Aspekte analysiert
werden. Analog zu den Simulationen in Kapitel 5.2 sind diese konkret die
Membraneigenschaften von permeablen Membraneinsatzen der Hersteller Corning
und Sabeu sowie die Distanzen zwischen den Zellaggregaten auf dem Kultursubstrat

und der Sensorfolie. In jeder in silico Analyse wurden Sauerstoffprofile durch je eine
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2D Schnittlinie in der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie sowie im Gewebe selbst
generiert. Die modellierte Geometrie eines Wells einer 24-Well/12-Well Platte inklusive
der Abmessungen des permeablen Membraneinsatzes, ist Kapitel 4.3.1 zu
entnehmen. Das modellierte Volumen fur die Analyse war 200 pL im apikalen
Kompartiment. Es wurde angenommen, dass die Morphologie sowie die
Atmungsaktivitdat unabhangig davon ist auf welchem Substrat die Zellaggregate
adharieren. Diese Prasumtion erfolgte aufgrund der Tatsache, dass alleinig das
System und die damit einhergehenden Faktoren, wie beispielsweise die Porositat der
verwendeten Membran, untersucht werden sollte. Demnach entsprechen die
Initialwerte fur den Radius r und die H6he h den morphometrisch ermittelten Daten aus
Kapitel 6.1.2. Daruber hinaus erfolgte die mathematische Modellierung analog zu

Kapitel 6.2.2 mit den Inputwerten flir Rmax aus Tabelle 18.

6.4.1 Einfluss unterschiedlicher Membranen

Zunachst wurde der Einfluss der Membraneinsatze unterschiedlicher Hersteller
(Corning und Sabeu) auf die Sauerstoffprofile simuliert. Diese unterscheiden sich
hinsichtlich der Porositat und dem effektiven Diffusionskoeffizienten von Sauerstoff
(siehe Tabelle 10). Dabei wurde fiir die 24-Well Systeme der Fall modelliert, dass die
Membraneinsétze direkt auf der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie stehen und somit
kein Spalt zwischen dem adharenten Spharoid auf dem permeablen Kultursubstrat und
der Sensorfolie ist. Dies resultiert einerseits aus den Ergebnissen in Kapitel 5.2.1,
welche zeigen, dass das strukturelle Design der Membraneinsétze einen wesentlichen
Einfluss auf die Gradienten hat. Andererseits soll untersucht werden, ob sich die
Sauerstoffprofile in den experimentellen Setups aus Abbildung 84 fir diesen Fall

unterscheiden.

In Abbildung 85 und Abbildung 86 sind die Unterschiede zwischen den lateralen pO:2
Gradienten aus dem Querschnitt der adharenten Sphéaroide mit den Aussaatdichten
6k Zellen/Well und 30k Zellen/Well sowie im Sensor dargestellt. Die erste Reihe in
beiden Abbildungen zeigt die Ergebnisse fiir die Transwell®-Membraneinsatze von
Corning mit der grofdten (A: 0,141) und kleinsten Porositat (B: 0,005). Analog dazu
sind in der zweiten Reihe diejenigen fur die cellQART®-Membraneinsétze von Sabeu
dargestellt (C: groRte Porositat 0,141; D: kleinste Porositat 0,003). Die Einflisse aller
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kommerziell erwerbbarer Membraneinsatze von Corning und Sabeu aus Tabelle 10
auf die Sauerstoffprofile adharenter Spharoide beider Aussaatdichten zeigen die
Abbildung 93 — Abbildung 96 in Kapitel 10.1.
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Abbildung 85: Darstellung der lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt eines adharenten U373
Sphéaroids mit einer Aussaatdichte von 6k Zellen/Well (—) sowie in der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie
(—). Die erste Reihe zeigt die Ergebnisse fir die Transwell®-Membranreinsétze von Corning mit der
grofdten (A: 0,141) und kleinsten Porositat (B: 0,005). Analog dazu sind in der zweiten Reihe die
cellQART®-Membraneinsatze von Sabeu mit der groten (A: 0,141) und kleinsten Porositat (B: 0,003)
dargestellt (siehe Tabelle 10). Die Generierung der Daten erfolgt Uber eine 1D-Plotgruppe mit zwei 2D
Schnittlinien. Eine der Schnittlinien wurde hierbei im Gewebe lokalisiert, wahrend sich die andere im
Sensor befindet. T = 37 °C.

Die Sauerstoffprofile, welche einerseits aus der Sensorantwort (—) resultieren und
andererseits im Gewebe (—) selbst generiert wurden, sind voéllig identisch fir die

Membraneinsatze (A) und (C) in Abbildung 85. In beiden Fallen nimmt der pO:2
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zunachst um circa 12 % im umgebenden Medium ab. Innerhalb des Sphéaroids mit 6k
Zellen/Well (to) ist ein steiler Riickgang des pO2 bis zu zentralen Werten von knapp
90,1 torr zu beobachten. Dies liegt darin begrindet, dass sowohl das System 1D
(Corning) als auch das System 2E (Sabeu) aus Tabelle 10 gleiche Werte in der

Porositat sowie im effektiven Diffusionskoeffizienten besitzen.
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Abbildung 86: Darstellung der lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt eines adhérenten U373
Spharoids mit einer Aussaatdichte von 30k Zellen/Well (—) sowie in der Sauerstoff-sensitiven
Sensorfolie (—). Die erste Reihe zeigt die Ergebnisse fiir die Transwell®-Membraneinsatze von Corning
mit der groten (A) und kleinsten Porositat (B). Analog dazu sind in der zweiten Reihe die cellQART®-
Membraneinsatze von Sabeu dargestellt (siehe Tabelle 10). Die Generierung der Daten erfolgt tiber
eine 1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittlinien. Eine der Schnittlinien wurde hierbei im Gewebe lokalisiert,
wahrend sich die andere im Sensor befindet. T = 37 °C.
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Ahnliches ist fur adharente Spharoide mit der Aussaatdichte von 30k Zellen/Well in
Abbildung 86 A und C erkennbar, wenngleich die Sauerstoffprofile im Allgemeinen
breiter sind, was mit dem grof3eren Radius des Zellaggregats zusammenhangt. Zudem
ist der Sauerstoffpartialdruck im Zentrum (r = 0 pum) mit Werten von knapp 3,9 torr

geringer im Vergleich zur kleineren Aussaatdichte.

Beim Transwell®-Membraneinsatz 1B von Corning mit der geringsten Porositéat von
0,005 weicht der pO2 im Zentrum des Spharoids mit 6k Zellen/Well (to) um 1,1 % von
dem Wert im Sensor ab (Abbildung 85 B). Die Diskrepanz erhoht sich auf 13,1 % bei
einer Aussaatdichte von 30k Zellen/Well (Abbildung 86 B). Die Unterschiede sind mit
2,4 % (Abbildung 85 D) und 31,1 % (Abbildung 86 D) noch ausgepragter beim

cellQART®-Membraneinsatz 2B von Sabeu mit einer Porositat von 0,003.

Ausgehend von identischen Werten fir Rmax fur die jeweiligen Zellaggregate wurden

die experimentellen Setups aus Abbildung 84 miteinander verglichen.
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Abbildung 87: Sauerstoffprofile adharenter U373 Sphéroide mit Aussaatdichten von 6k Zellen/Well (A)
und 30k Zellen/Well (B) unter Bertcksichtigung verschiedener Multiwellformate (96-Well, 24-Well
Filtersystem und 12-Well Filtersystem) mit gleichen Volumina (200 pL) im apikalen Kompartiment.
Waéhrend die Zellen in der Messanordnung mit 96-Well direkt auf dem Sensor adhérieren, erfolgt die
Adhésion bei den Systemen mit den permeablen Kultursubstraten auf der Membran. T = 37 °C.

Trotz dem wesentlichen Unterschied, dass die Zellen in der 96-Well Platte direkt auf

dem Sensor adharieren, wahrend die Adhasion bei den Systemen mit permeablen
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Kultursubstraten auf der Membran (Porositat: 0,141; effektiver Diffusionskoeffizient
(02): 4,67-101° m2-s1) erfolgt, stimmen die lateralen pO2 Gradienten in Abbildung 87
fur jede Aussaatdichte (A: 6k Zellen/Well; B: 30k Zellen/Well) und jedes der Systeme
Uberein. Somit wird die Sauerstoffverteilung mafgeblich durch die Porositat der

Filtermembran beeinflusst, nicht aber durch die verwendeten Systeme.

6.4.2 Einfluss der Distanz zwischen Sphéaroid und Sensorfolie

Die Ergebnisse in Kapitel 5.2.1 und 5.2.2 zeigen, dass bei einer traditionellen
Anwendung der Membraneinsétze der Abstand zwischen dem Sensor und den auf der
Membran kultivierten Zellen variiert. Dies liegt im strukturellen Design begrindet. So
besitzen permeable Kultursubstrate von Corning eine Distanz von 300 pum, wahrend
diejenige von cellQART®-Membraneinsatzen (Sabeu) bei 1000 pum liegt. Im Folgenden
werden die Einflisse der Distanz zwischen dem Spharoid und dem Sensor
exemplarisch unter Annahme eines Transwell®-Membraneinsatzes mit der hochsten
Porositat (Porositat: 0,141; effektiver Diffusionskoeffizient (02): 4,7-1019 m?-s1)
modelliert. Die Ergebnisse fur adharente Sphé&roide mit einer Aussaatdichte von
6k Zellen/Well sind in Abbildung 88 gezeigt und die fur 30k Zellen/Well (to) in
Abbildung 89. Unabhangig von der GroRe des Spharoids unterscheiden sich die
Sauerstoffprofile im Gewebe (—) und im Sensor (—) mit zunehmender Distanz
voneinander. Fur den Fall, dass kein Abstand (A) zwischen dem Gewebe auf dem
Kultursubstrat und der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie besteht, stimmen die
lateralen pO2 Gradienten Uberein. Bei adharenten Sphéaroiden mit 6k Zellen/Well (to)
(siehe Abbildung 88) entsteht bei 300 um (B) jedoch eine Differenz zwischen den
zentralen pO2 Werten beider Profile von 16,3 % (—: 120,9 torr; —: 140,6 torr) und bei
500 pum (C) von 17,9 % (—: 122 torr; —: 143,8 torr). Falls das Gewebe und die
Sensorfolie 1000 um voneinander entfernt sind (D), differieren die zentralen
Sauerstoffpartialdricke um 19,2 % (—: 122,8 torr; —: 146,4 torr). Der pO2 im
gesamten Querschnitt des Sensors nimmt hierbei konstante Werte von ungeféhr
146,9 torr an und es sind keinerlei Gradienten mehr im Sensor zu erkennen. Weiterhin
wird bei einem Vergleich der Sauerstoffprofile innerhalb des Zellaggregats deutlich,
dass der Sauerstoffpartialdruck im Zentrum des Sphéaroids mit zunehmender Distanz
von 90,1 torr (A) auf 122,8 torr (D) steigt.
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Abbildung 88: Laterale pO2 Gradienten im Querschnitt eines adharenten Sphéaroids mit 6k Zellen/Well
(—) und der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie (—) fur variierende Abstédnde zwischen Sphéaroid und
Sensor. In (A) wurde der Transwell®-Membraneinsatz (Porositat: 0,141; effektiver Diffusionskoeffizient
(O2): 4,7-1019 m2-s1) direkt auf der Sensoroberflaiche modelliert. Die Distanzen wurden zudem
systematisch von 300 pum (B) tber 500 pum (C) bis hin zu 1000 pum (D) veréandert. T = 37 °C.

Fur Spharoide mit einer Zellzahl von 30k Zellen/Well (to) wird in Abbildung 89
ersichtlich, dass einerseits die Differenz zwischen dem pO:z im Zentrum des Gewebes
und des Sensors mit zunehmendem Abstand mit bis zu 64,2 % ausgepragter ist.
Andererseits sind die Level der Oxygenierung niedriger als bei Zellaggregaten mit
kleinerer Aussaatdichte. Nichtsdestotrotz ist ein &ahnlicher Trend im Anstieg der
zentralen pO2 Werte im Gewebe und im Sensor zu erkennen. Im Sphéaroid nimmt der
Sauerstoffpartialdruck von 75,7 torr bei 300 um (B) Uber 79,9 torr bei 500 pm (C) bis
hin zu 83,8 torr bei 1000 um (D) zu. Im Sensor steigt der Sauerstoffpartialdruck
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hingegen bei einer Erhéhung der Distanz von 300 um (pOz = 114,4 torr) auf 1000 pm

(pO2 = 137,6 torr) um 20,2 %.

200 - 200 -
e Spharoid Sensor — Sphéroid Sensor
160 160
E 120 E 120
—~ —~—
[aY] [qY
'®) 80 o 80
o o
40 40
0 . . - . . 0 . . . . .
-500 250 0 250 500 -500 250 0 250 500
r/um r/pum
200 — C 200 —
e SPhErQid == Sensor e SphArOid == Sensor
160 160
5 120 — 5 120
o~ o~
'®) 80 o 80
o o
40 40
0 L L 1 1 1 0 1 L L L L
-500 -250 0 250 500 -500 -250 0 250 500
r/um r/pum

Abbildung 89: Laterale pO2 Gradienten im Querschnitt eines adharenten Sphéroids mit 30k Zellen/Well
(—) und der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie (—) fur variierende Abstdnde zwischen Sphéroid und
Sensor. In (A) wurde der Transwell®-Membraneinsatz (Porositat: 0,141; effektiver Diffusionskoeffizient
(O2): 4,710 m?-s1) direkt auf der Sensoroberflache modelliert. Die Distanzen wurden zudem
systematisch von 300 um (B) tiber 500 pm (C) bis hin zu 1000 um (D) verandert. T = 37 °C.

Die Analysen zeigen, dass sich fur die Untersuchung der Atmungsaktivitat in
adharenten Spharoiden permeable Kultursubstrate nur dahingehend eignen, wenn
diese direkt auf der Sauerstoff-sensitiven Sensorfolie platziert werden. Bei deren
handelsublicher Verwendung und den damit einhergehenden Abstédnden zwischen
und dem Sensor enorm. Dieses

dem Gewebe sind die Diskrepanzen

Hintergrundwissen ist essenziell fir die Interpretation von in vitro Experimenten, bei
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welchen ausgehend von der Antwort des Sensors Rickschlisse auf die

Atmungsaktivitat des Zellaggregats gezogen werden.

6.4.3 Diskussion

Der Einfluss permeabler Kultursubstrate auf die Sauerstoffdiffusion und den
Sauerstoffverbrauch in adhérenten U373 Spharoiden ist &hnlich zu den
Beobachtungen bei auf Filtern Kultivierten U373 Zellen im Monolayer in Kapitel 5.2.
Infolgedessen sei auf die Diskussionspunkte in Kapitel 5.2.5 verwiesen. Obwohl die
Ergebnisse fur den Sauerstoffpartialdruck bei den Sphéaroiden als Funktion der
Entfernung vom Zentrum des Zellaggregats dargestellt wurden und bei den Monolagen
als Funktion der Zeit, wird ersichtlich, dass mit zunehmender Porositdt der Membran
die Unterschiede zwischen der Sensorantwort und der Sauerstoffverteilung im
Gewebe kleiner werden. Die einzige Diskrepanz in den Analysenergebnissen besteht
darin, dass planare Sensorfolien fir 2D Zellkulturen selbst bei einem Abstand von
300 um zwischen Gewebe und Sensor Ergebnisse liefern, welche das Gewebe noch
richtig beschreiben. Bei 3D Zellkulturen ist dies allerdings, unabhéngig von der
Aussaatdichte, nur fir den Fall gegeben, dass der Membraneinsatz direkt auf der
Sensorfolie steht. Dies kdonnte dahingehend begriindet werden, dass Letztere nur
einen gewissen Flachenanteil der Membran belegen, wahrend bei Ersterem die
komplette Membran mit sauerstoffverbrauchenden Zellen bedeckt ist. Somit ist fur die
Sphéaroide auch die Diffusion von Sauerstoff von der Seite gewahrleistet, was die
Oxygenierung beeinflusst. Au3erdem ist die Gesamtverbrauchsrate im Monolayer bei
einem Abstand von 300 pum mit 1,16 pmol-s* bedeutend groRer als fiir die Spharoide
mit 6k Zellen/Well (0,09 pmol-st) und 30k Zellen/Well (0,4 pmol-s?). Dies wiederum
konnte, neben der Nettoanzahl an Zellen im System, im Wesentlichen durch die
Bildung biologischer Zonen begrindet werden und der damit einhergehenden
Gradienten in der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate, was in Kapitel 6.2.6 eingehend

diskutiert wurde.
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6.5 Gesamtdiskussion

Die Kombination aus in vitro und in silico Methoden ermdglicht es, multizellulare
Spharoide hinsichtlich verschiedener Aspekte der Oxygenierung und der
Sauerstoffverbrauchsraten zu analysieren. So haben die Ergebnisse in den
Kapiteln 6.1-6.4 zu neuen Erkenntnissen uUber die Atmungsaktivitat von 3D
Gewebemodellen der Zelllinien MCF-7 und U373 wahrend der Kulturzeit gefiihrt. Es
wurde ersichtlich, dass die Wachstumskinetik sowie die Sauerstoffverteilung in
Tumorspharoiden im Wesentlichen vom Zelltyp abhangig sind. Zudem werden die

Prozesse durch ein komplexes Zusammenspiel folgender Faktoren beeinflusst:

- Grole
- interzellulare Krafte / Packungsdichte
- Bildung konzentrischer Zonen

- Konzentrationsgradienten

Die Bildung von Spharoiden erfolgt in drei Phasen, welche je nach Zelllinie variieren:
Zellaggregierung, Kompaktieren und Wachstum (Amereh et al., 2021; Smyrek et al.,
2019). Die initialen losen Zellaggregate werden in der ersten Phase durch Integrine
vermittelt, wobei die AggregatgrofRe im Wesentlichen durch die Aussaatdichte
kontrolliert wird. AnschlieRend kompaktieren die losen Zellaggregate durch Expression
von E-Cadherinen (Swami, 2014), worauf eine Wachstumsphase folgt. Wahrend
MCF-7 Spharoide wéahrend des Untersuchungszeitraumes von sechs Tagen ein
lineares Wachstumsverhalten zeigen, befinden sich diejenigen aus U373 Zellen noch
in der Phase des Kompaktierens. Infolgedessen sind die Beobachtungen hinsichtlich
der zeitabhangigen Atmungsaktivitat unterschiedlich. Bei MCF-7 Zellen nehmen
sowohl die pO2 Level als auch die maximale volumenbezogene
Sauerstoffverbrauchsrate Rmax mit zunehmender Gré(3e der Sphéroide ab. Dies kbnnte
durch die Bildung biologischer Zonen sowie mit einer Zunahme der Diffusionslange fur
Sauerstoff erklart werden. Die langsamen Verdopplungszeiten des initialen Volumens
der Zellaggregate mit 4k Zellen/Well und 12k Zellen/Well liefern ein erstes Indiz fur
Ersteres. Zudem besitzen die Sphéaroide mit groReren Aussaatdichten kleine

Wachstumsraten und haben nahezu einen finalen Durchmesser erreicht. Verstarkt

219



Untersuchung von 3D Zellaggregaten

wird die Vermutung dadurch, dass bereits am ersten Tag der Wachstumsstudie
Gradienten in der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate vom Rand zum Zentrum hin
sichtbar werden, welche sich mit fortschreitender Kulturzeit verstarken. Dies ist
konsistent mit Studien in der Literatur. So korreliert der finale Durchmesser mit der
Schichtdicke der proliferativen Zone (Freyer, 1988). Zudem besitzen ruhende Zellen
niedrigere Sauerstoffverbrauchsraten als proliferative Zellen am Rand (Freyer &
Sutherland, 1985). Die Anderungen in der Atmungsaktivitat konnten zudem durch die
Zunahme in der GroR3e und damit einer Verlangerung der Diffusionsdistanz erklart
werden. Demnach verringern Zellen innerhalb des Spharoids je nach deren
Lokalisierung ihren Sauerstoffverbrauch, um die Penetrationstiefe von Sauerstoff zum
Zentrum hin zu erhéhen (Mueller-Klieser et al., 1986; Mueller-Klieser & Sutherland,
1982). Somit ist die Grof3e entscheidend fur die metabolische Variation in MCF-7
Sphéaroiden, wobei sich die Bildung biologischer Zonen und die Verfiugbarkeit von
Sauerstoff gegenseitig nur bedingt implizieren. Mit den Ergebnissen wird ersichtlich,
dass sich der Zellzyklus und die Atmungsaktivitat gegenseitig beeinflussen (Mueller-
Klieser, 2000). Allerdings werden die konzentrischen Zonen nicht durch
Einschrankungen im Sauerstofftransport hervorgerufen, da fur Aussaatdichten mit
4k Zellen/Well und 12k Zellen/Well bei t=1d trotz der Bildung von
Proliferationsgradienten, die zentralen pO2 Level noch nicht hypoxisch waren. Dies
wird durch die Studie von Sauer et al. (1998) unterstutzt, in welcher eine ruhende Zone
auch in kleinen Sphéaroiden beobachtet wurde. Zudem liefern die in vitro Studien
adharenter MCF-7 Spharoide eine Bestatigung daflr. Ab einer Aussaatdichte von
12k Zellen/Well bilden sich bei unterschiedlichen pO2 Werten zentrale
Plateauregionen, welche mit dem Entstehen von Nekrose assoziiert werden. In silico
wurden jedoch unter Berucksichtigung der getroffenen Annahmen, insbesondere von
ckrit, keine nekrotischen Bereiche beobachtet. Infolgedessen kdnnte Hypoxie nicht der
einzige Grund fiur deren Entstehen sein. Unter Verwendung von Mikroelektroden
konnte Nekrose in EMT6/Ro Sphéaroiden auch bei hohen pO2 Level nachgewiesen
werden (Mueller-Klieser & Sutherland, 1983; Walenta et al.,, 1990). Bei U373
Spharoiden sind die Durchmesser beit = 1 d am gréf3ten und verringern sich wahrend
des Beobachtungszeitraumes. Jedoch nehmen die pO2 Level weiter ab, Rmax Steigt
und es bilden sich Gradienten in der lokalen Sauerstoffverbrauchsrate. Dadurch, dass
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keine Proliferation angenommen wurde, kénnten diese Beobachtungen mit der bereits
angefuhrten Phase des Kompaktierens und der damit einhergehenden Veranderung
in der Zellpackungsdichte und somit in den Zell-Zell sowie Zell-Matrix Kontakten erklart
werden. (Leung et al., 2015; Mueller-Klieser, 2000; Mueller-Klieser et al., 1986).
Verwunderlich ist, dass die lateralen Gradienten im Ro, trotz der grofiten negativen
Wachstumsrate bei 30k Zellen/Well am starksten ausgepragt sind. Aufgrund der
GroR3e der Aggregate beit = 1 d konnte dies durch die gegenseitige Beeinflussung von
Diffusionsdistanzen, Etablierung isozentrischer Zonen und Metabolismus erklart

werden.
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6.6 Ausblick

Das Messsystem VisiSens TD ermdglicht im Vergleich zu anderen Techniken eine
detaillierte Darstellung der rdumlichen Sauerstoffverteilung. Durch die Adhasion von
multizellularen Spharoiden auf Polymer-basierten, Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien
kbnnen die Sauerstoffgradienten unterhalb des Gewebes untersucht werden. Die
Kombination der resultierenden Ergebnisse mit FEM-Analysen erlaubt ein tieferes
Verstandnis fur die Prozesse innerhalb der dreidimensionalen Zellaggregate.
AuBerdem kénnen nach der erfolgreichen Validierung des in silico Modells weitere
Daten hinsichtlich der Sauerstoffverteilung wéhrend der Kulturzeit generiert werden
oder die Modulation der oxidativen Phosphorylierung im Hinblick auf die Oxygenierung

des Gewebekonstrukts untersucht werden.

Die Simulationen kénnten dahingehend erweitert werden, dass in der grundlegenden
Annahme nicht mehr von einem 3D-Gewebemodell ausgegangen wird, welches
lediglich aus einer Zelllinie besteht, sondern Organoide modelliert werden. Eben diese
imitieren ein menschliches Organ unter anderem hinsichtlich der Struktur. Somit
wurden unterschiedliche Sauerstoffverbrauchsraten beriicksichtigt werden und deren

Auswirkungen auf die gesamte Reaktionskinetik untersucht werden kénnen.

Aufgrund der Tatsache, dass das Phdnomen der Nekrose nicht nur durch einen
Mangel in der Sauerstoffzufuhr verursacht wird, sondern auch andere Faktoren, wie
die Versorgung mit Glukose sowie Zell-Zell- oder Zell-Matrix Interaktionen eine Rolle
spielen, kdonnen die bestehenden Modelle auch diesbezlglich optimiert werden.
Folglich kénnte die Komplexitat des biologischen Systems tiefergehender untersucht
werden. Zusatzlich wirde dies in silico simultan erfolgen und realisiert werden kdnnen,

wahrend in vitro nur ein sukzessiver Ansatz moglich ware.

222



Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Computersimulationen durchgefuhrt, um
den Sauerstoffpartialdruck pOz in adharenten Zell-Monolayern (2D) und in
multizellularen Spharoiden (3D) zu analysieren sowie deren Atmungsaktivitaten zu
quantifizieren. Samtliche in silico Modelle wurden mit der kommerziellen
Simulationssoftware  COMSOL Multiphysics® entwickelt und basieren auf der
Annahme, dass die Sauerstoffverteilung in Zellen sowie im Gewebe Uber das
Gleichgewicht aus Sauerstoffdiffusion und Sauerstoffverbrauch bestimmt ist.
Infolgedessen wurden Fick’sche Diffusionsprozesse und eine Reaktionskinetik nach

Michaelis-Menten in dem Modell implementiert.

Sowohl bei der Untersuchung von 2D als auch von 3D Gewebemodellen wurde das
zugrundeliegende in silico Modell zunachst mit empirischen Daten, bei welchen
Sauerstoff-sensitive  Sensorfolien als Kultursubstrat dienen, validiert. Davon
ausgehend wurden verschiedene Einflussfaktoren untersucht, welche die
Atmungsaktivitat adharenter Zellen im Monolayer beeinflussen, wie die Zelldichte, der
Zelltyp und die Ho6he der Flussigkeitssaule. Zudem war es mdglich, die
Sauerstoffverteilung in Spharoiden unterschiedlicher Zelllinien und Aussaatdichten vor
der Adhasion auf Sauerstoff-sensitiven Sensorfolien und wahrend der Kulturzeit zu
analysieren. Die Rechnungen ergaben, dass die lateralen Sauerstoffgradienten aus
der ratiometrischen Sauerstoffmessung im Wesentlichen durch die Respiration der
Zellen wahrend der Kulturzeit verursacht werden und weniger durch den
Adhésionsprozess an ein wenig Oz-permeables Substrat. Au3erdem wurde deutlich,
dass morphologische Veranderungen von einer perfekten Sphare zu hemi-ellipsoiden
Strukturen wesentlich fir die beobachteten Diskrepanzen zwischen den
Sauerstoffprofilen adhérenter Sphéaroide und denjenigen in Suspension sind. Ein
Vergleich des Wachstums von multizellularen Zellaggregaten der Zelllinie MCF-7 mit
dem Proliferationsverhalten adharenter MCF-7 Zellen im Monolayer (2D) lieferte ein
Indiz fur die Bildung biologischer Zonen in Sphéroiden, da die Verdopplungszeiten
beider Gewebemodelle differierten. In weiteren Simulationen wurde die chemische

Modulation der oxidativen Phosphorylierung in 3D Zellaggregaten erfolgreich
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nachgestellt, indem ein Stopp der Veratmung, wie es durch Atmungsketten-Blocker

erzielt wird, simuliert wurde.

Dariiber hinaus konnten die Prozesse der Sauerstoffdiffusion und des
Sauerstoffverbrauchs von Zellmonolagen und adharenten Sphéaroiden auf permeablen
Kultursubstraten analysiert werden. Im Rahmen der Simulationen wurde
nachgewiesen, dass sowohl die Porositat der Filtermembranen als auch die Distanz
zwischen den Gewebemodellen auf dem permeablen Kultursubstrat und dem Sensor
am Boden des Wells die Sauerstoffverteilung zusatzlich beeinflussen. Fur
vertrauenswirdige Messergebnisse bei Zellmonolagen sollte demnach stets eine
Filtermembran mit hoher Porositat verwendet werden und der Zell-zu-Sensor Abstand
sollte 300 um nicht Ubersteigen. Bei 3D Gewebemodellen zeigten die Analysen, dass
sich permeable Kultursubstrate nur dann eignen, wenn diese direkt auf der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie platziert werden. Bei groReren Abstédnden zwischen dem
Sensor und dem 3D Gewebe weichen die Sauerstoffprofile im Sensor und im

Zellaggregat signifikant voneinander ab.
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8 Summary

In the present work, computer simulations were performed for analyzing the oxygen
partial pressure pO2 in adherent cell monolayers (2D) and in multicellular spheroids
(3D) in order to quantify their respiratory activity. All in silico models were developed
with the commercial simulation software COMSOL Multiphysics® and are based on
the assumption that the oxygen distribution in cells as well as in tissues is determined
by the equilibrium of oxygen diffusion and oxygen consumption. Consequently, Fick's
diffusion processes and Michaelis-Menten reaction kinetics were the key components
of the models.

For 2D and 3D tissue models the underlying in silico models were first validated with
empirical data using oxygen-sensitive sensor foils, which served as culture substrate.
For adherent cells grown in a monolayer (2D) various aspects that influence the
respiratory activity of cells were investigated in silico, such as cell density, cell type and
the height of the liquid column of the cell culture medium. Furthermore, the oxygen
distribution in spheroids (3D) of different cell lines and seeding densities was analyzed
in suspendion and during the culture period of six days. It was demonstrated that the
lateral oxygen gradients from the ratiometric oxygen measurements are mainly caused
by the respiration of the cells along the culture period and less by the adhesion process
to a less oxygen permeable culture substrate. Moreover, it became clear that
morphological changes of the 3D tissue model from a perfect sphere to hemi-ellipsoidal
structures are essential for the observed discrepancies between the oxygen profiles of
adherent and suspended spheroids. A comparison of the growth of multicellular cell
aggregates of the cell line MCF-7 with the proliferation behavior of adherent MCF-7
cells in 2D provided an indication for the formation of biological zones in spheroids, as
the doubling times of both tissue models differed. Further simulations were conducted
analyzing chemical modulation of oxidative phosphorylation in 3D cell aggregates by

modelling a stop of respiration as achieved by respiratory chain blockers.

Additionally, the processes of oxygen diffusion and oxygen consumption by cell
monolayers (2D) and adherent spheroids (3D) on permeable culture substrates were

analyzed. These simulations demonstrated that the porosity of the filter membranes as
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well as the distance between the tissue models on the permeable culture substrate
and the sensor at the bottom of the well significantly influenced oxygen distribution. In
order to achieve reliable measurement results in cell monolayers, a filter membrane
with a high porosity and a cell-to-sensor distance of < 300 um should be used. For 3D
tissue models, the analyses showed that permeable culture substrates are suitable if
they are placed directly on top of the oxygen-sensitive sensor foil, since larger gaps

between the sensor and the 3D tissue resulted in an insensitive sensor response.
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Anhang

10 Anhang

10.1Appendix

Abbildung 90: Phasenkontrastmikroskopische Bilder von MCF-7 Sphéaroiden mit den Aussaatdichten
4k Zellen/Well (A), 12k Zellen/Well (B), 16k Zellen/Well (C) und 20k Zellen/Well (D) wéahrend der
Kulturzeit von sechs Tagen.

Abbildung 91: Phasenkontrastmikroskopische Bilder von U373 Sphéaroiden mit den Aussaatdichten
6k Zellen/Well (A) und 10k Zellen/Well (B) wéhrend der Kulturzeit von sechs Tagen.
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Abbildung 92: Graphische Ermittlung der Verdopplungszeit (TD) von suspendierten MCF-7 Sphéroiden
unterschiedlicher Aussaatdichte (A: 4k Zellen/Well; B: 12k Zellen/Well) mit der Gompertz Fitfunktion.
Hier muss bericksichtigt werden, dass das Wachstum beider Spharoide erst ab dem zweiten Tag in
Kultur einsetzt, sodass gilt: TD=TDkrit - 2.

Tabelle 23: Darstellung der ermittelten Werte fir die Parameter Radius rsuspendiert (Mikroskopie) und
globale Sauerstoffverbrauchsrate Rgioba (Mikroskopie) fur MCF-7 Sphéroide unterschiedlicher Zellzahl
(to) am Tag 6 der Kulturzeit. Die Werte wurden im Rahmen einer Interpolationsstudie mittels einer
linearen Fitfunktion (Rglobal = Mrsuspendiert + b) berechnet. Dabei sind die Parameter der Fitfunktion wie
folgt definiert: m: Steigung [(4,9e-3 + 4e-4) um] und b: Ordinatenabschnitt [(-0,47 + 0,14) pmol-s].

Zellzahl (to) / Zellen/Well

Radius rsuspendiert / tm

Rg|0ba| / mel'S'l

4k

12k

16k

20k

220,9
269,8
2914

308,3

0,62
0,86
0,97

1,05
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Tabelle 24: Zusammenfassung der Parameter der linearen Fitfunktionen fir MCF-7 Sphéaroide
unterschiedlicher Zellzahl (to) zur Beschreibung des Wachstumsverhalten tber die Kulturzeit von finf
Tagen sowie die fiir die Modellierung nétigen Ausgangsparameter Rmax.

Zellzahl (to) / Zellen/Well b /um m / pum-d-? Rmax / mol:m=3-s?t
4k 312+3 23+1 1,44-10%2
12k 492 +5 79+14 1,12-10%2
16k 5637 0,47 £ 2,17 1,01-102
20k 604,5+11,6 0,1+4 0,93-102

Tabelle 25: Zusammenfassung der Parameter der exponentiellen Fitfunktionen fir U373 Sphéaroide
unterschiedlicher Zellzahl (to) zur Beschreibung der Kompaktierung Uiber die Kulturzeit von sechs Tagen
sowie die fur die Modellierung nétigen Ausgangsparameter Rgobal.

Zellzahl (to) / Zellen/Well Yo/ pm A/ pm Ro / (1/d) Rgiobal / pmol-s?
6k 2739+05 | 198,9+2,6 | -0,71666 + 0,01218 0,19
10k 312,1+0,9 2605 -0,622 + 0,014 0,32
20k 400 + 16 600 = 50 -06+0,1 0,64
30k 500 £ 6 800 = 24 -0,73+£ 0,04 0,96
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A
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Abbildung 93: Darstellung der lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt des adharenten U373
Sphéaroids mit einer Aussaatdichte von 6k Zellen/Well im Gewebe selbst (—) sowie in der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie (—) fir die jeweiligen Transwell®-Membranreinsédtze A —F von Corning aus
Tabelle 10. Die Generierung der Daten erfolgte Uber eine 1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittlinien. Eine
der Schnittlinien wird hierbei im Gewebe lokalisiert, wéhrend sich die andere im Sensor befindet.

T=37°C.

Abbildung 94: Darstellung der lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt des adharenten U373
Sphéroids mit einer Aussaatdichte von 30k Zellen/Well im Gewebe selbst (—) sowie in der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie (—) fur die jeweiligen Transwell®-Membraneinsatze A —F von Corning aus
Tabelle 10. Die Generierung der Daten erfolgte tiber eine 1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittlinien. Eine
der Schnittlinien wird hierbei im Gewebe lokalisiert, wahrend sich die andere im Sensor befindet.

T=37°C.
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Abbildung 95: Darstellung der lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt des adharenten U373
Sphéaroids mit einer Aussaatdichte von 6k Zellen/Well im Gewebe selbst (—) sowie in der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie (—) fur die jeweiligen cellQART®-Membraneinsatze A —H von Sabeu aus
Tabelle 10. Die Generierung der Daten erfolgte tber eine 1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittlinien. Eine
der Schnittlinien wird hierbei im Gewebe lokalisiert, wahrend sich die andere im Sensor befindet.
T=237°C.
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Abbildung 96: Darstellung der lateralen pO2 Gradienten aus dem Querschnitt des adharenten U373
Spharoids mit einer Aussaatdichte von 30k Zellen/Well im Gewebe selbst (—) sowie in der Sauerstoff-
sensitiven Sensorfolie (—) fur die jeweiligen cellQART®-Membraneinsatze A —H von Sabeu aus
Tabelle 10. Die Generierung der Daten erfolgte Uber eine 1D-Plotgruppe mit zwei 2D Schnittlinien. Eine
der Schnittlinien wird hierbei im Gewebe lokalisiert, wéhrend sich die andere im Sensor befindet.
T=37°C.
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10.2Abkurzungs- und Symbolverzeichnis

A

a

ABM

Acetyl-CoA
AM
Ant A

ATP

BOLD

BNP

CA
CAOS
CO;
CBF

CBvV

Maximale potenzielle Wachstumsrate

Agent-Based Model, agentenbasierte
Methode

Acetyl-Coenzym A
Acetoxymethylester
Antimycin A

Adenosintriphosphat

Rate, bei welcher sich das

Spharoidwachstum verlangsamt
Blood Oxygenation Level Dependent

Bor-Nanopartikel

Kapazitat

Konzentration

Kritische Konzentration
Quadratzentimeter

Cellular Automata, zellularer Automat
Click-Assembled Oxygen Sensing
Kohlenstoffdioxid

Zerebrale Perfusion

Zerebrales Blutvolumen
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rCMRO:2 Zerebrale Stoffwechselrate von Sauerstoff

CCD Charge-Coupled-Device

CLSM Konfokales Laser-Raster Mikroskop

cos Kosinus

CPE Konstantes Phasenelement

CT Computertomographie

D

D Diffusionskoeffizient

d g Durchmesser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DPA Diphenylanthracen

E

e Elektronen

£ Porositat

ECAR Extracellular Acidification Rate,
extrazellulare Azidifizierungsrate

ECIS Electric Cell-Substrate Impedance Sensing

ECM Extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPR Elektronenspinresonanz

exp Exponentialfunktion

F

F Ferrat
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FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FCCP Trifluoromethoxy Carbonylcyanide
Phenylhydrazon

FCS Fetales Kéalberserum

FEM Finite-Elemente-Methode

FDG Fluordesoxyglukose

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FI Fluoreszenzintensitét

G

GTP Guanosintriphosphat

H

h Stunden, Hohe

H* Wasserstoffatom

H? Menge aller quadratisch integrierbaren

Funktionen mit einer quadratisch

integrierbaren schwachen Ableitung

H20 Wasser

H20:> Wasserstoffperoxid

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfon
Saure

HFB Hexafluorbenzol

HIF Hypoxie-induzierter Faktor

Hz Hertz

[ Stromstarke, Intensitéat
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Kh,0,

Kmm

Ksv

KCI

KH2PO4

L-15

LiPc

MCF-7
MEM

MFT

Amplitude der Stromstéarke, ungequenchte

Intensitat
Stromstéarke zum Zeitpunkt t

Imaginarteil

Tausend

Henry-Ldslichkeitskonstante von Sauerstoff

in Wasser

Michaelis-Menten Konstante
Stern-Volmer Konstante
Léschungskonstante
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Liter, Spule
Leibovitz Medium
Wellenlange

Lithium Phthalocyanin

Meter

Molaritat (mol/L)

Michigan Cancer Foundation-7
Minimum Essential Medium

Multi-Frequency/Time
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min

mmHg

MR
MRT

MW

NacCl
NADH
NADPH
v
NAHCOs3
Na:HPO4
@)

O:

OCR
ODDD

ODE

pO2

PBS~

PC

Minuten

Millimeter-Quecksilbersaule, MalReinheit fur

den Druck
Magnetische Resonanz
Magnetresonanztomographie

Mittelwert

nach aufRen-gerichteter Normalenvektor mit
Lange 1

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nabla-Operator
Natriumhydrogencarbonat

Dinatriumhydrogenphosphat

Molekularer Sauerstoff
Oxygen Consumption Rate
Oxygen-Dependent Degradation Domain

Gewohnliche Differentialgleichung

Sauerstoffpartialdruck

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (ohne
Ca?"/Mg?")

Polycarbonat
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PDE
PDMS
PdBMAP

PdTCPP

PET

PFC

pH

¢

W

PKM
P/IS
PtTFPP
Px
R
R
Ro,

Rmax

Re
ROS

RT

Partielle Differentialgleichung
Polydimethylsiloxan
Pd(ll)tetramethacryliertes Benzoporphyrin

meso-tetra

(4-carboxyphenyl)porphinylpalladium

Positronen-Emissions-Tomographie,
Polyethylenterephthalat

Perfluorierte Kohlenwasserstoffe
Potential des Wasserstoffs
Phasenverschiebung

Basisfunktion

Phasenkontrastmikroskop
Penicillin/Streptomycin
Pt(Il)-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin

Pixel

Widerstand, Sauerstoffverbrauchsrate

Lokale Sauerstoffverbrauchsrate

Maximale volumenbezogene

Sauerstoffverbrauchsrate
Radius

Realteil

Reaktive Sauerstoffspezies

Raumtemperatur
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S

S Sekunden, Membrandicke

SECM scanning electrochemical microscopy
SEM Standardfehler des Mittelwerts

sin Sinus

step Stufenfunktion

StO, Sauerstoffsattigung

T

t Zeit

T Lebensdauer

To Ungequenchte Lebensdauer

TEER Transepithelial Electrical Resistance
TEM Transmissionselektronenmikroskop

TD Verdopplungszeit

U

U Spannung, Umdrehungen

Uo Amplitude der Spannung

uU(t) Spannung zum Zeitpunkt t

U373-MG Humane Glioblastomzellen

\%

Vo Anfangsvolumen

V(t) Volumen des Sphéaroids zum Zeitpunkt t
VEGF Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
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Winkelfrequenz mit w = 21

Testfunktion

X Reaktanz
Z Komplexe Impedanz
1Z| Betrag der Impedanz

kilo- (103%), hekto- (10?), centi- (102), milli-
(10%), micro- (10°), nano- (10°9),
pico- (10*?), femto- (101°), atto- (10°18)

2D zweidimensional

3D dreidimensional

% Prozent

°C Grad Celsius

viv Volumenkonzentration
wiv Massenkonzentration
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10.3Gerate und Verbrauchsmaterialien

A
Agarose
Argon Plasma PDC 32G-2

Autoklav DX-45

B

Bunsenbrenner fur die Zellkultur

C
Calcein-AM

COMSOL Multiphysics®

DMSO

Digitalkamera D5000

E

ECIS® Z-Theta

ECIS® Elektrodenarrays (8 W10E+)
EDTA

F

FCS

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Harrick Plasma, Ithaka, USA

Systec GmbH & Co. KG, Linden,
Deutschland

IBS Tecnomara GmbH, Fernwald,

Deutschland

Invitrogen, Darmstadt Deutschland

COMSOL Multiphysics GmbH, Géttingen,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Applied BioPhysics Inc., New York, USA

Applied BioPhysics Inc., New York, USA

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Permeable Kultursubstrate

G
L-Glutamin

Gefrierschrank (-80 °C) HERAfreeze HTC

series

Gefrierschrank (-20 °C)

Glasringe

H

Hamozytometer vom Buerker Typ

HEPES (20 mM)

Isopropanol Bad Mr. Frosty™

K

Kryordhrchen

L

Laminar-Flow-Haube HERAsafe

Leibovitz Medium L-15

Transwell®-Membraneinsatz, Corning Inc.,
New York, USA
cellQART®-Membraneinsatz, Sabeu GmbH
& Co. KG, Northeim, Deutschland

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Marietta, USA

Constructa-Neff Vertriebs-GmbH, Minchen,

Deutschland

Glasblaserei Universitat Regensburg,

Regensburg, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Kdnigshofen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

TPP Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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M

Mikroskop Nikon Diaphot (Phasenkontrast)

Mikroskop Nikon Eclipse 90i (CLSM)

O

Orbitalschittler KM-2-AKKU

P

Parafilm

PBS™
Penicillin/Streptomycin
Pipetten (2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL)

Pipettenspirtzen (10 pL, 200 pL, 1000 L)

Poly-L-Lysin

PrestoBlue™

Pyruvat (100 mM)

S

Sauerstoffsensorfolie SF-RPSu4

Korasilon Silikonpaste

Stickstofftank German Cryo GC-BR2150 M

Nikon Instruments Europe, Amstelveen,

Niederlande

Nikon Instruments Europe, Amstelveen,

Niederlande

Edmund Buhler GmbH, Hechingen,
Deutschland

Pechiney Plastic Packaging Inc., Chicago,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,

Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PreSens GmbH, Regensburg, Deutschland

Kurt Obermeier GmbH & Co. KG, Bad

Berleburg- Raumland, Deutschland

Jutta Ohst german-cryo GmbH, Jichen,

Deutschland
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Spritze (10 mL)

Spritzenvorsatzfilter (Porendurchmesser
0,2 um)

T
Tecan GENios

Trypsin 0,05 % (w/v)

\W

Wasserbad TW12

Z

Zentrifuge Heraeus 1-SR

Zentrifugenrohrchen (15 mL, 50 mL)

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Zellkulturplatten (96-Well; 24-Well; 12-Well)

Zellkulturmedium MEM

Zellkulturinkubator Heraeus (37 °C, 5 %
COy)

Zellkulturinkubator Heraeus (37 °C, 0 %
CO,)

Zellkulturinkubator Heraeus (37 °C, 0 %
CO,) (Sphéaroide)

Zellkultur Petrischalen (d = 3,5 cm)

Becton Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

TPP Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Schweiz

Tecan GmbH, Crailsheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

Greiner-Bio GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

MMM Medcenter Einrichtungen GmbH,

Planegg / Miinchen, Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
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10.4Curriculum Vitae

Persodnliche Informationen

Name Linda Frank
Geburtsdatum 02.04.1992
Geburtsort Minchen
Nationalitat Deutsch
Hochschulstudium und Schulbildung
10/2023 - laufend Mitarbeiterin im wissenschaftlichen AufRendienst

Janssen-Cilag GmbH (Teil von Johnson & Johnson)

07/2020 — 08/2023 Promotionsstudentin zur Erlangung des Doktorgrades in den
Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

Arbeitsgruppe Bioanalytik und Biosensorik, Prof. Dr. J. Wegener
Institut fir Analytische Chemie, Chemo- und Biosensorik
Universitat Regensburg

10/2017 — 03/2020 Wirtschaftschemie (B.Sc.)

Universitat Regensburg

04/2017 — 08/2017 Master of Education (M.Ed.)

Chemie/Mathematik/Psychologie/Padagogik
Universitat Regensburg

04/2016 — 08/2017 Bachelor of Education (B.Ed.),

Chemie/Mathematik/Psychologie/Padagogik
Universitat Regensburg

10/2011 — 09/2017 Lehramt Gymnasium,

Chemie/Mathematik
Universitat Regensburg

09/2002 — 05/2011 Allgemeine Hochschulreife,

Robert-Schuman-Gymnasium Cham
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