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Zusammenfassung

Individuelle Behandlungserfolge in der Onkologie haben sich trotz des hohen Entwicklungsaufwands
fur neue Medikamente in den letzten 20 Jahren nicht zufriedenstellend verbessert. Haufig profitiert nur
ein geringer Teil der Patienten von einem neuen Chemotherapeutikum, wahrend der Grol3teil keinen
Nutzen davon hat. Deshalb kommt der personalisierten Medizin ein zunehmend wichtigerer Stellen-
wert in der Behandlung von Krebserkrankungen zu. Ziel hierbei ist es, anhand individueller pradiktiver
Parameter des Tumorgewebes schon wahrend der Therapieplanung die individuell wirksamste Be-
handlungsstrategie zu identifizieren. Neben den vorhandenen molekularbiologischen Analysen riucken
in diesem Zusammenhang sensorbasierte metabolische Assays immer mehr in den Vordergrund.
Diese bieten den Vorteil, anhand extrazellularer Parameter die metabolische Aktivitat und Morphologie
von Zellen und Geweben vor, wahrend und nach einer Wirkstoffzugabe in vitro untersuchen zu kon-
nen.

In dieser Arbeit wird ein neuentwickeltes sensorbasiertes Testsystem vorgestellt, das in der Lage ist,
Analysen mehrerer Zellparameter parallel, dynamisch und vollautomatisiert durchzuflihren. Durch
Zugabe verschiedener Wirkstoffe und Variationen der extrazellularen Bedingungen konnte an huma-
nen Zelllinien bereits ein breites Spektrum von Anwendungsmdglichkeiten in der pharmazeutischen
Forschung nachgewiesen werden.

Mit dem Ziel, das Messsystem fiur individuelle Chemosensitivitatstests klinisch nutzbar zu machen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit eine Standard Operation Procedure (SOP) fiir die Praparation sowie
ein Messprotokoll fur frisch explantiertes humanes Mammakarzinom-Gewebe entwickelt. Auf dieser
Basis ist es erstmals gelungen, sensorbasierte Vitalitdtsmessungen an humanem Tumorgewebe mul-
tiparametrisch und Uber einen Zeitraum von bis zu vier Tagen reproduzierbar und statistisch abgesi-
chert durchzufihren. Dazu wurde eine Reihe von Anforderungen an das zu entwickelnde Praparati-
ons- und Messprotokoll gestellt und konsequent umgesetzt.

Neben der grundsatzlichen Eignung fir allgemeine metabolische Analysen war ein zentrales Ziel die-
ser Arbeit, das Potenzial des Systems fir zuklnftige pradiktive Chemosensitivitatstests im klinischen
Einsatz zu demonstrieren. Anhand der durchgefihrten metabolischen Analysen lie® sich zwischen
Sensitivitat und Resistenz individueller humaner Mammakarzinom-Gewebeproben gegeniiber Chemo-
therapeutika differenzieren. Nach Validierung im Rahmen einer derzeit in Planung befindlichen klini-
schen Studie kénnten die mit diesem System gewonnenen metabolischen Parameter kinftig relevante
pradiktive Hinweise auf den Erfolg eines personalisierten Therapieregimes geben.






Abstract

Despite high costs for the development of anticancer drugs in the last decades, the success of
chemotherapeutical therapies in oncology has hardly been satisfying with the majority of patients
not benefitting at all. Therefore, personalized therapy is becoming increasingly important in cancer
treatment. In addition to the currently available molecular analyses, sensor based methods move
into focus to a higher extent. They provide the advantage to analyze metabolic activity and morphol-
ogy of cell or tissue probes based on extracellular parameters before, during and after cytostatic drug
treatment.

This study shows a new multiparametric sensor based measurement system for analyzing metabolic
cellular parameters simultaneously in a dynamic and fully automated way. By adding model drugs or
variations of extracellular microenvironment, a broad spectrum of applications in pharmaceutical
research could be demonstrated on cell lines.

Aiming at making the system useful for clinical applications, in this study a Standard Operation Pro-
cedure (SOP) for preparation and measurement of fresh explanted human mammacarcinoma tissue
was developed. For the first time it was possible to perform reproducible and statistical verified
multiparametric sensor based vitality analyses over a period of four days. To achieve this, a number
of requirements were defined for the SOP and realized consequently.

Besides verifying the general suitability for metabolic analysis, a central aim of this work was to
demonstrate the potential of the system for predictive chemosensitivity assays in future clinical use.
To a certain extent it was possible to differentiate between chemosensitivity and resistance of indi-
vidual human mamma carcinoma tissue to model drugs by metabolic analyses. After further valida-
tion by clinical studies, the metabolic parameters could provide relevant predictive indicators for the
success of personalized cancer therapy regimens.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ausgangspunkt

Jeder dritte Europder erkrankt im Laufe seines Lebens an Krebs. In Deutschland liegen Tumorleiden
nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf Platz Zwei der haufigsten Todesursachen. Im Jahr 2006
starben mehr als 112.000 Manner und 98.000 Frauen an bodsartigen Tumoren. Neuerkrankt sind
229.000 Manner und 198.000 Frauen. Die bei Mannern am haufigsten auftretenden bdsartigen Neu-
bildungen mit Todesfolge waren mit 25% Tumoren der Lunge, gefolgt von Karzinomen des Darms und
der Prostata. Bei Frauen lag Brustkrebs mit 18% an erster Stelle der Krebs-Mortalitat, die zweithau-
figsten waren Darm- und Lungenkrebs. Die haufigste maligne Neubildung im Jahr 2006 war bei Frau-
en mit 29% der Brustkrebs, bei Mannern das Prostata-Karzinom mit 26% (Abb. 1-1). Aufgrund des
demographischen Wandels werden diese Zahlen in den nachsten Jahren weiter ansteigen1.
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Abb. 1-1: Anteil der einzelnen Tumorarten an den Krebsneuerkrankungen in Deutschland

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der haufigsten Malignom-Erstdiagnosen im Jahr 2006". Die haufigste
maligne Neubildung war bei Frauen der Brustkrebs mit 29% und bei Mannern das Prostata-Karzinom mit 26% .

Die standardisierten und am haufigsten eingesetzten Behandlungsstrategien solider Tumoren sind
Kombinationen aus operativer Entfernung, Bestrahlung und systemischer Chemotherapie. Die Aus-
wahl der individuellen Behandlungsstrategie wird derzeit in Deutschland Uberwiegend anhand der
Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften
(AWMF)2 getroffen, basierend auf den Ansprechraten der einzelnen Tumorentitaten auf Medikamente
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in klinischen Studien. Beim Brustkrebs flieBen neben der Lokalisation des Tumors, dem Grad der
Metastasierung, der Anzahl der befallenen Lymphknoten, dem allgemeinen Zustand der Patientin und
der Art der Vorbehandlungen zusatzlich die Expression von Hormon- und Wachstumsfaktor-
Rezeptoren sowie von Proliferationsmarkern in die Therapieplanung mit ein.

Obwohl aufgrund umfangreicher Neu- und Weiterentwicklungen in den letzten Jahren mittlerweile
viele effektive Medikamente auf dem Markt verfligbar sind, ist das individuelle Ansprechen eines Pati-
enten-Tumors auf die Chemotherapie haufig nicht zufriedenstellend®®. Trotz umfangreicher Erfah-
rungswerte mit der Behandlung von Tumoren profitiert nur ein Teil der Patienten von anerkannten
Standardtherapien. Das klinische Ansprechen auf eine Chemotherapie ist auch bei gleicher histopa-
thologischer Klassifizierung des Tumors individuell sehr unterschiedlich®®. Chemotherapien bedeuten
fur den Patienten wegen evil. auftretender starker Nebenwirkungen und dadurch verringerter Lebens-
qualitat eine grofRe Belastung, sowohl kérperlich als auch psychisch. Nicht selten treten Spatfolgen
durch die Chemotherapie auf. Ein grol3es Problem ist, dass die Wirksamkeit einer Chemotherapie erst
im Verlauf der Behandlung deutlich wird. Durch einen spaten Wechsel der Behandlungsstrategie ver-
liert der Patient kostbare Zeit, die er fir eine erfolgreiche Therapie hatte nutzen kénnen. Spricht ein
Medikament in der ersten Therapie nicht an, zeigen Folgetherapien oft hohe Versagensraten. Dies
liegt einerseits an der Entwicklung von Kreuz-Resistenzen des Tumors gegenuber Zytostatika, ande-
rerseits auch an der vorausgegangenen koérperlichen Belastung, die zu einer Reduktion der applizier-
ten Dosis zwingt.
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Abb. 1-2: Kosten der pharmazeutischen Forschung im Vergleich zur Sterberate von Krebspatienten

Dargestellt sind Ausgaben fiir Forschung und Entwicklung (F&E) der pharmazeutischen Industrie in den USA’ im
Vergleich zur Sterberate von Krebspatienten in den Jahren 1976 bis 2008. Die seit den 1990er Jahren stark
ansteigenden Entwicklungskosten stehen im Kontrast zu einer nur moderaten Abnahme der Mortalitat®.

Ein weiterer zu berucksichtigender Aspekt erfolgloser Chemotherapien ist ein erheblicher Kostenauf-
wand fir das Gesundheitssystem. Eine 1-Jahres-Therapie mit dem monoklonalen Antikorper
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Trastuzumab kostet bspw. ca. 40.000 €. Desweiteren erzielte der in den letzten Jahren stetig steigen-
de Aufwand zur Wirkstoffentwicklung keinen Durchbruch in der Verbesserung der Behandlungserfol-
ge. Deutlich wird dies an den extremen Kosten der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung
(F&E)’ neuer Medikamente, die mit einer nicht zufriedenstellenden Verbesserung der Sterberate von
Krebspatienten einher geht8 (Abb. 1-2).

1.2 Personalisierte Medizin

Aus den oben genannten Grunden sind essenzielle Umbrtche in der Wirkstoffentwicklung und den
Behandlungsstrategien dringend erforderlich. Da derzeit keine erfolgreichen Behandlungsmdglichkei-
ten als Alternativen zur Chemotherapie verfigbar sind, wurde in den letzten Jahren nicht mehr nur der
Ansatz verfolgt, immer neue Praparate auf den Markt zu bringen, sondern die vorhandenen Therapie-
Regimes durch gezielte Individualisierung zu verbessern. Ziel der personalisierten Medizin ist es,
schon im Vorfeld den Nutzen einer bestimmten Behandlungsstrategie moglichst genau zu prognosti-

zieren®'°.

Im Zuge des rasanten Fortschritts der Genomanalyse spielen molekularbiologische Methoden eine
zunehmend wichtige Rolle. Gen- und Protein- Expressionsanalysen wird derzeit ein grof3es Potenzial
zugeschrieben, auf der Basis der Expression bestimmter Markerproteine Prognosen Uber den Krank-
heitsverlauf, das individuelle Rezidiv-Risiko'""®
Regimes zu treffen'®. Im Fokus fir individualisierte Behandlungsstrategien stehen besonders Anti-

korper- oder Hormontherapien, die die Aktivitat fehlregulierter intra- und extrazellularer Targets hem-

und den Erfolg zielgerichteter molekularer Therapie-

men sollen. Schlisselrollen spielen hierbei Uberaktive Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder
Tyrosinkinasen, die an Signalwegen beteiligt sind, an deren Ende das Induzieren der Zellproliferation
steht'®?. Obwohl die rasanten Fortschritte im Bereich der DNA- und Protein-Microarray-Technik zwar
ein zukunftiges Potenzial fur gezielte onkologische Diagnostik und personalisierte Therapie verspre-
chen, unterliegt der pradiktive Wert dieser Assays nicht zu vernachlassigenden Limitierungen. Dies
liegt vor allem in der Komplexitat der intrazellularen Signalweiterleitung begriindet. Signalwege verlau-
fen nicht linear und parallel zueinander, sondern zeigen komplexe, dynamische und redundante Inter-
aktionen einzelner Regulatorproteine in zum Teil noch nicht bekannter Weise (Abb. 1-3, Abb. 1-5). Auf
diese Weise kann auch bei einem wirkstoffinduzierten Aktivitatsverlust eines spezifischen
Regulatorproteins die Signalweiterleitung zur Induktion der Zellproliferation aufrechterhalten werden.
Zwischen der Uberexpression eines bestimmten Proteins und der tatséchlichen phanotypischen Reak-
tion einer Zelle besteht daher kein linearer Zusammenhang. Gen- und Protein-Expressionsanalysen
erlauben somit keine eindeutigen Rickschlisse auf den Erfolg einer auf ein spezifisches Enzym ab-

zielenden Therapie21'22.

Parallel zur Entwicklung molekularbiologischer Assays wurde in den letzten Jahren der Ansatz ver-
folgt, mit sensorbasierten Systemen anhand extrazellularer Parameter die metabolische Aktivitat und
Morphologie individueller Tumorgewebeproben in vitro zu untersuchen. Auf der Basis von Vitalitats-
veranderungen individueller in vitro kultivierter Tumorproben, die als Folge einer Wirkstoffbehandlung
auftreten, werden Ruckschlisse auf Chemosensitivitat und Resistenz gezogen. Hierbei werden nicht
einzelne intrazelluldre Proliferations- oder Metabolismus-Marker bestimmt, sondern die aus den kom-
plexen intrazellular ablaufenden Mechanismen resultierende Gesamtheit der phanotypischen Reaktio-

5
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nen analysiert. Als Marker fiir die Vitalitat werden durch den Zellmetabolismus induzierte Veranderun-
gen des extrazellularen pH-Werts des Kulturmediums und des Sauerstoffpartialdrucks (pO2), bei eini-
gen Systemen auch des Kohlenstoffdioxids (CO,) verwendet*>*’
nicht invasiver Parameter flr die Bestimmung der zellularen Reaktion bietet die Moglichkeit, die indivi-
duelle metabolische Aktivitat einer Probe Uiber den gesamten Verlauf eines Chemosensitvitatstests zu
messen und diese somit vor, wahrend und nach einer Wirkstoffoehandlung zu analysieren. Auf diese

. Die Untersuchung unterschiedlicher,

Weise sind prazisere pradiktive Aussagen tber Chemosensitivitat und Resistenz maoglich.

1.3 Zielsetzung

“

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das neuentwickelte, sensorbasierte ,Intelligent Microplate Reader
(IMR)-System®*®® im Hinblick auf sein Potenzial und seine Tauglichkeit fiir zukiinftige pradiktive Che-
mosensitivitatstests an individuellen humanen Tumorproben analysiert werden. Dieses Testsystem
wurde unter der Leitung von Prof. B. Wolf am Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik der
TU Miinchen®' in Kooperation mit den Firmen HP Medizintechnik®* und Erwin Quarder Systemtechnik
GmbH*® mit maRgeblicher Unterstiitzung des Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF
Projekt 03‘I5114)34 entwickelt. Das System ermdglicht multiparametrische, metabolische Messungen
mithilfe optochemischer Sensoren, Impedanzstrukturen und Lichtmikroskopie. Der Einsatz eines au-
tomatisierten Pipettierroboters erlaubt Langzeittests tGber mehrere Tage und Wochen. Dynamische
Wirkstoffanalysen Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen wurden bereits an Zelllinien demonstriert,
jedoch noch nicht fiir Gewebeproben etabliert?>2>2%30-35,

Mit dem Ziel, die Probleme der bereits verfligbaren Assays fir Chemosensitivitdtsmessungen zu Idsen
und dadurch eine héhere Genauigkeit und Zuverlassigkeit eines pradiktiven Tests zu erreichen, wurde
eine Reihe von Anforderungen an die Durchfihrung der metabolischen Messungen an Tumorgewe-
beproben und an das Testsystem gestellt. Oberste Prioritat hatte hierbei die Erhaltung der Vitalitat und
Qualitat des Primargewebes Uber einen Zeitraum von mindestens drei bis vier Tagen. Das im Rahmen
dieser Arbeit zu entwickelnde, gezielt auf die Messungen mit dem IMR-System abgestimmte Prapara-
tions- und Messprotokoll, sollte zugleich schonend fiir die Proben, praktikabel fir eine routinemaRige
Durchfiihrung und standardisierbar sein.

Neben der Eignung des IMR-Systems flir metabolische Analysen war ein zentrales Ziel dieser Arbeit
zu untersuchen, ob auf der Basis dieser metabolischen Messungen eine Differenzierung zwischen
Sensitivitat und Resistenz individueller humaner Mammakarzinom-Gewebeproben gegeniiber zytosta-
tischen Wirkstoffen mdglich ist. Neben dem Potenzial des Systems flir einen zukinftigen klinischen
Einsatz sollten auch seine Anwendungsmaoglichkeiten in der pharmazeutischen Forschung demons-
triert werden.
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Abb. 1-3: Sensorbasierte Messungen des extrazelluldren pH-Werts und der Gelostsauerstoff-

Konzentration

(a) Schematische Darstellung der komplexen und redundanten, z.T. noch unbekannten intrazellularen
Signalwege. Aufgrund der Redundanz und Komplexitat resultieren definierte Stimuli (Eingangssignale) nicht
zwangslaufig in definierten phanotypischen Reaktionen einer Zelle (Ausgangssignale). (b) Mithilfe sensorbasierter
Messungen des extrazellularen GelOstsauerstoff-Gehalts und des pH-Wertes kdnnen Verdnderungen der
metabolischen Aktivitdt von Zellen oder Geweben in ihrer Gesamtheit erfasst werden. Abbildungen: modifiziert
nach Abbildungen des Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik und Dumont et al.*"*'



1 Einleitung

1.4 Charakteristika von Tumorzellen- und Geweben

1.4.1 Kennzeichen einer Krebszelle

In Nicht-Tumorzellen erfolgt eine duflerst genaue Kontrolle tGber den Eintritt in und Gber das Fort-
schreiten des Zellwachstums- und Teilungszyklus sowie der Einleitung der Apoptose. Durch das kon-
trollierte Gleichgewicht zwischen Teilung und Absterben von Zellen werden die Gewebehomgostase
%38 Eine Transformation von einer gesunden Zelle zu einer
Tumorzelle findet dann statt, wenn diese Regulationsmechanismen zur Hemmung der Zellproliferation

und Einleitung von Apoptose eingeschrankt oder nicht funktionsfahig sind. Mutationen der verantwort-
39-42

und Organfunktionen aufrecht erhalten

lichen Gene kdnnen spontan, durch duf3ere Einflisse bewirkt, oder erblich bedingt auftreten

unbeschranktes
proliferatives Potential

Apoptose-Resistenz Insensitivitdt gegeniiber
Wachstumshemmung

Gewebeinvasion und
Metastasierung

Angioneogenese

Unabhéngigkeit von
Wachstumsfaktoren

Abb. 1-4: Kennzeichen einer Tumorzelle

Dargestellt sind die sechs essenziellen Charakteristika einer maligne entarteten Zelle (postuliert von Hanahan
und Weinberg“). Diese sind unbeschranktes proliferatives Potenzial, Unabhangigkeit von Wachstums-faktoren,
Insensitivitdt ~ gegenliber  wachstumshemmenden  Signalen,  Apoptose-Resistenz, = Gewebeinvasion,
Metastasierung und Induktion der Angioneogenese. Abbildung modifiziert nach Hanahan et al.**
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Als die klassischen Kennzeichen von Tumorzellen werden im Allgemeinen deren Fahigkeit zur standi-
gen, unkontrollierten Proliferation und zur Metastasierung angesehen. Hinzu kommen weitere, von
Hanahan und Weinberg43 postulierte spezifische Charakteristika (Abb. 1-4), die haufig bei der Trans-
formation zu bosartigen Krebszellen auftreten:

e unbeschranktes proliferatives Potenzial*****°

e Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren*?*+4®

¢ Insensitivitdt gegentber wachstumshemmenden Signalen‘?&41

o Apoptose-Resistenz*®4"4

e Gewebeinvasion und Metastasierung'**’

e Induktion der Angioneogenese*®

1.4.2 Unbeschranktes proliferatives Potenzial

Eine verstarkte metabolische und proliferative Aktivitdt von Tumorzellen wird einerseits durch die
Ubermafige Expression von Wachstums- und Hormonrezeptoren auf der Zelloberflache'"*°
seits durch die Fehlregulation intrazellularer proliferationsférdernder Enzyme induziert. Eine zentrale

, anderer-

Rolle spielen hierbei die an der Regulation der Signalweiterleitung und Signalverstarkung beteiligten
Proteinprodukte aktivierter Onkogene (v.a. Abl', Src", Ras" Ki67, Myc"). Deren Uberexpression oder
konstitutive Aktivierung resultiert in einer standigen und verstarkten Weiterleitung von Wachstumssig-
nalen in den Zellkern'®'®*'4%%* Weiterhin verhindert die Inaktivierung von Apoptose-induzierenden
Faktoren (v.a. Rb", P53", P21"" Bax"", BRCA1%, Bcl2*) den kontrollierten Zelltod'>*%4%%5% |n Abb.
1-5 sind die intrazelluldren Signalwege zur Stimulation von Zellteilung und Apoptose, sowie die zur

Krebsentstehung und Progression beitragenden Schlisselmolekiile, dargestellt.

In gleicher Weise fiihrt die Uberexpression und konstitutive Aktivierung des Onkogens Myc zu (iber-
schielendem Zellwachstum und Proliferation. Ausserdem spielt Myc eine Rolle bei Veranderungen
des Metabolismus von Tumorzellen.

Neben der Aktivierung der konstitutiven Proliferation inaktivieren Krebszellen die Hemmmechanismen
fur das Zellwachstum und die Zellproliferation. Dies geschieht durch Mutationen, die Verlust und Inak-
tivierung der Tumorsuppressoren Rb, P21 und P53 zur Folge haben. Diese Proteine sind zentrale
Kontrollpunkte, die Uber das Fortschreiten des Zellzyklus bestimmen und diesen blockieren kdnnen,

' Abl: Abelson Murine Leukemia Virus
::ISrc: Akronym aus cellular und sarcoma
Ras: Rat Sarcoma Virus
WV Myc: abgeleitet von der Krankheit Myelocytomatose
V' Rb: Retinoblastoma protein
V' P53: Protein 53
VI'P21: Protein 21
Vi Bax: Bcl-2—associated X protein
X BRCA1: Breast Cancer 1 protein
* Bel2: B-cell lymphoma-2 protein
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wenn bspw. Defekte an der DNA vorliegen. Das Tumorsuppressorgen Rb ist in 60 % aller Tumoren
durch Mutationen inaktiviert*'.
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Abb. 1-5: Intrazelluldre Signalweiterleitung bei Zellteilung und Apoptose

Dargestellt sind vereinfacht die wichtigsten intrazelluldren Signalwege zum Einleiten von Zellproliferation und
Apoptose. Die in Tumoren haufig mutierten Onkogene und Tumorsuppressorgene sind umrandet. griin: Haufig
Uberexprimierte proliferationsférdernde Faktoren; rotf: haufig inaktivierte proliferationshemmende oder Apoptose-
induzierende Faktoren. Deutlich werden die Redundanz und Interaktionen zwischen intrazellularen
Signalubertragungswegen. Abbildung modifiziert nach Hanahan et al.®®

1.4.3 Zellmetabolismus

Die zellulare Energiegewinnung erfolgt in Nicht-Tumorzellen typischerweise Uber die anaerob ablau-
41,57

fende Glykolyse
mitochondrialen Atmung‘”’57 unter Bildung von Kohlendioxid (CO,), und Wasser (H,0).

unter Bildung von Pyruvat, gefolgt von der sauerstoffverbrauchenden

Im Verlauf der Glykolyse*"*’

werden Glukosemolekile Uber mehrere, im Zytosol verlaufenden enzym-
katalysierten Reaktionen zu Pyruvat metabolisiert. Da die Reaktionen der Glykolyse ohne Beteiligung
von molekularem Sauerstoff erfolgen, kann somit die Energiegewinnung auch unter anaeroben Be-
dingungen sichergestellt werden. Hierbei wird das gebildete Pyruvat unter Regeneration von NAD" zu

Laktat reduziert und aus der Zelle ausgeschieden (Abb. 1-6a).

Unter aeroben Bedingungen wird Pyruvat in der mitochondrialen Matrix zu dem Stoffwechselzwi-
schenprodukt Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) umgesetzt, welches in den Citratzyklus*'"*’
mehrere Oxidationsschritte werden Acetyl-Gruppen, Protonen und Elektronen auf NAD® und FAD

eintritt. In
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tibertragen. Die hochenergetischen Molekille NADH+H" und FADH, iibertragen Elektronen auf die
Mitochondrien-Innenmembran, wo diese die EIektronentransportkette‘”’57 passieren. Die hierbei frei-
werdende Energie wird zum Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten Uber die innere
Mitochondrien-Membran verwendet. Die beim Rickstrom der Protonen freiwerdende Energie wird
durch die ATP-Synthase zur schrittweisen Bildung von ATP aus ADP genutzt. Fir diesen Prozess
wird molekularer Sauerstoff (O,) bendétigt, dieser fungiert als terminaler Elektronen-Akzeptor und wird
zu Wasser reduziert. Diese Kopplung von Redox-Reaktionen der Elektronentransportkette mit der
durch einen elektrochemischen Gradienten vermittelten ATP-Produktion wird als oxidative Phosphory-
lierung*"*” bezeichnet (Abb. 1-6b).

Durch die Phosphorylierungsschritte wahrend der Glykolyse werden pro Mol Glukose zwei ATP gebil-
det, jedoch wird der Hauptanteil von ATP des Glukose-Metabolismus mithilfe der oxidativen Phospho-
rylierung erzeugt, bei der pro Mol Glukose 36 Mol ATP entstehen.

Da das Zellwachstum und die Zellteilung groRe Mengen an Aminosauren, Lipiden und Nukleinsduren
erfordern, wird die Aktivitat der Glykolyse und der Mitochondrien wahrend der Proliferation gesteigert.
Zur Bereitstellung von Ribose-Zucker fur die Synthese von Nukleinsduren wird ein Teil des wahrend
der Glykolyse gebildeten Glukose-6-Phosphats in den Pentosephosphat-Weg eingeschleustse. Bei
Zellen mit einem sehr hohen Energieverbrauch, wie bspw. Tumorzellen, kommt es haufig zu einem
veranderten Citratzyklus. Die Metabolite werden nicht nur fiir die oxidative Phosphorylierung, sondern
verstarkt zur Synthese von Biomolekilen verwendet. Das wahrend des Citratzyklus gebildete Citrat
wird zur Synthese von Lipiden, Aminosauren und Nukleotid-Synthese genutzt. Durch die verstarkte
Biosynthese im Zuge der Teilungsaktivitat von Zellen kommt es zu einem gesteigerten Verbrauch der
Zelle an Nahrstoffen und O, und somit zu einer verstarkten Ausschleusung von CO, und Laktat aus

der Zelle, und somit zu einer verstarkten Ansduerung der extrazellularen Umgebung41'57'59.

Neben dem Energiemetabolismus und der Bereitstellung von Molekiilen zur Biosynthese spielen Mito-
chondrien eine wichtige Rolle bei der Einleitung der Apoptoseso.

Warburg-Effekt

Die wichtigsten Merkmale, durch die sich nahezu alle Tumorzellen von Nicht-Tumorzellen unterschei-
den, sind gravierende Veranderungen des Zellmetabolismus und ein Anstieg des intrazellularen pH-
Werts®"®?. Kennzeichnend hierfiir ist eine stark erhohte glykolytische Aktivitdt mit entsprechend ge-
steigerter Bildung von Laktat®*. Gleichzeitig ist eine verminderte Aktivitat der mitochondrialen Atmung -
auch unter Anwesenheit von ausreichend Sauerstoff - zu beobachten. Dieses Phanomen wurde im
Jahr 1924 von dem Nobelpreistrager Otto Warburg (1883—-1970) erstmals beschrieben und anhand
von Tumorgewebeschnitten nachgewiesen64. Der Shift zur verstarkten aeroben Glykolyse von Tumor-
zellen wird dementsprechend als ,Warburg-Effekt* bezeichnet. In normalen Zellen tritt eine verstarkte
Glykolyse ebenfalls auf, jedoch ausschlieBlich unter hypoxischen Bedingungen, wenn die
mitochondrielle Atmung durch Sauerstoffmangel verhindert wird. Auf den ersten Blick scheint die
Kombination aus erhohter glykolytischer Aktivitat und verminderter mitochondrialer Atmung nicht sinn-
voll zu sein, um den hohen Energiebedarf schnell proliferierender Tumorzellen decken zu kénnen. Die
Energieausbeute der Glykolyse ist um das 18-fache geringer als bei der mitochondrialen Atmung.
Dennoch bietet der metabolische Shift gravierende Vorteile fir Krebszellen gegentber Nicht-
Tumorzellen. Die Energiegewinnung Uber die Glykolyse ermdglicht es, innerhalb kurzer Zeit grofRRe
Mengen an ATP fiir Zellwachstum und Zellteilung bereitzustellen. Dies geschieht mit einer ca. 100-

11
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fach hoheren Geschwindigkeit, als dies durch oxidative Phosphorylierung madglich ist. Neben der
Energiegewinnung lauft somit auch die Synthese von fiir das Zellwachstum benétigten Makromoleki-

len schneller ab®>®".

Hypoxie induzierter Faktor (HIF)

Aufgrund der unregelmafigen Durchblutung eines schnell wachsenden Tumors kommt es zu starken
Schwankungen in der Sauerstoffversorgung einzelner Tumorbereiche®®"°. Das Schliisselmolekiil fiir
das Uberleben unter hypoxischen Bedingungen ist der Hypoxie Induzierter Faktor (HIF). Durch ver-
schiedene Mechanismen treibt die Aktivitat dieses Transkriptionsfaktors den Warburg-Effekt in Tu-
morzellen voran und verstarkt somit die Malignitdt des Tumors und Progression der

Krebserkrankung’"".

HIF besteht aus einer sauerstoffsensitiven HIF-1a und einer HIF-1 Untereinheit. Unter normalen
Sauerstoffbedingungen wird die HIF-1a Untereinheit direkt Gber Proteasomen abgebaut. Die HIF-13
Untereinheit wird nicht durch Sauerstoff reguliert und ist konstitutiv in der Zelle vorhanden. Hypoxische
Bedingungen filihren dazu, dass HIF-1a stabilisiert wird, und es zu einer Dimerisierung beider Unter-
einheiten kommt”>"°. Dieser Protein-Komplex aktiviert und verstarkt die Transkription von Genen, die
die Adaption von Zellen an die Sauerstoffmangelbedingungen erméglichen76. So wird durch die Neu-
bildung von roten Blutkérperchen ein verstarkter Sauerstofftransport induziert, sowie iber die Sekreti-
on des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) die Angioneogenese stimuliert.

Besonders wichtig fiir Tumorzellen ist jedoch die HIF- induzierte, verstarkte Expression von Genen,
die zur Stimulation des anaeroben Zellmetabolismus, sowie Zellwachstum und -Uberleben fiihren, u.a.
Myc, Ras und Akt*>* (Abb. 1-5). GluT-Transporter zur Glukoseaufnahme in die Zelle und Enzyme der
Glykolyse, wie Hexokinase, Phosphofructokinase, Pyruvat-Kinase und Laktat-Dehydrogenase werden
verstarkt exprimiert und auf diese Weise die glykolytische Aktivitat stark gesteigert. Gleichzeitig
hemmt HIF die Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA (Abb. 1-6). Die verringerte Verfligbarkeit von
Acetyl-CoA fuhrt wiederum zu einer Abnahme der mitochondrialen Aktivitat”’. Durch die Laktat-
Dehydrogenase wird das sich ansammelnde Pyruvat zu Laktat abgebaut, welches aus der Zelle aus-
geschieden wird. Aufgrund der meist schlechten Durchblutung solider Tumore kann es nicht abtrans-

portiert werden, wodurch die Ansauerung der extrazelluldren Umgebung verstarkt wird®®’""8.

Abb. 1-6: Glykolytische und mitochondriale Aktivitat und der Einfluss des Hypoxie Induzierten Faktor
(HIF)

(a) Im Verlauf der Glykolyse entsteht in mehreren Schritten pro Mol Glukose Uber die Bildung von Glukose-6-
Phosphat, Fructose-6-phosphat, Fructose-1,6-bisphosphat und Phosphoenolpyruvat, zwei Mol ATP, zwei
Pyruvat, zwei NADH, ein Mol Laktat und Acetyl-CoA. (b) Wahrend des Citratzyklus werden die
hochenergetischen Molekiille NADH+H" und FADH, gebildet, die (c) zur Energiegewinnung (iber die oxidative
Phosphorylierung genutzt werden. Unter Verbrauch von O, entstehen pro Mol Glukose 36 ATP, H,O und CO..
Fur die Synthese von Aminoséuren, Fettsduren und Nukleinsduren kénnen einige der wahrend der Glykolyse und
des Citratzyklus gebildeten Metaboliten verwendet werden. Durch Sauerstoffmangel und Genmutationen
aktiviertes HIF induziert den Warburg-Effekt, in dessen Folge die glykolytische Aktivitat gesteigert und die
mitochondriale Atmung gehemmt wird. Dargestellt sind die wichtigsten Metabolite (schwarz), durch HIF
hochregulierte (Pfeile, griin) und runterregulierte Enzyme (Pfeil, rot) sowie Biosynthesewege (blau).

12



Charakteristika von Tumorzellen- und Geweben

Glukose
ATP
ADP D \l'
Glukose-6-P - ----—---- > Pentosephosphat-Weg

|

Fructose-6-phosphat
:g;: P l/ Phosphofruktokinase/

Fruktose-1,6-bisphosphat Hypoxie

2NAD* - /
ONADH2H

e HIF?

24TP i

ZHZO p— \L \l' ‘,/ ,’,r \

Phosphoenolpyruvat v Genmutationen

Pyruvatkinase?
2ADP
24TP 2 l l

Laktat-Dehyd rogenase/r

Hexokinase/

+
‘/ Pyrluvat PP > Laktat+ H
) I 2NAD*
Aminosdure- :
Synthese : Pyruvat-
| Dehydrogenase i
v
Fettsdure-Synthese
Citrat
Acetyl CoA
2NAD*
2NADH + H* 2 € 2NAD*
. 2C0, + 2NADH + H*
Citrat-Zyklus
Nukleotid- .— Malat — Aminosaure-
Synthese a-Ketoglutarat — g \ihece
P
H,0 2COA-SH + 2NAD*
G 2C0, + 2NADH + H*
2FAD
2FADH, 2GDP
2GTP + 2HS-CoA
H+ Ht H* Ht

T fl
mﬂlr‘\m

ADP +P, | ATP

NADH+H* NAD* H* H*  H* %0,+24 H,0

" 13

Elektronentransportkette ATP-Synthase
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1.4.4 Tumormikroumgebung

Neben den Eigenschaften der Tumorzellen haben die Einflisse des umgebenden Gewebes gravie-
rende Auswirkungen auf Tumorwachstum, Invasion und Therapie-SensibiIitét79. Hierbei spielen die
Nahrstoffverfligbarkeit, die Geldstsauerstoff-Konzentration, die pH-Bedingungen und die Eigenschaf-
4289707987 \wie bereits bekannt ist, besitzen Nicht-
8485 einen ebenso groRen Ein-

fluss auf die Progression und Chemosensitivitat eines Tumors wie die einzelne Karzinomzelle selbst
42,83,84,86,88

ten der vorhandenen Nicht-Tumorzellen eine Rolle

42,83

Tumorzellen, wie tumorassoziierte Fibroblasten und Immunzellen

und kdnnen somit den Erfolg einer Tumor-Therapie wesentlich mitbestimmen

Karzinomzellen interagieren in engen Maf3 mit ihrer Mikroumgebung, die aus Stromakomponenten
(Fibroblasten, Immunzellen, GefalRsystem) und der extrazelluldren Matrix zusammengesetzt ist. Dies
fuhrt zu gravieren Veradnderungen der Eigenschaften sowohl von Tumor- als auch von Nicht-
Tumorzellen. Durch die Expression von Wachstumsfaktoren (PDGF*, VEGF*", bFGF*", TGF*") und
Interleukinen aktivieren Tumorzellen Fibroblasten dazu, zu tumorassoziierten Fibroblasten zu differen-
zieren. Diese sezernieren wiederum Wachstumsfaktoren, die die Tumorzellen zur Proliferation stimu-

lieren**®".

Die Entstehung von Fern-Metastasen setzt die Wanderung von Tumorzellen durch das Gewebe vo-
raus. Bei der Migration durch das Gewebe spielen neben den Tumorzellen selbst besonders
Fibroblasten und Immunzellen eine besondere Rolle, indem sie den Plasminogen-Aktivator vom
Urokinasetyp (uPA) verstarkt exprimieren. Dieser induziert den Abbau der extrazellularen Matrix durch
die Protease Plasmin und Matrix-Metalloproteasen (MMP). Antagonisten der Aktivitdt von uPA sind
die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren Typ-1 und Typ-2 (PAI-1, PAI-2). Das Vorhandensein dieser fir
eine metastasierende Aktivitat charakteristischen Faktoren, wird immer mehr als Prognosemarker fir
die Aggressivitat des Tumors, den Verlauf der Erkrankung und des individuellen Rezidiv-Risikos an-

gesehen'?*"%

(Abschnitt 1.7.5). Weiterhin hat der Abbau der extrazellularen Matrix eine weitere Akti-
vierung von Tumor-assoziierten Fibroblasten, wie auch eine Infiltration von Makrophagen in das Ge-
webe und eine unkontrollierten Neubildung von BlutgefaRen zur Folge*. Dies fiihrt zu variierenden
der Glukose- und Nahrstofflevel, zu Hypoxie und Azidose des Gewebes’’. Der maximale Abstand von
einem Blutgefal3, bei dem eine Zelle per Diffusion noch ausreichend mit Nahrstoffen und O, versorgt
und der Abtransport von Stoffwechsel-Abbauprodukten (z.B. Laktat) gewahrleistet wird, liegt bei ca.
150 um®°. Wie in Abschnitt 1.4.3 beschrieben, induzieren hypoxische Bedingungen eine durch HIF
vermittelte verstarkte Aktivitat glykolytischer Enzyme, wodurch die extrazellulare Ansauerung weiter
verstarkt wird’®. Da der extrazellulare pH-Wert (pHe) eng mit dem intrazellularen korreliert, fiihrt eine
extrazellulare Azidose normalerweise zu einer Abnahme des zytosolischen pH-Werts. Ein Absinken
des intrazellularen pH-Werts (pHi) bedeutet eine Abnahme der metabolischen Aktivitat und letztend-
lich den programmierten Zelltod”'. Kennzeichnend fiir Tumorzellen ist ein gestortes intra- und extra-
zelluldres Saure-Base-Gleichgewicht. Im Vergleich zu normalen Gewebezellen besitzen Tumorzellen
einen deutlich basischeren intrazellularen pH-Wert (Tumorzelle: pHi 7.12 bis 7.65, Nicht-Tumorzelle:
pHi 6.99 bis 7.20). Der extrazellulare pH-Wert liegt im Vergleich zu Nicht-Tumorgewebe in einem

X PDGF: Platelet-derived growth factor
X'\/EGF: Vascular Endothelial Growth Factor
*'hFGF: Basic fibroblast growth factor

N TGF: Transforming growth factor

14



Charakteristika von Tumorzellen- und Geweben

deutlich saureren Bereich (Tumorgewebe: pHe 6.2 bis 6.9; Nicht-Tumorgewebe: pHe 7.3 bis 7.4)*.

Tumorzellen besitzen die Fahigkeit, sich gezielt an die haufig wechselnden extrazellularen pH-Wert-
Bedingungen anzupassen. Durch Uberexpression und konstitutive Aktivitit von in der Zellmembran
lokalisierten lonenkanalen kénnen Uberschiissige H'-lonen aus der Zelle hinaus transportiert werden
und der intrazelluldare pH Wert auf einem stabilen, leicht basischen Level (pH 7.12 bis 7.65) gehalten
werden®. Die wichtigsten lonenkanéle sind hierbei der Na*/H* -Austauscher (NHE-1)*>*® und der Na*-
abhangige HCO3/CI Austauscher® . Ein leicht basischer intrazellularer pH-Wert bietet nicht nur den
Vorteil, dass pH-induzierte Apoptose verhindert wird, sondern fiihrt auch zu einer konstitutive Aktivie-
rung der Proliferationsaktivitat®?®%°. Weiterhin ist ein saurer pHe ein stark immunsuppressiver Faktor
in soliden Tumoren. Niedrige pH-Werte hemmen die Proliferation sowie die zytotoxische Aktivitat von

Lymphozyten und naturliche Killerzellen gegenuber Tumorzellen®'®,

1.4.5 Tumorheterogenitat

Nicht nur unterschiedliche Tumore weisen individuelle Charakteristika auf, auch innerhalb verschiede-
ner Bereiche desselben Tumors zeigen sich unterschiedliche phanotypische Eigenschaften der Karzi-
nomzellen und der Tumor-Mikroumgebung. Durch Mutationen der Karzinomzellen (klonale Diversifi-
zierung), die spontan, aber auch durch Verédnderungen der extrazellularen Umgebung ausgeldst wer-
den, resultiert eine Heterogenitat der Chemosensitivitdts- und Resistenzeigenschaften einzelner Tu-
morbereiche. Auch Fernmetastasen weisen in der Regel starke Unterschiede zu den Charakteristika

des urspriinglichen Tumors auf (Abb. 1-7)3*67191.102,

Da eine Biopsieprobe nur aus einem kleinen Bereich eines Tumors entnommen wird, sind histologi-
sche Befunde, die auf dieser Basis erhoben werden, folglich nicht reprasentativ flir den gesamten
Tumor. Dies birgt die Gefahr von Fehlentscheidungen in der Therapieplanung.

Inter-
Tumorheterogenitat

Intra-
1 Tumorheterogenitat

———————————————————————————————————

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Dominanz von Phanotyp 1 Dominanz von Phanotyp 2 verschiedene Phanotypen

o

Abb. 1-7: Heterogenitit der phanotypischen Eigenschaften innerhalb des selben und unterschiedlicher
Tumore

Nicht nur zwischen zwischen individuellen Tumoren, sondern auch innerhalb desselben Tumors treten gravier-
ende geno- und phanotypischen Unterschiede der Tumorzellen auf. Abbildung modifiziert nach Marusyk et al.”®
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1.5 Extrazellulare Ansdauerung und Sauerstoffabnahme als Marker fir
die Zellvitalitat

Im Allgemeinen induzieren extrazelluldre oder intrazelluldre Stimuli wie bspw. Wachstumsfaktoren,
Hormone, Zell-Zell-Interaktionen oder Chemotherapeutika eine Reihe intrazellularer Signalkaskaden,
die diese Signale amplifizieren und zu einer spezifischen Genexpression flihren. Dies ermdglicht ein
schnelles phanotypisches Anpassen der Zellen an sich verandernde Umgebungsbedingungen, bspw.
einer Verstarkung von Proliferations- und metabolischer Aktivitat bei groRer Nahrstoffverfiigbarkeit
sowie Veranderungen der Morphologie oder das Induzieren von Apoptose®'?**'. Abb. 1-3 und Abb.
1-5 verdeutlichen, dass intrazellulare Signalkaskaden nicht parallel und linear ablaufen, sondern eine
groBe Komplexitat und Redundanz aufweisen. Regulatorproteine innerhalb dieses Netzwerks inter-
agieren miteinander in dynamischer und teilweise noch unbekannter Weise. Hierdurch kann die Sig-
nalweiterleitung in den Zellkern auch bei (Funktions-)Verlust einzelner Signalproteine aufrecht erhal-
ten werden. Die Redundanz verschiedener intrazellularer Signaliibertragungswegen lasst somit keine
eindeutige Korrelation zwischen Eingangssignalen und spezifischen Veranderungen der Genexpres-
sion und phanotypischen Reaktionen einer Zelle zu?"% Dies verringert den pradiktiven Wert auf Gen-
oder Proteinexpression basierenden pradiktiven Analysen und spielt eine grof3e Rolle bei der Entwick-
lung von Resistenzen gegenuiber zielgerichteter Tumortherapien.

Die sensorbasierte Messung von extrazellularen Parametern hingegen ermdoglicht es, alle in einer
Zelle ablaufenden Mechanismen und deren Einfluss auf die phanotypische Reaktion von Zellen in
ihrer Gesamtheit zu erfassen und in eine Vitalitatsanalyse von Zellen oder Geweben mit einzubezie-
hen. Ein Grofteil des von einer Zelle verbrauchten Sauerstoffs wird bei der oxidativen Phosphorylie-
rung in den Mitochondrien umgesetzt, ein weiterer Teil von teilweise noch unbekannten intrazellularen
Mechanismen. Weiterhin tragt das wahrend der Glykolyse gebildeten Laktat zu einem grofRen Teil zur
extrazellularen Ansauerung bei*"'*% Nicht-invasive, sensorbasierte Messung der Veranderungen
des O,-Gehalts und des pH-Werts des extrazellularen Mediums kénnen somit Hinweise auf die Starke
der metabolischen Aktivitat von Zellen geben. Dies kann genutzt werden um zellulare Vitalitatsverlus-
te, bspw. als Folge von Wirkstoffzugaben, zu analysieren®'%'%" (Abb. 1-3).

1.6 Krebsbehandlung und Therapieresistenz

1.6.1 Behandlungsstrategien

Ziel einer Krebsbehandlung ist zunachst die kurative Behandlung mit dem Ziel der Heilung. Die drei
Saulen der Krebstherapie sind die operative Entfernung des Tumors, die Bestrahlung und die syste-
mische Therapie mit zytostatischen Wirkstoffen. Weitere Ansatze in der systemischen Behandlung
basieren auf zielgerichteten Antikdrper- und Hormontherapien. Die im Einzelfall ausgewahlten Be-
handlungsstrategie oder Kombinationen verschiedener Therapien variiert in Abhangigkeit vom
Tumortyp, dem Stadium der Erkrankung, den histologischen Eigenschaften des Tumorgewebes und
dem Alter des Patienten’. Es gibt verschiedene Ansatze der Chemotherapie, die sich im zeitlichen
Ablauf und Behandlungsziel unterscheiden. Erfolgt zunachst eine Verkleinerung des Tumors durch die
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Chemotherapie mit einer anschliefenden Operation, spricht man von einer neoadjuvanten Chemothe-
rapie. Diese wird angewendet, wenn aufgrund der Grofie oder der Position des Tumors im Koérper
eine Operation nicht, oder nur schwierig, moglich ist. Zuséatzlich kénnen vorhandene Metastasen
schneller bekampft werden. Durch eine nach einer Operation folgende adjuvante Chemotherapie sol-
len am Resektionsrand verbliebene Tumorzellen und maoglicherweise vorhandene Mikrometastasen
abgetotet werden, um das Rezidivrisiko zu verringern. Wenn keine Heilung mehr zu erwarten ist er-
folgt eine palliative Therapie. Hierbei soll die Lebensqualitat und der Uberlebenszeitraum verbessert
werden.

Zytostatika-Therapie

Far die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Chemosensitivitétstests wurden die klassischen Zy-
tostatika Chloracetaldehyd (CAA), Doxorubicin (DOX) und 5-Fluoruracil (5-FU) eingesetzt, die bei der
Behandlung des Mammakarzinoms haufig Verwendung finden. Die Vielzahl an verschiedenen Wirk-
mechanismen der Substanzen ist im Detail grofitenteils noch nicht eindeutig geklart. Ob Uberhaupt ein
Effekt eines Zytostatikums eintritt und wie stark dieser ausfallt, ist in hohem Male von der in der Zelle

erreichbaren Wirkstoffkonzentration abhangig®""".

Ifosfamid. Durch Metabolisierung durch Cytochrom P450 in der Leber wird der Wirkstoff unter ande-
rem zu der aktiven Komponente Chloracetaldehyd (CAA) umgesetzt. Aus Alkylierung der DNA und
Quervernetzungen von DNA-Strangen resultieren Einzelstrangbriiche und somit die Inhibition der
DNA-Synthese, welche den Zelltod zur Folge haben. Desweiteren kommt es innerhalb kurzer Zeit

nach der Applikation zur Verringerung der mitochondrialen Atmung und Fettsdureoxidation'™".

Doxorubicin (DOX). Das Anthracyclin ist eines der effektivsten Medikamente zur Behandlung von
Krebserkrankungen und wird seit Gber 30 Jahren eingesetzt. Der wichtigste Wirkmechanismus ist das
Interkalieren in die DNA, wodurch die Aktivitat der Topoisomerase Il blockiert wird. Nach dem Schnei-
devorgang wahrend der Replikation der DNA kénnen die DNA-Strange nicht wieder miteinander ver-
bunden werden, hierdurch entstehen zum Zelltod fihrende Doppelstrangbriiche. Desweiteren verrin-
gert DOX die mitochondriale Aktivitdt, indem es u.a. die Hemmung des mitochondrialen Elektronen-

transfers, der oxidativen Phosphorylierung und der Lipidperoxidation induziert''""">""7.

5-Fluoruracil (5-FU). Das Fluorpyrimidin gehdrt zur Gruppe der Antimetaboliten. Aufgrund der struktu-
rellen Ahnlichkeit mit den Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin sowie Uracil wird es statt dieser in die
DNA und RNA eingebaut und blockiert die DNA-Synthese'"®'"®.

Zielgerichtete Medikamente

Ein derzeit vielversprechender Therapie-Ansatz ist die spezifische Hemmung Uberaktiver Proteine

innerhalb proliferationsinduzierender intrazellularer Signalwege und Uberexprimierter Zelloberflachen-

16-18

Rezeptoren durch gezielte Antikérpertherapien ™ ~. In Abhangigkeit von der Expressionsrate von

Hormon- oder Wachstumsfaktor-Rezeptoren auf der Oberflache von Tumorzellen sind endokrine oder

Antikorpertherapien erfolgsversprechend (z.B. Trastazumab, Cetuximab)'®4®'2

. Intrazellular spezi-
fisch wirkende Medikamente sind Tyrosinkinase-Inhibitoren (bspw. Imatinib, Gefitinib)”’w. In diesem

Bereich sind eine Reihe weiterer Wirkstoffe in der Entwicklung.
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Beeinflussung des Tumor- pH-Werts

Im Zuge der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien gerat die Mikroumgebung eines Tumors im-
mer mehr in den Fokus des Interesses. In engem Zusammenhang mit der Teilungsaktivitat und
Apoptose-Induktion stehen die pH-Bedingungen im Tumor. Ein Schlissel zur gezielten Manipulation
von pHi und pHe sind die in die Membran integrierten Na'/H*-Austauscher (NHE1)'?'. Derivate des
Wirkstoffs Amilorid blockieren die Aktivitdt des NHE1. Intrazellulare Protonen kénnen nicht mehr ge-
gen Na'- lonen ausgetauscht werden, so dass es zu einer intrazelluldren Ansduerung kommt, wah-
rend der extrazellulare pH-Wert angehoben wird'?. Durch das Absenken des intrazellularen pH-Werts
wird die metabolische Aktivitat von Zellen verringert und letztendlich Apoptose ausgeldst. Dieser The-

rapie-Ansatz wird derzeit noch nicht fir die Therapie von Krebserkrankungen eingesetzt16’97’121’123’124.

1.6.2 Mechanismen der Chemoresistenz

Das Ansprechen eines Patienten auf eine Chemotherapie wird durch metabolische Vorgange im Kor-

per sowie durch individuelle Zell- und Gewebeeigenschaften des Tumors gravierend beeinflusst’®"'?>

127 Entscheidend fir einen Therapieerfolg ist die effektiv am spezifischen Wirkort in der Tumorzelle

ankommende Medikamentenkonzentration.

Ein allgemeiner Mechanismus um die intrazelluldre Wirkstoffkonzentration zu verringern, ist die Uber-
expression von Multi Drug Resistance (MDR) Proteinen und P-glycoprotein (P-gp). Diese in die Zell-
membran integrierten Transportproteine vermitteln einen beschleunigten Efflux von Wirkstoffen aus
der Zelle hinaus. Da der Transport nicht nur auf ein spezifisches Zytostatikum beschrankt ist, sind
MDR-Proteine haufig fir Kreuzresistenzen verschiedener Wirkstoffe verantwortlich'®'2%129
nen intrazellularer Signalproteine ermdglichen es Tumorzellen, dem durch Zytostatika induzierten

. Mutatio-

apoptotischen Zelltod zu entgehen. Sind P53 oder Bax in einer Zelle nicht funktionstiichtig oder nicht
vorhanden, kann nach DNA-Schaden die Apoptose nicht mehr ausgelést werden. Mehr als die Halfte
aller humanen Tumoren weisen Mutationen des P53-Gens auf. Aus diesem Grund sprechen diese
Tumoren nur schlecht auf Chemo- oder Radiotherapie an, was eine schlechtere Prognose fur den
Patienten bedeutet. Das in vielen Tumoren hochregulierte Bcl-2 hemmt die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus der Mitochondrienmembran und vermindert auf diese Weise ebenfalls das Induzie-
ren von Apoptose (Abb. 1-5). Die Effektivitat von zielgerichteten Antikdrpertherapien wird beeinflusst
sowohl durch die Komplexitat der intrazellularen Signalweiterleitung, als auch qualitative und quantita-
tive Mutationen der Zielproteine®*¢°°.

Da viele chemotherapeutische Wirkstoffe zellzyklusspezifisch agieren, sprechen Tumorzellen mit einer

130

geringen mitotischen Aktivitdt nur schlecht auf diese Art von Zytostatika an ™. In diesem Zusammen-

hang sind die immer wieder diskutierten hochresistenten Tumorstammzellen zu nennen. Die Existenz

31 Laut der Theorie unterscheiden

solcher Zellen konnte noch nicht eindeutig nachgewiesen werden
sich die Stammzellen von anderen Tumorzellen durch ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung, ihre Fa-
higkeit zu allen im Tumor vorkommenden Zellen zu differenzieren, die Expression spezifischer Ober-

flachenmarker (bspw. CD 44, CD24, Adh&sionsmolekule) und eine Signalgebung, die auch in adulten
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und embryonalen Stammzellen zu finden ist (bspw. Wnt*"-, Shh*V-, Notch™"-, PTEN*""-Signalwege).

Kennzeichnend ist weiterhin besonders ihre sehr geringe Proliferationsaktivitat. Aus diesem Grund

verhalten sich Tumorstammzellen resistent gegentiber konventionellen Chemo- und Strahlentherapie.

Sie stehen im Verdacht, nach einer Behandlung fir eine Rezidiv-Entstehung verantwortlich zu
- 131,132

sein .

Auch in den Eigenschaften der Tumormikroumgebungen liegen Resistenzen gegeniliber Zytostatika

begriindet. Die haufig auftretende schlechte Durchblutung limitiert die allgemeine Verfligbarkeit von

Zytostatika im Gewebe. Weiterhin kann die Diffusion von Wirkstoffen kann durch die Zusammenset-

48,127

zung des Gewebes und die Bindung an Nicht-Tumorzellen beeintrachtigt sein . Wie bereits in Stu-

dien nachgewiesen werden konnte, beeinflussen Nicht-Tumorzellen des Gewebes wie tumorassoziier-

42838 nd Immunzellen®*®*%, die Chemosensitivitits- und Resistenzeigenschaften

te Fibroblasten
ebenso stark wie die Tumorzelle selbst. In hypoxischen Arealen sind therapeutische Effekte von Zy-
tostatika und Strahlentherapie haufig herabgesetzt, da Sauerstoff Radikale flr zytotoxische Effekte

133

bendtigt werden ™. Desweiteren kann der Wirkeffekt von Zytostatika durch variierende extrazellulare

pH-Werte beeinflusst werden®?102108,

Aufgrund der genetischen Instabilitdt von Krebszellen agieren zytotoxische Chemotherapeutika als
Selektionskrafte fur die Ausbildung von Resistenzen. Basierend auf der hohen Proliferationsrate ent-
wickeln sich neue Zell-Phanotypen, die sich durch Resistenz-Strategien an die Bedingungen der
Chemotherapie anpassen. Obwohl diese resistenten Klone nur in einer geringen Anzahl im urspring-
lichen Tumor auftreten, ermdglichen sie durch ihre Proliferation ein erneutes Auswachsen des Tumors

5670 Unterschiede in den Sensitivitats- und

wahrend oder nach der Zytostatika-Therapie (Abb. 1-7)
Resistenzeigenschaften treten somit nicht nur zwischen verschiedenen Tumoren, sondern auch in-

nerhalb desselben Tumors auf.

* Whnt; Signalweg benannt nach dem Liganden Wingless und Int-1

" Shh: Signalweg benannt nach dem Liganden Hedgehog

“I'Notch: Signalweg benannt nach dem Rezeptor Notch

*Il BTEN: Signalweg benannt nach dem Enzym Phosphatase and Tensin homolog

19



1 Einleitung

1.7 Methoden zur Chemosensitivitatstestung

Um eine effizientere Tumorbehandlung zu ermdéglichen und Resistenzen gegeniiber Chemotherapien
bestmoglich zu umgehen, ist eine Personalisierung der Behandlungsstrategien dringend erforderlich.
Bereits in den 1950er Jahren wurde versucht, mithilfe von in vitro Labortests das Ansprechen indivi-

134—136. In den

dueller Tumore auf eine bestimmte zytostatische Krebsbehandlung zu prognostizieren
folgenden Jahrzehnten wurden diverse Assays mit unterschiedlichen Messprinzipien zur Untersu-
chung der Chemosensitivitdt oder Chemoresistenz von Tumoren entwickelt. Unterschiede zwischen
den Testverfahren gibt es hinsichtlich ihrer Praparationsmethoden des frischen Tumorgewebes, der
Kultivierung, der Testdauer sowie eingesetzter Wirkstoff-Konzentrationen und vor allem der unter-

suchten pradiktiven Marker fur Sensitivitat und Resistenz'®"¥.

1.7.1 In vivo Testmethoden

Fir Chemosensitivitatstests an Tiermodellen werden immundefizienten Mausen Teile des zu untersu-
chenden Tumors implantiert und dessen Wachstum nach Zytostatika-Behandlungen gemessen'®.
Vorteil dieser Methode ist, dass die Umgebungsbedingungen des Tumors groRe Ahnlichkeit mit den
physiologischen Bedingungen im menschlichen Korper aufweisen. Die im Korper stattfindenden
Transport- und Katabolismus-Vorgange bevor der Wirkstoff die Zielzellen erreicht, kdnnen simuliert
werden. Dennoch stellt sich die Frage, in wie weit die Eigenschaften der transplantierten Tumoren
nach einem langen Zeitraum des Wachstums im Wirtsorganismus, einschlief3lich méglicher Mutatio-
nen, noch reprasentativ fur den urspriinglichen Tumor sind"*™°_In vivo Methoden erzielen zwar ver-
gleichsweise gute pradiktive Ergebnisse fiir eine geplante Chemotherapie, jedoch werden sie in der
Praxis aufgrund des hohen Aufwands und des langen Zeitraums bis zum Vorliegen eines Testergeb-

nisses kaum angewendet'" "'

1.7.2 Histologische und bildgebende Verfahren

Immunhistochemie

Bei der Diagnose eines Mammakarzinoms werden standardmafig klinisch relevante
Prognosefaktoren fur den individuellen Verlauf der Erkrankung und das Rezidiv-Risiko untersucht.
Dies sind die TumorgrdRe, Lymphknoten-Befall und Metastasierung (TNM-Schema), sowie das
Grading, der histologische Tumortyp und das Alter der Patientin. Speziell beim Mammakarzinom wer-
den standardmaRig immunhistochemische Untersuchungen der Expression von Ostrogen-, Progeste-
ron- und HER2-Rezeptoren (Abb. 1-8) auf der Oberflache von Tumorzellen durchgefihrt. Auf diese
Weise kénnen pradiktive Aussagen Uber den Nutzen einer endokrinen Therapie oder Antikdrperthera-

24914219 (Jper den Therapieerfolg weiterer zytostatischer Wirkstoffe lassen sich

pie getroffen werden
anhand dieser immunhistochemischen Untersuchungen jedoch keine ausreichend sicheren pradikti-

ven Aussagen treffen.

20



Methoden zur Chemosensitivitatstestung

Abb. 1-8: Immunhistochemische Untersuchung der HER2-Expression

Nachweis der Expression des Humanen Epidermalen Wachstumsfaktors (HER2) mittels Antikorperfarbung
(braun) und Gegenfarbung mit Hamatoxylin (blau). (a) Invasives duktales Mammakarzinom ohne HER2-
Expression (HER2-Score 0), (b) Invasives duktales Mammakarzinom mit Uberexprimiertem HER2-Rezeptor
(HER2-Score 3+). Die Expressionsstarke von HER2 weist auf eine erfolgsversprechende Antikorpertherapie hin.
VergréRRerung 20x. Abbildungen modifiziert nach Badowska-Kozakiewicz et al.*®

Differential Staining Cytotoxicity-Assay (DiSC-Assay)

Ein klassisches Beispiel fiir einen mikroskopischen Chemosensitivitatstest ist der Differential Staining
Cytotoxicity-Assay (DiSC-Assay)144. Hierbei wird der Zelltod als Reaktion auf Wirkstoffbehandlungen
untersucht. Nach der Wirkstoffinkubation wird ein Farbstoff zu den untersuchten Proben gegeben,
wobei dieser nur von toten, nicht mehr Gber eine intakte Zellmembran verfligenden Zellen aufgenom-
men wird. Durch die zusatzliche Farbung mit Hdmatoxylin und Eosin werden Tumorzellen von norma-
len Zellen unterschieden. Die Chemosensitivitat wird anhand des Verhaltnisses von lebenden wirk-

stoffoehandelten Zellen zur Anzahl an lebenden unbehandelten Zellen bestimmt'.

Weitere mikroskopische Methoden bedienen sich der Anfarbung mit markiertem Calcein-AM, welches
von lebenden Zellen zu einem fluoreszierenden Molekill umgesetzt wird. Abgestorbene Zellen kénnen
durch die parallele Farbung mit Ethidiumbromid unterschieden werden, da dieses aufgrund des Ver-
lustes der Plasmamembran-Integritat nur in toten Zellen anreichert'* (Abb. 1-9). Diese Lebend-tot-
Farbungen sind als fertige Kits diverser Firmen im Handel erhaltlich.
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Abb. 1-9: Differential Staining Cytotoxicity-Assay (DiSC-Assay)
Bei dem DiSC-Assay wird der Zelltod als Reaktion auf Wirkstoffoehandlungen untersucht. Dargestellt sind
konfokale Aufnahmen von Schnitten einer Ratten-Lunge nach einer Lebend-tot-Farbung. (a) Mit Calcein griin

angefarbtes Zytoplasma lebender Zellen. (b) Mit Ethidiumbromid rot angefarbte Zellkerne toter Zellen. (c)

Uberlagerung der Farbungen. Abbildungen modifiziert nach Bourke et al.™®

Elektronenmikroskopische Verfahren

Im Bereich der bildanalytischen Verfahren kénnen elektronenmikroskopische Verfahren Tumorzellen
im Detail charakterisieren und prognostische Aussagen Uber den Verlauf der Erkrankung liefern. Es
sind genauere Diagnosen von Biopsien mdglich als durch lichtmikroskopische Untersuchungen
(Abb. 1-10). Morphologische Eigenschaften, wie beispielsweise das Verhaltnis der Grofde des Zell-
kerns zum Zellvolumen, Volumen der Mitochondrien, Anzahl an Zellkernen, Granulierung von Zellen
und Mitose-Raten ermoglichen die Bestimmung des Differenzierungsgrades und die Klassifizierung
von Tumoren. Aufierdem kénnen intrazellulare Wirkstoffanreicherungen analysiert und durch die Be-
handlung auftretende Veranderungen, wie der Funktionsverlust der Mitochondrien, bestimmt
werden'*"'*°_ Probleme des Verfahrens sind, dass nur Effekte deutlich werden, die sich in der Zell-
struktur manifestieren. Derzeit ist der Kostenaufwand zu hoch fiir den routinemaRigen Einsatz und die
Auswertung zu zeitaufwandig. Im Allgemeinen sind mikroskopische Tests subjektiv in der Dateninter-
pretation. Diese Probleme sollen in Zukunft durch Automatisierung und Standardisierung der Bildaus-
wertung behoben werden.
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Abb. 1-10: Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Kolon-Epithelzelle

Die elektronenmikroskopische Aufnahme einer Kolon-Epithelzelle stellt intrazellulare Strukturen im Detail dar.

Deutlich sichtbar sind die einzelnen Zellorganellen wie Zellkern, endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien
und Lysosomen. VergréBerung 11.250x. Abbildung: Prof. B. Wolf'®.
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Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Neben den klassischen klinischen, in vivo angewendeten bildgebenden Verfahren wie Réntgen, Com-
putertomographie und Sonographie, welche die Gewebemorphologie abbilden, soll im Zusammen-
hang mit Chemosensitivitatstests die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) als funktionsabbil-
dendes Verfahren erwahnt werden. In Schnittbildtechnik erfolgt eine Ganzkdrper-Darstellung der
raumlichen Verteilung des Glukoseverbrauchs im Koérper des Patienten. Da Tumoren, je nach Tumor-
art, vor allem aufgrund der hohen Proliferationsrate einen bis zu 20-fach erhdhten
Glukosestoffwechsel aufweisen, heben sie sich deutlich vom umgebenden Gewebe ab und erlauben
damit die Identifikation als Primartumor bzw. Metastasen'®. Die dem Patienten intravends injizierte,
radioaktiv markierte  18-Fluordeoxyglucose (FDG) kann nach ihrer Aufnahme in die Zelle nicht weiter
metabolisiert werden und reichert sich in der Zelle an. PET-Gerate detektieren die beim radioaktiven
Zerfall eines "®F-Atoms entstehenden Photonen, wodurch Riickschliisse auf den Entstehungsort des
Zerfallsereignisses auf ca. 5 mm genau gezogen werden konnen. Auf diese Weise lasst sich die
raumliche Verteilung des Glukose-Verbrauchs im Korper darstellen. Neuere Gerate sind mit einem
Computertomographen kombiniert (PET-CT), die eine exakte Uberlagerung von funktioneller und
morphologischer Bildgebung erlauben (Abb. 1-11). Die PET-CT kann zwar keine direkten pradiktiven
Aussagen Uber die tumorspezifische Chemosensitivitat liefern, ist aber ein wertvolles Hilfsmittel bei
der Verlaufskontrolle einer Tumor-Erkrankung, weil Anderungen der GréRe des Primartumors und der
Anzahl und Grofke evtl. Metastasen genau und zuverlassig dokumentiert werden kénnen. Nachteilig
sind die hohen Kosten (ca. 1000 € pro Untersuchung) und die logistischen Probleme. '8F kann nur in
gréReren Zyklotron-Anlagen hergestellt werden und zerfallt aufgrund der relativ kurzen Halbwertszeit
von zwei Stunden in nicht unerheblichem Male bereits auf dem Transport zum Patienten.

Abb. 1-11: PET-CT eines Brustkrebs-Rezidivs

PET-CT-Aufnahme im Transversalschnitt. Durch die Bestimmung radioaktiver Zerfallsereignisse von zuvor
injizierter 18-Fluordeoxyglucose (FDG) kénnen metabolisch hoch aktive Tumorzellen lokalisiert werden. In der
Abbildung ist ein Tumor-Rezidiv in der rechten Brust erkennbar (Pfeil). Abbildung aus Murakami et al.™’
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Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie (MRT) spielt in der Erstdiagnostik und Verlaufsbeurteilung von Tu-
mor-Erkrankungen als rein morphologische Bildgebung trotz der relativ hohen Kosten eine wichtige
Rolle. Diese erlaubt, die Verteilung von 'H oder **P im Gewebe darzustellen. Abhéangig vom Molekdl,
in das das Atom eingebaut ist, andert sich sein Resonanzverhalten (chemical Shift) im Magnetfeld, so
dass die Konzentration bestimmter Metabolite und somit Gewebestrukturen dargestellt werden kon-
nen (Abb. 1-12). Im Gegensatz zu anderen Verfahren wird keine belastende Rontgenstrahlung oder
ionisierende Strahlung fir die Untersuchung benutzt.

Abb. 1-12: Magnetresonanztomographie (MRT) von Gehirn-Tumoren

Axialschnitt eines Gehirns. In Abhangigkeit vom Resonanzverhalten von Molekiilen in verschiedenen Geweben
koénnen unterschiedliche Strukturen bildlich dargestellt werden. Die MRT-Aufnahme zeigt zwei Tumorherde
(Pfeile). Abbildung modifiziert nach Naoe et al."®?

1.7.3 Proliferationstests

Colony Forming-Assay

Colony Forming-Assays, die bereits in den 1970er Jahren entwickelt wurden, basieren auf der Ande-
rung der Proliferationsaktivitdt von auf Agarose kultivierten Tumorzellkolonien unter dem Einfluss von
Zytostatika. Ist die Zellproliferation durch die Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Proben ge-
hemmt, wird die Probe als chemosensitiv gegentiber dem Wirkstoff angesehen. Ein Beispiel fir einen
Proliferationsassay ist der Human Tumor Clonogenic-Assay (HTCA-Assay). Isolierte Tumorzellen
werden nach einer kurzen Wirkstoffbehandlung in Softagar kultiviert und die Chemosensitivitat anhand
der Anzahl der (iberlebenden Zellklone nach zwei bis drei Wochen abgeschatzt'>*'®. Das Testprinzip
der Colony Forming-Assays wurde zunachst mit grolRen Erwartungen verknipft, aber die Studiener-
gebnisse waren wenig befriedigend. Resistenzen kénnen mit einer Genauigkeit von 85%, Sensitivitat
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jedoch nur mit 60% Genauigkeit vorausgesagt werden. Aufgrund des langen Testzeitraums und der

aufwandigen technischen Durchfuhrung liegt die Auswertbarkeit nur bei ca. 60%, wodurch er fir den

klinischen Einsatz wenig brauchbar ist"®*.

Abb. 1-13: Colony forming-Assay

Tumorzellkolonie nach einer Wachstumsdauer von 20 Tagen. Abbildung aus Spyridonidis et al."®

Extreme Drug Resistance-Assay

Ebenfalls zu den auf der Messung von Zellproliferation basierenden Methoden zahlt das Prinzip der
Extreme Drug Resistance-Assays (EDR-Assay). Diese untersuchen die Zellproliferation von Zell-
Aggregaten auf der Basis der DNA-Synthese. Die Zellen werden in einer dreidimensionalen Agarose-
Matrix kultiviert, die die in vivo Wachstumsbedingungen widerspiegeln soll. Zellcluster zeigen ein bes-
seres Wachstum als Einzelzellen, was die Erfolgsrate des Assays erhoht und die Zeit bis zum Erhalt
der Ergebnisse verkiirzt. Nach Behandlung der Proben mit sehr hohen Wirkstoffkonzentrationen, 10-
bis 20-fach héher als standardmaRig in der Therapie eingesetzt, wird die Teilungsrate der Tumorzel-
len untersucht. Die Proliferationsrate wird durch die Zugabe von radioaktiv mit Tritium markierten Nuk-
leotiden, z.B. 3H-Thymidin flr die letzten zwei Testtage, und anschlieRender Szintillations-Messung
quantifiziert'*'*®. Der leicht durchzufiihrende Test liefert nach nur drei Tagen Ergebnisse. Die erfolg-
reiche Durchfiihrung des Tests liegt bei ca. 85%. Basierend auf klinischen Studien wird eine hohe
Validitat dieses Testprinzips mit einer Vorhersagegenauigkeit fir Resistenzen mit mehr als 97% an-
gegeben. Die Genauigkeit flir die Vorhersage der Chemosensitivitat liegt jedoch lediglich bei
58%">*'%" Bei der Therapieplanung kdnnen somit zwar unwirksame Medikamente mithilfe dieser
Assays ausgeschlossen werden, jedoch bleibt die Frage bestehen, welches Zytostatikum aus der
Reihe der méglicherweise wirksamen Medikamente den grofiten Therapieerfolg verspricht.

Diese Chemosensitivitatstests werden kommerziell angeboten und sind flr den klinischen Einsatz
zugelassen. EDR-Assays werden von der Firma Therapy Select GmbH (Deutschland) als Chemo-

Therapie-Resistenztest (CTR-Assay)'®

oder von der Firma EXIQON Diagnostics (USA) als Extreme-
Drug-Resistance Assay (EDR-Assay)'®® vertrieben. Die Kosten liegen bei ca. 1800 €. Diese werden
bisher nicht von den Krankenkassen iibernommen, kdnnen aber im Einzelfall auf Antrag als Heilver-

such erstattet werden.
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Als allgemeiner Nachteil von Proliferationstests erweist sich, dass Tumorzellen, die sich in der GO-
Phase des Zellzyklus befinden oder sehr langsam teilen, nicht im Ergebnis bertcksichtigt werden
konnen''®. Es besteht somit das Risiko von Fehlinterpretationen, da im Testzeitraum nicht teilungsak-
tive Proben falschlicherweise als sensitiv gegeniiber dem Wirkstoff angesehen werden kdnnten, ob-
wohl eine Resistenz vorliegt. Dies erklart die relativ niedrige Genauigkeit bei der Vorhersage der
Chemosensitivitat.

1.7.4 Metabolische Assays

Untersuchungen der metabolischen Aktivitdt und somit der Vitalitat als Marker fur Chemosensitivitat
oder Resistenz gehdren zwar ebenfalls zu den Proliferationstests, bieten jedoch diesen gegeniber
den Vorteil, dass sowohl proliferierende als auch in der G0-Phase ruhende Zellen auf Veranderungen
ihrer Vitalitat als Reaktion auf Wirkstoffoehandlung hin untersucht werden.

Fluorescent Cytoprint-Assay

Der  Fluorescent Cytoprint-Assay  (FCPA-Assay) detektiet die  Enzymaktivitdit  von
membrangebundenen Esterasen, deren Aktivitat proportional zur Zellvitalitat ist. Analysiert wird die
Hydrolyse von Fluorescin-Monoacetat zu Fluorescin. Vor der Zugabe eines Wirkstoffes werden die
Proben fir 24 Stunden vorkultiviert. Nach Beendigung der 48-stiindigen Wirkstoffzugabe werden die
Zellen fir weitere 48 Stunden kultiviert. Durch digitale Fotografie und Auswertung durch einen Compu-
ter kdnnen die Unterschiede in der Fluoreszenz-Intensitat fur die Zeitpunkte vor und nach der Wirk-
stoffbehandlung fiir jede Probe verglichen werden. Der angegebene negative pradiktive Wert liegt bei
97%, der positive bei 85%'**'**. Nachteile dieses Testprinzips sind, dass nicht zwischen Tumor- und
Nicht-Tumorzellen unterschieden werden kann und die Auswertung sehr subjektiv ist.

MTT- und Resazurin-Test

Der MTT-Test misst photometrisch die Umsetzung des namensgebenden gelben, wasserldslichen
Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT) zu einem blau-
lila, wasserunldslichen Formazanprodukt. Es wird davon ausgegangen, dass die Farbumsetzung
durch die mitochondriellen Dehydrogenasen erfolgt und die Menge des entstehenden Formazans
somit proportional zur Vitalitdt und Anzahl der Zellen ist, jedoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass weitere, unbekannte Vorgange in der Zelle an der Farbstoffumsetzung beteiligt sind. Weitere
Assays, die auf der Umsetzung von Tetrazoliumsalzen basieren, sind bspw. der XTT- und WST-
Test159’16°.

Der in dieser Arbeit angewandte Resazurin- (7-hydroxy-10-oxido-phenoxazin-10-ium-3-one) Test
funktioniert nach dem gleichen Prinzip. Resazurin wird von lebende Zellen vermutlich durch die Aktivi-
tat mitochondrialer Enzyme in seine reduzierte Form (Resorufin und Dihydroresorufin) umgewandelt,
da es Elektronen von NADPH, FADH, FMNH, NADH und von Cytochromen aufnimmt. Daraus resul-
tiert die Farbanderung von der blauen oxidierten Form des Farbstoffs in eine fluoreszierende rote
Form, die durch Fluoreszenzmessungen quantifiziert wird. Die zellularen Schritte der Reduktion von

104,161,162

Resazurin sind jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart . Somit kann auf der Basis der Umset-
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zungsaktivitat nicht proportional auf die mitochondriale Aktivitat geschlossen werden. Weiterhin prob-
lematisch ist bei diesen Methoden die Zugabe von organischen oder reduzierenden Agentien zum
Kulturmedium. Mdéglicherweise sind diese innerhalb eines nicht bestimmbaren Zeitraums toxisch fur
Zellen. Zur Vermeidung von Zellveranderungen, die durch die Messmethode selbst ausgeldst werden,
sind Assays erforderlich, die markerfrei durchgefiihrt werden kénnen.

Die nach dem Prinzip des MTT- und Resazurin-Tests funktionierenden Assays sind im Gegensatz zu
HTCA-Assays163 schnell und einfach in der Durchfiihrung, besitzen eine hohe Reproduzierbarkeit und
erfordern nur einen geringen Kostenaufwand im Vergleich bspw. zum ATP-Test' (s. folgender Ab-

schnitt), der eine ahnliche Funktionsweise besitzt.

ATP-Test

Der ATP-Tumor-Chemosensitivitats-Assay (ATP-TCA-Assay) bestimmt die metabolische Aktivitat von
Tumorproben und liefert damit Aussagen Uber die Vitalitat oder den Tod von Proben nach einer Wirk-
stoffbehandlung. Auch bei diesem Test werden sowohl proliferierende als auch nicht proliferierende
Zellen erfasst. Der intrazellulare ATP-Gehalt wird Uber Biolumineszenz quantifiziert, die durch die
Umsetzung von Luciferase zu Luciferinen steht und proportional zur vorliegenden ATP-Menge ist.
Durch eine einfache photometrische Messung lasst sich somit feststellen, ob und in welchem Ausmaf
die Tumorzellen durch die zugegebenen Zytostatika in ihrer Vitalitdt beeintrachtigt oder abgestorben
sind. Es kdénnen Proben aus OP-Material, Feinnadelbiopsien sowie aus einem Pleuraerguss unter-
sucht werden, da nur eine relativ geringe Zellzahl erforderlich ist. Der Test ist sowohl einfach in der
Durchfiihrbarkeit, als auch in der objektiven Auswertung standardisierbar. Das Testergebnis liegt nach

ca. einer Woche vor'341%4,

Aufgrund seiner Vorzlge ist der ATP-TCA-Test als Routinetest geeignet und als eines der wenigen
Verfahren in der klinischen Praxis fir die Chemosensitivitdtsbestimmung von individuellen Tumorge-
webeproben anerkannt. Insbesondere beim Mamma- und Ovarialkarzinom zeigt er gute Ergebnisse.
Eine retrospektive Studie beschreibt einen positiven pradiktiven Wert von 80% und einen negativen
pradiktiven Wert von 100%'®°. Der Chemosensitivitatstest ist kommerziell als Dienstleistungsangebot
verfugbar. ATP-TCA-Tests werden in Deutschland beispielsweise unter den Namen Proliferations-
Assay'®, CellSearch-Test' oder SartoriTest'®® angeboten. Die Kosten belaufen sich pro Untersu-
chung in Deutschland auf ca. 1500 € bis 2200 € und mussen von den Patienten in der Regel selber
getragen werden.

1.7.5 Gen-und Proteinexpressionsanalysen

Derzeit stehen im Fokus des Interesses vielversprechende genetische Methoden wie bspw. der
Oncotype DX-Assay (GenomicHealth, USA)'®®, der Mammaprint-Assay (Agendia, Niederlande)'®'"
oder FEMTELLE-Assay (American Diagnostica GmbH, USA)171 in Bezug auf das Mammakarzinom.
Diesen wird ein hohes Potenzial zugeschrieben, auf der Basis bestimmter Markerproteine pradiktive
Aussagen Uber den Erfolg einer Antikdrper- oder Hormontherapie zu treffen und Prognosen Uber das

individuelle Rezidiv-Risiko zu geben10’13’14’16’40’49’51'52’89.
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Ein Rezidiv-Risiko einer Brustkrebserkrankung lasst sich anhand der Expressionsstarke der

12478971 ' Diese sind verantwortlich fir die Meta-

proteolytischen Enzyme uPA und PAI-1 abschatzen
stasierungsfahigkeit und Invasivitat eines Tumors. Prognosen auf der Basis dieser Marker besitzen
eine hohe Vorhersagegenauigkeit und wurden bereits in die ,Deutschen Leitlinien zur Diagnostik,

Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms® aufgenommenz.

Das individuelle Rezidiv-Risiko spielt besonders eine Rolle fir Patientinnen im friihen Stadium der
Erkrankung mit einem mittleren Differenzierungsgrad und ohne Lymphknotenbefall sowie ohne Fern-
metastasen. Dies ist bei etwa 50% der Erstdiagnosen der Fall. Die meisten dieser Patientinnen (ca.
80%) ohne befallene Lymphknoten kénnen mit einem lokalen chirurgischen Eingriff geheilt werden
und bendtigen keine systemische Chemotherapie. Bei ca. 20% der Patientinnen ohne Lymphknoten-
befall tritt jedoch ein Rezidiv auf'>'*°%% Dijese Patientinnen wiirden von einer Chemotherapie profitie-
ren und sollen zukulnftig routinemafig mit Hilfe genetischer Analysen identifiziert werden.

Eine verstarkte metabolische und proliferative Aktivitat von Tumorzellen wird sowohl durch eine Uber-
maRige Expression von Wachstums- und Hormonrezeptoren (wie HER2, Ostrogen, Progesteron) auf
der Zelloberflache induziert'®*®
Wachstumssignalweiterleitung und -Verstarkung in den Zellkern vermitteln. Schlisselrollen spielen
hierbei Tyrosinkinasen und Oncogene (z.B. Abl, Src, Ras, Ki67, Rb, Myc, Akt, Bcl2; s. Abb. 1-5) deren
Uberexpression oder konstitutive Aktivierung die Proliferations-induzierenden Signale verstarken oder
konstitutiv aufrecht erhalten' 6284153

Faktoren wird nicht nur fir das Mammakarzinom eine personalisierte, zielgerichtete Behandlung zur
16-19

, als auch durch die Fehlregulation intrazellularer Signalwege, die die

. Durch die Identifizierung der individuell Uberexprimierten

Hemmung der Proliferationsaktivitat von Tumorzellen moglich

Langfristig sollen mithilfe von Hochdurchsatz-Screenings noch detailliertere Genexpressions-Muster
bestimmbar sein, die eine prazisere Differenzierung von Tumorklassen und damit noch gezieltere und

nebenwirkungsarmere Behandlungsstrategien erlauben’®™.
Proliferation HER2 Estrogen
Ki67 GRB7 ER
STK15 HER2 PGR
Survivin BCL2
CCNB1 (cyclin B1) SCUBE2
wyaL2

Reference

CD68 ACTB (B-actin)
Invasion GAPDH

MMP11 (stromolysin 3) RPLPO
CTSL2 (cathepsin L2) BAG1 GUS
TFRC

Abb. 1-14: Oncotype DX

Oncotype DX-Test der Firma GenomicHealth'®. Die quantitative Expression von 21 festgelegten Markergenen fiir

ein erhohtes Rezidivrisiko sowie Referenzgenen wird durch real-time RT-PCR bestimmt. Abbildung aus Paik et
a|'52,169

29



1 Einleitung

PCR-Methoden

Der kommerziell angebotene Oncotype DX-Test>® der Firma GenomicHealth (USA)'® ist ein standar-
disiertes Verfahren, das anhand einer real-time RT-PCR quantitativ die Expression von 21
Markergenen des Mammakarzinoms untersucht. Hierzu zahlen Faktoren der Zellproliferation (u.a.
Ki67), der Invasion (u.a. MMP11) sowie Wachstums- und Hormonrezeptoren (HER2, ER, PR). Vergli-
chen werden die Ergebnisse mit Referenzgenen wie 3-Aktin und GAPDH. Aus der Expressionsstarke
wird der sog. Recurrence Score gebildet, der die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines Rezidivs
innerhalb von 10 Jahren angibt. Die Expressionsstarke der Zelloberflachenrezeptoren HER2 und des
Ostrogenrezeptors geben pradiktive Hinweise auf den Erfolg einer Antikdrper- oder Anti-
Hormontherapie  (Abb. 1-14). Der Oncotype DX-Test wurde intensiv in dreizehn klinischen Studien
evaluiert, in denen mehr als 4.000 Brustkrebspatientinnen weltweit eingeschlossen wurden®2. Bis heu-
te wurde der Oncotype DX-Test in mehr als 175.000 Fallen in Gber 55 Landern eingesetzt. Der Test ist
von internationalen Leitlinien der internationalen St. Gallen Konsensuskonferenz sowie der European
Society for Medical Oncology (ESMO) anerkannt. In die Leitlinien? der AWMF, Deutschen Krebsge-
sellschaft e.V. und Deutschen Krebshilfe e.V. aus dem Jahr 2012, wurde der Test jedoch nicht aufge-
nommen.

DNA-Microarrays

Microarrays liefern wie die PCR-Methode sehr genaue quantitative und qualitative Aussagen Uber die
Gen- oder Proteinexpression von Tumorzellen. Aus den zu untersuchenden Zellen extrahierte mRNA
wird in cDNA transkribiert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Auf dem Microarray ist die
einstrangige DNA aller zellularen Gene an definierten Positionen aufgebracht. Die Bindung der cDNA
an ihre komplementdren DNA Stlcke, die durch Fluoreszenzaktivitdt nachgewiesen werden kann,
lasst Riickschliisse auf die von der Zelle exprimierten Gene zu. Dieser Chemosensitivitatstest wird
bspw. unter dem Handelsnamen MammaPrint von der Firma Agendia (Niederlande)170 angeboten.
Anhand der RNA-Expression wird auf die Starke der Expression von 70 spezifischen Genen einer
Tumorprobe geschlossen und mit der Expressionsstarke von gesunden Zellen verglichen. Hieraus
ergibt sich die Prognose Uber das Risiko eines Rezidivs und Metastasenbildung fiir den Patienten. Ein
»geringes Risiko ist definiert durch eine nur 10-prozentige Wahrscheinlichkeit, dass der Krebs ohne
Zusatzbehandlung wie zum Beispiel Hormontherapie oder Chemotherapie innerhalb von 5 Jahren
erneut auftritt (Abb. 1-15)10’51. Auf der Basis dieser Testergebnisse wird eine Entscheidung Uber die
Behandlungsstrategie getroffen. In vielen Fallen kann auf eine Chemotherapie verzichtet und bspw.
nur eine Hormontherapie durgefihrt werden. Das Ergebnis liegt in einem Zeitraum von 7 bis 10 Tagen
vor. Insgesamt ergibt sich eine prognostische Genauigkeit von 70 — 90%. Die Kosten dieses wenig
aufwandigen Tests belaufen sich auf ca. 2500 €. Der MammaPrint Test wurde 2009 in die “Internatio-
nalen onkologischen Richtlinien zur Primartherapie von Brustkrebs” des St. Gallen Expertenpanels
aufgenommen sowie durch die Arzneimittelzulassungsbehoérde der Vereinigten Staaten (FDA) zuge-
lassen. Jedoch ist auch dieser Test nicht in die Leitlinien der AWMF, Deutschen Krebsgesellschaft
e.V. und Deutschen Krebshilfe e.V. aus dem Jahr 2012 aufgenommen worden.

Nachteilig beim MammaPrint-Assay oder Oncotype DX-Test ist, dass sie nur in frihen Stadien der
Erkrankung bei Patienten ohne Lymphknotenbefall sinnvoll sind. Sie geben zwar Prognosen Uber ein
mogliches Rezidiv, kbnnen aber keine pradiktiven Aussagen Uber den Behandlungserfolg mit einem
bestimmten Chemotherapeutikum treffen.
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Enzyme-Linked Immunosorbent-Assay (ELISA-Assay)

Als zuverlassige Prognosefaktoren fiir ein Rezidiv-Risiko gelten die Proteine uPA und PAI-1. Deren
Expressionsstarke korreliert mit der Metastasierungswahrscheinlichkeit eines Tumors™’. Aufgrund
ihrer nachweislich hohen Vorhersagekraft wurden sie als prognostische Marker in die ,Deutschen
Leitlinien zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms® der Arbeitsgemeinschaft
der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und
Deutschen Krebshilfe e.V. vom Juli 2012 aufgenommen®.

Der FEMTELLE uPA/PAI-1-Test der Firma American Diagnostica GmbH (USA)"" erméglicht die Ana-
lyse dieser Markerproteine. Als Beispiel eines ELISA-Assays bietet er eine sehr empfindliche Methode
zur quantitativen Bestimmung der von einer Zelle exprimierten Proteine. Antikérper, die gegen die
nachzuweisenden Proteine gerichtet sind, werden auf einem Array aufgebracht und mit isolierten Pro-
teinen von Tumorzellen hybridisiert. Gleichzeitig wird ein synthetisch hergestelltes und fluoreszenz-
markiertes Protein zugegeben, das mit dem zu testenden Protein identisch ist. Dieses konkurriert mit
dem nachzuweisenden Protein um die Antikérper-Bindungsstellen. Die im Anschluss gemessene Flu-
oreszenzstarke ist somit umgekehrt proportional zur Menge des zu untersuchenden Proteins. Der
FEMTELLE uPA/PAI-1-Test wird in Deutschland in ca. 25 Einsendelabors durchgefiihrt. Bisher wer-
den die Kosten des Tests in Hohe von ca. 500 Euro nicht von allen Krankenkassen erstattet.

Good
signature

e T

Low Risk

threshold

Poor
signature

T CLASSIFICATIONTHRESHOLD

78 Patients

70 Genes

Abb. 1-15: MammaPrint

170

MammaPrint-Assay der Firma Agendia "~. Anhand der RNA-Expression wird auf die Starke der Expression von
70 spezifischen Genen einer Tumorprobe geschlossen und mit der Expressionsstarke von gesunden Zellen
verglichen. Hieraus ergibt sich die Prognose Uber das Risiko eines Rezidivs und das Risiko von Metastasen-

Bildung fiir den Patienten. Abbildung aus Cavallaro et al.’
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1.7.6 Tumorsphdroide

Dreidimensionale Tumorsphéaroide, auch bezeichnet als Tumorhistoide, werden aus Einzelzellsuspen-
sionen eines Explantats hergestellt. Durch ihre dreidimensionale Struktur sind die im Gegensatz zu
Monolayerkulturen der in vivo Situation eines Tumors deutlich ahnlicher. Tumorsphéaroide besitzen
ihre physiologischen Zell-Zell-Kontakte, bilden eine extrazelluldre Matrix und besitzen die tumortypi-
schen Nahrstoff-, Wirkstoff-, pH- und Sauerstoffgradienten zwischen den inneren und aulleren Zell-
schichten'”?'3. Spharoide werden aus Tumor-Explantaten gewonnen, indem das Gewebe zunachst
enzymatisch und mechanisch in eine Einzelzellsuspension disaggregiert wird. In speziell beschichte-
ten Kulturplatten, die keine Adhasion von Zellen erlauben, bilden sich Spharoide durch langsame Ro-

tation oder Zentrifugation nach einigen Stunden spontan (Abb. 1-16). Spharoide werden Uber einen
173,174

Zeitraum von mehreren Tagen vorinkubiert, bevor der Chemosensitivitatstest durchgefihrt wird
Im Anschluss an die Behandlung werden die Wirkstoffeffekte mit verschiedenen Standard-

Endpunktmethoden bestimmt. Chemosensitivitatstests basierend auf der Spharoid-Technik werden
175

kommerziell bspw. von der Firma Spherotec GmbH (Deutschland) > als SpheroTest angeboten. Der

SpheroTest wird derzeit in klinischen Studien validiert.

Abb. 1-16: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Tumorzell-Sphéaroids

Spharoid gebildet aus MCF-7 Zellen (VergréRerung 40x, Scale bar: 100 um). Durch seine dreidimensionale
Struktur ist es der in vivo Situation eines Tumors sehr ahnlich. Tumorsphéroide besitzen Zell-Zell-Kontakte, bilden
eine extrazelluldre Matrix und besitzen die tumortypischen Nahrstoff-, Wirkstoff-, pH- und Sauerstoffgradienten
zwischen den inneren und duferen Zellschichten'>'"®. Abbildung aus Ho et al.'™
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1.8 Sensorbasierte Testsysteme

Ein weiteres, zunehmend eingesetztes und vielversprechendes Messprinzip flr die Charakterisierung
von Zelleigenschaften ist die sensorbasierte Analyse extrazellularer Parameter, die sich durch die
metabolische Aktivitat oder Anderungen der Zell-Morphologie verandern. Auf diese Weise werden
nicht nur einzelne intrazelluldre Metabolismus-Marker bestimmt, sondern phanotypische Reaktionen,
die aus den komplexen intrazellulér ablaufenden Mechanismen resultieren. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Methoden sind sensorbasierte Systeme nicht auf Endpunktmessungen be-
schrankt. Die Datenerfassung erfolgt dynamisch tber den gesamten Testzeitraum, was eine zeitauf-
geloste Analyse der Messdaten und aufgrund der gréReren aufgezeichneten Datenmenge detaillierte-
re Aussagen ermoglicht?”'"®"°. Sensorbasierte metabolische und morphologische Messungen sind
bisher noch nicht flr den klinischen Einsatz zugelassen.

Die Morphologie von Zellen kann anhand des Anheftungsverhaltens am Substrat durch Messung der
Zellimpedanz untersucht werden. Die auf und zwischen der in den Plattenboden integrierten Interdigi-
tale Elektroden-Struktur (IDES) angewachsenen Zellen bestimmen den Wechselstromwiderstand. Die
Impedanz wird durch charakteristische Eigenschaften der Zellen verandert, was Interpretationen tber
Zelldichte und Anheftungsverhalten, Zell-Zell-Kontakte, Proteinexpression an der Zelloberflache, Mor-
phologie sowie Membranfunktionen erlaubt'®. Durch Modifikationen im Versuchsaufbau ist es zudem
moglich, zusatzliche Informationen Uber das Migrationsverhalten und somit Invasivitdt von Tumorzel-
len zu erhalten. Ein groRer Nachteil der Impedanz-Messung ist jedoch, dass sich durch verschiedene
Stimuli ausgeldste zellulare Reaktionen haufig nicht, oder erst nach einem langeren Zeitraum in der
Morphologie oder dem Anheftverhalten von Zellen manifestieren.

Gewohnlich werden Wirkstoff-Effekte zunachst im Zellmetabolismus deutlich. Als Marker fir die Aktivi-
tat des Zellmetabolismus werden Veranderungen des pH-Werts des Kulturmediums und des Sauer-
stoffpartialdrucks (pO,), bei einigen Systemen auch des Kohlenstoffdioxids (CO,) verwendet. Wie in
Abschnitt 1.5 beschrieben, korreliert die Ansauerung des Kulturmediums, hervorgerufen durch die
Abgabe von Laktat und H" durch Zellen, mit der Starke von deren glykolytischer Aktivitat. Der Sauer-
stoffverbrauch aus dem Kulturmedium gibt Aufschluss iiber die mitochondriale Aktivitat'”. Fir die
Messung werden pH- oder O,-sensitive, elektrochemische oder optochemische Sensoren verwendet.

1.8.1 Sensorbasierte Messung einzelner Parameter

Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)

Die Firma Applied BioPhysics (USA)181 bietet ein System an, das Veranderungen von Zell-Monolayern
durch Messung der Zellimpedanz untersucht. Das ElectricCell-Substrate ImpedanceSensing- (ECIS)-
System ist in 8-Well, 16-Well oder 96-Well Ausfihrungen erhaltlich. Es werden keine IDES-Strukturen,
sondern acht unabhangige, mit Gegenelektroden umgebene Punktelektroden eingesetzt. Ein
Fluidiksystem ermdglicht einen Austausch des Kulturmediums in den Wells und somit Messungen
auch Uber einen langeren Zeitraum (Abb. 1-17). Verschiedene Anwendungsmdglichkeiten des Sys-
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tems, u.a. Untersuchungen zur Wundheilung und Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen, wurden
bereits publiziert'®*¢,

Abb. 1-17: Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)

ECIS-System der Firma Applied BioPhysics. Anhand der Messung von Zellimpedanz werden Aussagen u.a. uber
Zelladhasion, Migration oder Proliferation getroffen. Abbildung: Applied Biophysics'®'

CellKey-System

Das CellKey-System, dessen Funktionsweise ebenfalls auf der Analyse der Zellimpedanz basiert, ist
vor allem konzipiert fur die funktionale Analyse von veranderter Protein-Expression nach Wirkstoffzu-
gabe (Abb. 1-18). Die Herstellerfirma Molecular Devices (USA)184 gibt an, dass eine grolte Anzahl von
Messungen an verschiedenen Zielproteinen, wie die Liganden-vermittelte Aktivierung von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, Adhasionsmolekilen und die indirekte Mes-
sung der lonenkanal-Aktivierung moglich sind. Das im 96 und 384 Well-Format erhaltliche System
ermdglicht Hochdurchsatz-Messungen. Ein Pipettierroboter erlaubt die gleichzeitigen Zugaben von
Wirkstoffen in alle Wells, wodurch Veranderungen in den verschiedenen Wells parallel untersucht und
verglichen werden kénnen.

Cellkey gg

Abb. 1-18: CellKey-System

CellKey-System der Firma Molecular Devices
Analysen von veranderter Protein-Expression nach Wirkstoffzugabe durchgefiihrt. Ein Pipettierroboter versorgt
die Proben mit Medium und Wirkstoffen. Dargestellt ist das vollautomatisierte System fur Hochdurchsatz-
Messungen (96 und 384 Well-Formate). Abbildung: Molecular Devices'®*

184 Anhand der Messung von Zellimpedanz werden funktionale

34



Sensorbasierte Testsysteme

xCELLigence

Das von der Firma ACEA Biosciences'® entwickelte und mittlerweile durch Roche Applied Science

(Schweiz) vermarktete xCELLigence-System186

ermdglicht auf der Basis von Messungen der Zellim-
pedanz Aussagen Uber verschiedene Zellparameter. Die relativen Anderungen der Impedanz werden
von dem Gerat direkt in die dimensionslose Einheit ,Cell Index* (Cl) umgerechnet und ausgegeben.
Die Verwendung von 96 Well Platten erlaubt Messungen im High-Throughput-Verfahren. Laut Herstel-
lerangaben sind die hohe Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse weitere Vorteile des
Systems (Abb. 1-19). Der Medienaustausch erfolgt in der Regel manuell, wodurch Versuche Uber
einen langeren Zeitraum zwar mdglich, aber nur mit grolem Aufwand umsetzbar sind. In der Literatur

187

wird der Einsatz des Systems unter anderem zur Bestimmung der Zelladhasion ™', der Zellmigrati-

on'®®, der Proliferation'® und Zytotoxizitatstests'®® beschrieben.

Abb. 1-19: xCELLigence

XCELLigence-System der Firma Roche Applied Science'®. Anhand der Messung von Zellimpedanz werden
Aussagen u.a. Uber Zelladhasion, Migration oder Proliferation getroffen. Dargestellt ist das System fiir 96-Well-
Platten. Abbildung: Roche Applied Science'®®

Cytosensor Microphysiometer

Das ChemoSeIect—System27 war von 1990 bis 2000 im Handel erhaltlich (Abb. 1-20). Es basiert auf
dem Prinzip des Cytosensor Microphysiometers, das von der US-amerikanischen Firma Molecular
Devices'® als Pionier der ,Cell-on-a-chip“-Systeme schon in den spaten 1980er Jahren entwickelt
wurde. Vertrieben wurde das ChemoSelect-System von der Firma CellControl (Deutschland). Beide
Systeme sind jedoch nicht mehr im Handel erhaltlich. Anhand Verdnderungen der H*-lonen-
Konzentration im Kulturmedium wird die Ansauerungsaktivitdt von Zellen bestimmt und als MaR fir
deren Vitalitat verwendet'”’. Das Messprinzip basiert auf Silizium-Sensorchips. Eine Peristaltik-Pumpe
ermoglicht einen kontinuierlichen Medienaustausch, welcher zur Messung des pH-Werts fiir einige
Sekunden unterbrochen wird. Das Geréat erlaubt die parallele Messung von vier oder acht Proben'".

Als grofRes Problem erweist sich die Stéranfalligkeit des Fluidik-Systems gegen Luftblasen.
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Abb. 1-20: Cytosensor Microphysiometer

Cytosensor Microphysiometer entwickelt von der Firma Molecular Devices'®. Die Messung des extrazellularen
pH-Werts ermoglicht Rickschlisse auf die Vitalitdt von Zellen. Es koénnen vier bzw. acht Proben parallel
gemessen werden. Das Gerat besitzt ein Fluidiksystem zum Medienaustausch. Abbildung: Molecular Devices'®?

1.8.2 Multiparametrische Assays

In den letzten Jahren wurde immer mehr dazu Ubergegangen, multiparametrische zellbasierte Mess-
systeme zu entwickeln. Die Verwendung unterschiedlicher Parameter fiir die Bestimmung der zellula-
ren Reaktionen bietet die Mdglichkeit, unterschiedliche Aspekte von Wirkstoffeffekten auf dieselbe
Probe miteinander zu vergleichen. Im Vordergrund stehen hierbei die Analyse des Zellmetabolismus,
der Morphologie und des Anheftverhaltens. Durch den Einsatz verschiedener Marker kdnnen die Er-
gebnisse verschiedener Parameter innerhalb derselben Messung untereinander validiert werden.
Bspw. ist es moglich, mit Hilfe der parallel durchgefihrten metabolischen Messungen und der Mikro-

skopie gemessene Veranderungen der Zell-Impedanz besser zu interpretieren25'1°5.

Es sind verschiedene multiparametrische Testsysteme auf dem Markt erhaltlich, die jedoch derzeit
ausschlielich fur Forschungszwecke verwendet werden. Die wichtigsten Systeme werden im Folgen-
den kurz vorgestellt.

XFAnalyzer

Die Firma Seahorse Bioscience (USA)'® bietet mit dem XFAnalyzer ein System zur simultanen und
markerfreien Analyse von Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat adharenter Zellen an. Die
Messungen werden anhand optischer Sensoren durchgefiihrt. Zusatzlich kann Kohlendioxid (CO,), als
Produkt der oxidativen Decarboxylierung und des Citratzyklus, im Kulturmedium bestimmt werden.
Wahrend der Messung werden in die 24 Wells der Sensorplatte Stempel eingedrickt, um ein definier-
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tes Mikrovolumen (<7,5 pl) zu erzeugen (Abb. 1-21). Diese Stempel dienen zugleich als Vorratsbehal-
ter fur maximal vier Wirkstoffe, die wahrend der Messung zugegeben werden kénnen.

Durch Anheben des Stempels wird das Kulturmedium des Mikrovolumens der Kulturkammer mit dem
Restvolumen (300 ul) vermischt, um auf diese Weise den urspriinglichen pH- und Sauerstoffwert des

Kulturmediums anndhernd wieder herzustellen'”

. Auf diese Weise konnen zwar Messungen Uber
einen langeren Zeitraum durchgefiihrt werden, jedoch verandert sich das Medium im Verlauf der Mes-
sung, da es nicht komplett ausgetauscht werden kann. Dies beeinflusst moglicherweise die metaboli-
sche Aktivitat von Zellen und erschwert die Dateninterpretation. Der XFAnalyzer ist in verschiedenen

Ausfihrungen mit 24 oder 96 Well-Platten erhaltlich.

a
ETITET ||| Nl ||
Compound Sedn : | ’- | [
Sensors s |
- 0, - ) 5 |
= potons . 4 v \ ; \
Analyte (O) 5
Cell - _
Well 1 Well 2
b

Abb. 1-21: XFAnalyser

XFAnalyzer-Systeme der Firma Seahorse Bioscience'®. (a) Systeme fiir die Analyse von 24 oder 96 Proben. (b)
Schematischer Langsschnitt zweier Wells mit eingedriicktem Stempel zur Erzeugung eines definierten
Medienvolumens. Am Stempel angebracht sind vier Wirkstoffvorratsbehélter. Die Messung des Sauerstoff- und
Kohlendioxid-Gehalts und des pH-Werts des Kulturmediums erfolgt durch optische Sensoren. Abbildungen:

Seahorse Bioscience'®'%
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Bionas 2500 Discovery-System

Die aus der Arbeitsgruppe von Prof. Wolf wahrend seiner Tatigkeit in Rostock ausgegriindete Firma
Bionas GmBH (Deutschland)'®® arbeitet seit 2001 an einem Testsystem zur Messung des zelluliren
Metabolismus und der Morphologie. Das Bionas 2500 Discovery-System bietet die Mdglichkeit, auf
der Basis von Siliziumchips die Parameter pO, und pH im extrazellularen Kulturmedium sowie die
Zellimpedanz parallel zu bestimmen. Sechs Proben kénnen gleichzeitig gemessen werden. Ein inte-
griertes Pump-Fluidiksystem ermoglicht den regelmaRigen Austausch des Kulturmediums. Wahrend
der pumpfreien Intervalle werden die Vitalparameter und Morphologie der Zellen aufgezeichnet und
die Raten der metabolischen Aktivitat berechnet. Es wurden bereits mit dem System durchgefiihrte
Studien publiziert, u.a. Messungen an humanen Tumorgewebeproben?.

Intelligent Mobile Lab (IMOLA)

Das Intelligent Mobile Lab (IMOLA) wurde nach der Ausgriindung der Firma cellasys (Deutschland)'®

aus dem Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir Medizinische Elektronik (TU Ml'jnchen)31 standig weiter entwi-
ckelt. Als mutliparametrisches System ermoglicht das IMOLA anhand elektrochemischer Sensoren die
markerfreie Messung von Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat von Zellen oder Gewebepro-
ben. Messungen der Zellimpedanz lassen Rickschlisse auf Morphologie, Anzahl und Anheftung der
Zellen am Substrat zu. Durch ein Pumpsystem werden die Proben mit frischem Kulturmedium oder
Wirkstoffen versorgt. Wahrend der pumpfreien Intervalle misst das Gerat Anderungen des Sauerstoff-
gehalts und des pH-Werts im Kulturmedium (Abb. 1-22). Mikroskopie ist mit diesem Gerat nicht mdg-
lich. Das auf dem Markt erhaltliche IMOLA-System ist aufgrund des modularen Aufbaus und der ge-
ringen GréRe sowohl flir den mobilen Einsatz auRerhalb eines Labors, als auch den Einsatz fiir Labor-
tests im gréReren Umfang konzipiert, da es auf bis zu 256 Elemente erweiterbar ist. StandardmaRig
finden Messungen mit sechs parallelen Elementen statt, die in einem Inkubator untergebracht sind®.
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Abb. 1-22: Intelligent Mobile Lab (IMOLA)

196

IMOLA-System der Firma cellasys ™. (a) Einzelnes, transportables IMOLA mit Medienvorrats- und Abfallgefal

und Fluidiksystem, (b) BioChip-C mit elektrochemischen Sensoren zur Messung von pH-Wert und O2-Gehalt des
Mediums sowie der Zellimpedanz. (c) 6-fach IMOLA in einem Inkubator. Abbildungen: cellasys'®
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1.9 Intelligent Microplate Reader (IMR)-System

Aufgrund der nicht invasiven, dynamischen Messungen bieten sensorbasierte Messmethoden die
Méglichkeit, eine direkte Reaktion der Vitalitat von Proben auf Wirkstoffbehandlungen in zeitaufgelts-
ter Weise zu untersuchen und zu vergleichen. Dies steigert nicht nur den Informationsgehalt einer
Messung, sondern vor allem die Genauigkeit der pradiktiven Aussage.

Mit dem Ziel, die Limitationen der derzeit verfigbaren Chemosensitivitdtsassays zu beheben und die
Vorteile sensorbasierter Systeme in einem Gerat zu vereinen, wurde in den letzten Jahren am Heinz
Nixdorf Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik (TU Miinchen)®', in Kooperation mit der Firma HP Medi-
zintechnik GmbH (Deutschland)®®* und Erwin Quarder Systemtechnik GmbH**, sowie maRgeblicher
Unterstiitzung des Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF Projekt 0315114)34, das
Intelligent Microplate Reader (IMR)-System entwickelt*®*°. Resultierend aus Grundlagenforschung von
Arbeitsgruppen um Prof. Wolf entstanden im Vorfeld eine Reihe von Patentanmeldungen im Bereich
der sensorgestiitzten Mikrotiterplatten und Mikrofluidik fiir die zelluldre Analytik'*”?®. In dem neuent-
wickelten IMR-Testsystem wurde die Moglichkeit fur multiparametrische, sensorbasierte high-content
Langzeitanalysen anhand aussagekraftiger Parameter iber metabolische Aktivitdt von Zellen und
Geweben, realisiert (Abb. 1-23).

Vorratsgefald

Messplatte

Mikroskop

Abb. 1-23: Intelligent Microplate Reader (IMR)

Intelligent Microplate Reader (IMR)-System entwickelt vom Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik
(TU Miinchen)®' und der Firma HP Medizintechnik GmbH®*. (links) Dargestellt ist das modular aufgebaute IMR-
Gesamtsystem, bestehend aus einem Pipettierroboter zur Versorgung der Zellen, einer Klimakammer zur
Konstanthaltung der Umgebungsbedingungen und einem automatisierten Mikroskop zur Erfassung von
Vitalitdtsparametern. (rechts oben) Pipettierroboter, Messplatte und Vorratsgefélle. (rechts unten) Mikroskop zum
Auslesen der Daten und Unterseite der Messplatte. Abbildungen (modifiziert): Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fir
Medizinische Elektronik und HP Medizintechnik GmbH®"*?
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Das IMR-System®?% besteht aus einem automatisierten Mikroskop zur parallelen Erfassung von
metabolischen und morphologischen Parametern, einem Pipettierroboter zur Versorgung der Zellen
mit Kulturmedium und Wirkstoffldésungen, einer Klimakammer zur Konstanthaltung der Umgebungs-
bedingungen (Temperatur und Sterilitdt), sowie einem PC zur Speicherung und Analyse der Messda-
ten (Abb. 1-24a). Aufgrund der Echtzeitauswertung kénnen Messdaten wahrend eines laufenden Ex-
periments eingesehen und analysiert werden. Falls erforderlich kann in den Verlauf der Messung ein-
gegriffen werden. Da das Auslesen der optochemischen Sensoren die Proben und das Kulturmedium
nicht beeinflusst, kbnnen markerfreie und multiparametrische Messungen durchgefiihrt werden.

pH-Sensor O,-Sensor

Impedanz- Bereich fur
Struktur Mikroskopie
a b
Deckel Pipettenspitze

Medium

Netz

i

l_?__.l |_?___|
\_'_J

Impedanz- O,und pH Tumorgewebe Mikrovolumen
struktur Sensorspot -Schnitt

Abb. 1-24: 24-Well Sensorplatte und Fluidiksystem des IMR-Systems

(a) 24-Well Sensorplatte mit Deckel. (b) Aufsicht auf ein einzelnes Well mit integrierten optochemischen Sensoren
zur Bestimmung des O;- Gehalts und pH-Werts des Kulturmediums und Impedanzstrukturen zur Bestimmung des
Anheftungsverhaltens und der Morphologie von Zellen. Abbildungen (modifiziert): Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir
Medizinische Elektronik®'*2. (c-e) Schematisierter Langsschnitt durch ein Well. (c) Tumorgewebeschnitt in der
Kulturkammer aufliegend auf einem Nylonnetz um den Kontakt mit den auf dem Plattenboden aufgebrachten
optochemischen Sensoren zu verhindern. (d) Durch Aufsetzen eines speziellen Deckels wird das
Mediumvolumen in der zentralen Kulturkammer auf 23 ul verringert, um sensitive Messungen der metabolischen
Signale zu ermdglichen. (e) Basierend auf dem Prinzip des hydrostatischen Druckausgleichs zwischen den drei
miteinander verbundenen Kammern wird das Medium in der Kulturkammer wahrend des Pipettiervorgangs

ausgetauscht.
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Zentraler Bestandteil des Systems ist eine modifizierte Multiwellplatte (Intelligente Multiwellplatte, Er-
win Quarder Systemtechnik GmbH), die mit 24 voneinander unabhangigen Wells ausgestattet ist
(Abb. 1-24a). Die Sensor-Platte ist im System fest positioniert, wahrend sich das Mikroskop flr die
Datenerfassung computergesteuert unterhalb der Platte von Well zu Well bewegt (Abb. 1-24b, c).
Jedes Well (Durchmesser 7,7 mm) besitzt optische Sensorspots (PreSens GmbH, Regensburg) mit
einem Durchmesser von ~2 mm) zur Bestimmung von Gel6stsauerstoffgehalt und pH-Wert des extra-
zellularen Mediums  (Abb. 1-24b). Diese Parameter ermdglichen Riickschlisse auf die metabolische
Aktivitat von Zellen und Gewebeprobenm. Anderungen der Morphologie oder des Zustands einer
Probe konnen (iber interdigitale Impedanz-Elektroden (Abstand 50 pm)®' (Abb. 1-24b) und durch ein
inverses Lichtmikroskop (iMIC, TILL Photonics GmbH) (Abb. 1-23a, c) aufgezeichnet werden.

Jedes der 24 Wells einer Multiwell-Platte besitzt ein eigenes, aus drei, uber Kanale miteinander ver-
bundenen Kammern bestehendes Fluidiksystem (Abb. 1-24c). Durch Aufsetzen eines speziellen De-
ckels wird das Mediumvolumen in der zentralen Kulturkammer auf 23 pl verringert, um sensitive Mes-
sungen der metabolischen Raten zu erméglichen (Abb. 1-24d). Der Pipettierroboter tauscht in regel-
mafigen, einstellbaren Abstanden parallel in jedem Well 100 ul des verbrauchten Kulturmediums ge-
gen frisches oder wirkstoffhaltiges Medium aus. Hierfir wird aus der rechten Kammer verbrauchtes
Medium entnommen und der linken Kammer frisches Medium hinzu gegeben. Basierend auf dem
Prinzip des hydrostatischen Druckausgleichs wird das Medium in der mittig liegenden Zellkulturkam-
mer ausgetauscht (Abb. 1-24e). Dies ermdglicht die optochemische Messung von durch Zellen her-
vorgerufenen Anderungen des pH-Wertes und Geldstsauerstoffgehalts des extrazellularen Mediums.

Die optische Bestimmung von Gelostsauerstoffgehalt und pH-Wert des Mediums erfolgt zu sieben
Messzeitpunkten eines 20-minutigen Zyklus. In der Regel findet der Medienaustausch ebenso wie die
Bildaufnahmen in regelmaRigen Abstanden von 20 Minuten statt. Resultierend aus der metabolischen
Aktivitat der Zellproben sinken Sauerstoffgehalt sowie pH-Wert des Mediums in diesem Zeitraum ab,
bis ein erneuter Pipettiervorgang durchgefiihrt wird. Die Raten des Sauerstoffverbrauchs und der An-
sauerung werden aus der Steigung der Graphen errechnet, die sich aus den aufgezeichneten Mess-
werten von extrazellularem Gel6st-Sauerstoff und pH-Wert des Mediums ergeben (50,/6t und dpH/&t).
Der Sauerstoffverbrauch wird in %/min und die Ansauerungsrate in -pH/min angegeben (

Abb. 1-25). Aufgrund der fehlenden Kalibrierung der Sensoren der Testplatte ist es derzeit noch nicht
moglich, absolute Werte des Gelostsauerstoffs und pH-Wertes des Kulturmediums darzustellen.

Durch den Einsatz des Pipettierroboters werden Medienaustausch und die Wirkstoffzugabe automati-
siert. Hierdurch sind nicht nur Langzeitmessungen Uber mehrere Tage und Wochen mdglich, sondern
es kann auch zusatzlich der Probendurchsatz durch die Parallelisierung deutlich erhéht werden. Wei-
terhin werden durch die Automatisierung manuelle Pipettierfehler, Wirkstoffverschleppung sowie das
Kontaminationsrisiko minimiert.
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Abb. 1-25: Berechnung der metabolischen Raten aus den Messdaten des IMR-Systems

Resultierend aus der metabolischen Aktivitat der Zellproben sinken Sauerstoffgehalt sowie pH-Wert des Mediums
ab, bis ein Medienaustausch durchgefiihrt wird. Dieser erfolgt in regelmaRigen Abstidnden von 20 Minuten
(Pfeile). Dargestellt sind Graphen einer Probe mit gleichbleibend hoher Vitalitat (griine Linie) und eine Probe mit
abnehmender metabolischer Aktivitdt ab ca. Stunde 44 (rote Linie). Die Raten von Sauerstoffverbrauch [%/min]
und Ansauerungaktivitat [-pH/min] werden aus der Steigung (blau) der Graphen der aufgezeichneten Messwerte
von extrazellularem Gel6st-Sauerstoff (802/8t) und pH-Wert (8pH/6t) errechnet (oben). Aus jedem 20 minttigem
Zyklus ergibt sich somit ein Wert fir die Verbrauchsrate (blaue Punkte), dargestellt sind drei Beispiel-Messpunkte
(unten). Aufgrund der fehlenden Kalibrierung der Sensoren konnen keine absoluten Werte des Gelost-
sauerstoffgehalts dargestellt werden.
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1.10 Anforderungen an einen aussagekraftigen pradiktiven Chemosen-
sitivitatstest

Beim Einsatz eines Chemosensitivitatstests in der klinischen Routine-Diagnostik muss sein Nutzen die
Kosten, den technischen Aufwand und die evil. Belastung fir den Patienten Uberwiegen. Um
standardisierbare und zuverlassige Testergebnisse zu erhalten, missen eindeutige Kriterien fir Test-
ablauf, Daten-Analyse und Interpretation erflllt sein. Hierzu zahlen standardisierte Probenentnahme
und Transport, klar definierte Praparations- und Messprotokolle, ein definierter Endpunkt und eine
hohe Evaluierbarkeit des Tests. Eine unkomplizierte technische Durchfiihrbarkeit, die Benutzerfehler
weitestgehend ausschliel3t, ist ebenfalls ausschlaggebend fir eine genaue Dateninterpretation. Des
Weiteren missen die Kriterien zur Analyse und Interpretation der erhaltenen Daten eindeutig und
objektiv sein. Zur Vergleichbarkeit einzelner Messungen ist eine Reproduzierbarkeit der Testergebnis-
se auch in unterschiedlichen Testlabors notig.

Zusatzlich kann nur durch eine ausreichend groRe Anzahl an Replikaten pro Testansatz und pro ge-
testetem Chemotherapeutikum eine statistische Auswertung ein zuverlassiges und aussagekraftiges
Ergebnis gewahrleisten. Optimal sind High-Throughput-Screenings, da neben einer ausreichenden
Anzahl an Replikaten auch eine groRe Anzahl an Chemotherapeutika und deren Kombinationen un-
tersucht werden kann. Eine Standardisierbarkeit der Testablaufe kann nur durch eine gleichbleibend
hohe Vitalitat der Proben Gber den Messzeitraum sowie einer vergleichbaren Qualitat der unterschied-
lichen Proben erzielt werden. Um die Messergebnisse auf die in vivo Situation Ubertragen zu kdnnen,
sollten die Testbedingungen bestmdglich der physiologischen Situation im Korper entsprechen. Zu-
satzlich sollte eine geringe Probenmenge, wie aus einer Nadel-Biopsie oder Reste der Histopatholo-
gie, fur die Untersuchung ausreichen. Der Test sollte auf moglichst alle Tumortypen und Patienten
anwendbar sein.

Mit dem Ziel, mdglichst viele Anforderungen an einen erfolgreichen pradiktiven und klinisch einsetzba-
ren Chemosensitivitatstest zu erfillen, wurden im Rahmen dieser Arbeit ein Praparations- und Mess-
protokoll fir humane Mammakarzinom-Gewebeproben fiir Messungen mit dem neuen IMR-
Testsystem entwickelt. Desweiteren wurde das System auf seine Tauglichkeit flir personalisierte
Chemosensitivitatstests von humanem Tumorgewebe untersucht.
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2 Ergebnisse

21 Entwicklung eines Praparations- und Messprotokolls fur humanes
Mammakarzinom-Gewebe

Eine besondere Anforderung an die metabolischen Messungen war es, die urspriinglichen in vivo
Umgebungsbedingungen eines Tumors moglichst genau nachstellen zu kdnnen. Hierflr spielt u.a. die
Erhaltung der dreidimensionalen Gewebestruktur der zu analysierenden Tumorprobe eine besondere
Rolle. Es ist bekannt, dass die Zell-Zell-Interaktionen eines Gewebeverbandes nicht nur einen Einfluss
auf die Vitalitat einer Gewebeprobe haben, sondern nachweislich auch auf deren Sensitivitats- und
Resistenzeigenschaften gegeniiber zytostatischen BehandIungen23"‘2"3‘°”85'86 (s. Abschnitt 1.4.5, 1.6.2).
Aus diesem Grund stand bei der Entwicklung des Praparationsprotokolls die Herstellung von Tumor-
gewebeschnitten im Fokus.

Es wurden verschiedene Praparationsmoglichkeiten von OP-Gewebeproben fir die metabolischen
Messungen im Hinblick auf ihre Praktikabilitat und den Erhalt der Probenvitalitat hin getestet. Metabo-
lische Messungen kdénnen sowohl an Zellsuspensionen als auch an Gewebeschnitten durchgefihrt
werden. Zellsuspensionen wurden enzymatisch und mechanisch, Gewebeschnitte per Hand, mit einer
Gewebestanze, einem Handmikrotom oder Vibratom prépariert. In Abb. 2-1 ist eine Ubersicht Uiber die
getesteten Praparationsmethoden dargestellt.

FUr Messungen an humanem Mammakarzinom-Gewebe erwies sich die Praparation mit einem Vibra-
tom als am geeignetsten. Fir Chemosensitivitatstests von humanen Mammakarzinom-Gewebeproben
mit dem IMR-System wurde die in Kapitel 4 beschriebene Standardarbeitsanweisung (Standard Ope-
rating Procedure, SOP) definiert.

Als Grundlage fiir auswertbare metabolische Messungen missen alle unbehandelten Gewebeproben
eine vergleichbare und hohe Qualitat iber den gesamten Testzeitraum aufweisen, bzw. dirfen ihre
Vitalitdt nur in einem geringen, tolerierbaren Mal} verringern. Um die urspringlichen Eigenschaften
des Primargewebes uber einen moglichst langen Zeitraum zu erhalten, ist es von Bedeutung, die Pro-
benpraparation einerseits so schonend wie mdglich, andererseits die Messbedingungen den physiolo-
gischen Bedingungen mdglichst ahnlich zu gestalten.

Frisch explantierte, anonymisierte humane Mammakarzinom-Gewebeproben wurden im Rahmen des
+LAHA*-Projekts (,Automatisierte High Content Analyseplattform zur Entwicklung individualisierter The-
rapiestrategien”, BMBF Projekt 0315114 A, 03/2009-08/201 1)34 vom Institut fir diagnostische Histopa-
thologie und Zytologie (Prof. Dr. med. A. Niendorf, Hamburg)*® zur Verfiigung gestellt.

2.1.1 Herstellung von Zellsuspensionen

Zur Herstellung von Zellsuspensionen wurde das Gewebe in Stlcke zerkleinert und in mehreren
Schritten enzymatisch disaggregiert. Mithilfe einer anschlieRenden Trypanblaufarbung konnten jedoch
nur sehr wenige vitale Zellen in der Suspension nachgewiesen werden. Mit dem Ziel Zellschaden zu
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vermeiden, flhrte eine Verringerung des Kollagenase-Gehaltes der Verdau-L6sung lediglich zu einem
Nicht- Disaggregieren der Proben. Eine mechanische Zerkleinerung des Gewebes mithilfe eines in ein
Handmikrotom integrierten Stahlsiebs (Abb. 2-2b) war ebenfalls nicht erfolgreich. Die enzymatische
und mechanische Herstellung von Zellsuspensionen erwies sich nicht nur als sehr aufwéndig, sondern
fihrte auch zu einer gravierenden Beeintrachtigung der Vitalitat der Gewebezellen. Diese Praparati-
onsmoglichkeiten wurden, auch aus dem Grund des Verlustes der Zell-Zell-Interaktionen, nicht weiter-
verfolgt.

Mammakarzinom-

Gewebe
Y
\ 4 v \ 2 Gewebe- \ 4
mechanisch || enzymatisch || per Hand stanze Handmikrotom || Vibratom
Y \ 4 A 4

\ 4
N

—>| Zellsuspensionen Gewebeschnitte

IMR-System

N

Abb. 2-1: Ubersicht iiber die getesteten Priparationsméglichkeiten fiir Mammakarzinom-Gewebe

Ubersicht liber die getesteten Praparationsmaéglichkeiten fir Mammakarzinom-Gewebe. Es wurden verschiedene
Wege zur Herstellung von Zellsuspensionen und Gewebeschnitten untersucht. Metabolische Messungen wurden
nur anhand von Gewebeschnitten durchgefiihrt, die mit einem Vibratom oder per Hand mit einer chirurgischen
Klinge prapariert wurden. Als geeignetster Praparationsweg erwies sich die Herstellung von Gewebeschnitten mit
dem Vibratom (griine Pfeile). Metabolische Messungen an Zellsuspensionen wurden nicht durchgefiihrt.

2.1.2 Manuelle Herstellung von Gewebeschnitten

Gewebeschnitte wurden in ersten Versuchen per Hand mit einer Rasierklinge hergestellt. Diese Me-
thode erwies sich im Gegensatz zu der Herstellung von Zellsuspensionen als wenig zeitaufwandig und
schonender fir die Proben. Jedoch fiihrt das Schneiden per Hand zu gravierenden, nicht reproduzier-
baren Unterschieden der Dicken einzelner Gewebeschnitte.

Mit dem Ziel, reproduzierbare Schnittdicken von 200 - 300 ym und vergleichbaren Durchmessern der
Gewebeschnitte herzustellen, wurde eine Gewebestanze verwendet (Abb. 2-2a). Aus der Probe wur-
de Gewebe ausgestanzt, aus der Spritze mithilfe der Skala entsprechend der gewtinschten Schnittdi-
cken herausgedrickt, und mit einem Messer abgeschnitten. Jedoch konnte das Gewebe nicht prazise
genug aus der Stanzen6ffnung herausgedriickt werden um reproduzierbare Schnittdicken zu erzielen.
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Zur Losung dieses Problems wurde ein Handmikrotom konstruiert (Abb. 2-2b). Mit Hilfe einer Stell-
schraube sollte das Herausdricken in 100 ym Schritten reguliert werden. Die groRe Auflageflache fir
die Klinge sollte es ermoglichten, die Proben im gleichen Winkel abzuschneiden. Jedoch war es auch
mit diesem Gerat schwierig gleichmaRig dicke Gewebeschnitte herzustellen, da das Herausdriicken
des Gewebes ebenfalls nicht prazise genug gelungen ist.

Abb. 2-2: Gewebestanze und Handmikrotom zur Herstellung von Gewebeschnitten

(a) Gewebestanze. Durch den Stanzenaufsatz kdnnen Proben mit definiertem Durchmesser aus dem Gewebe
ausgestanzt werden. Die Skala soll es ermdglichen, die Probe in definierter Weise aus der Spritze heraus zu
driicken und gleichmaRige Schnittdicken zu erzeugen. (b) Handmikrotom mit Stahlsieb vor der Offnung zur
Zerkleinerung von Gewebestlicken zur Herstellung von Zellsuspensionen. Zur manuellen Herstellung von
Gewebeschnitten kann das Stahlsieb entfernt und mit Hilfe einer Stellschraube das Herausdrlicken des Gewebes
in 100 uym Schritten reguliert werden. Die grof3e Auflageflache soll ein prazises Schneiden ermdglichen.
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2.1.3 Herstellung von Gewebeschnitten mit dem Vibratom

Um die gewilnschte Schnittdicke der Gewebeproben (200 bis 300 um) reproduzierbar erzeugen zu
konnen, wurde ein Vibratom (Mikrotom HYRAX V 50, Carl Zeiss GmbH, Deutschland) verwendet
(Abb. 2-3).

Nach Empfehlung der Herstellerfirma wurden die Tumorproben mit Loctide 406 (Henkel AG, Deutsch-
land) auf dem Probenteller des Vibratoms aufgeklebt (Abb. 2-3b). Es kann jedoch nicht nachvollzogen
werden, in wie weit dieser nicht-biokompatible Kleber in die Probe hinein diffundiert und diese scha-
digt. In weiteren Schritten soll biokompatibler Kleber (z.B. Fibrinkleber) auf seine Eignung fir die Be-
festigung einer Gewebeprobe auf dem Vibratomteller hin untersucht werden.

! Bedienfeld

Halterung
mit Klinge

vibrierende Klinge

Mammakarzinom
Gewebe

Behalter fur ’
Schneidepuffer |

Abb. 2-3: Schneiden von Mammakarzinom-Gewebe mit einem Vibratom

(a) Vibratom HYRAX V 50 (Carl Zeiss GmbH)203 und (b) vergroRerter Ausschnitt der auf dem Probenteller
aufgeklebten Mammakarzinom-Probe wahrend des Schneidevorgangs. Die Bildunscharfe resultiert aus den
Vibrationen der Klinge beim Schneidevorgang.

In Abhéngigkeit von der Konsistenz der Probe besteht das Risiko, dass sehr weiches Gewebe nicht
erfolgreich geschnitten wird, sondern durch die Vorwartsbewegung der Vibratom-Klinge nach hinten
weggedrickt wird. Da das Festkleben von sehr weichen Gewebeproben allein keine ausreichende
Stabilitat bot, wurden in verschiedenen Versuchen nach Mdéglichkeiten gesucht, um das Mammakarzi-
nom-Gewebe optimal auf dem Vibratom-Teller zu stabilisieren.

Es wurde getestet das Gewebe in Agarose einzubetten und dieses auf dem Probenteller festzukleben.
Vorteil der Verwendung von Agarose als Einbettmedium ist, dass Zellen durch dieses nicht verandert
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oder in ihrem Metabolismus beeinflusst werden. Dennoch erwies sich diese Methode als ungeeignet,
da die Proben sich wahrend des Schneidevorgangs aus der Agarose-Ummantelung herauslésten.

Im Gegensatz zu Agarose dringt Alginat in die dufReren Zellschichten der Gewebeprobe ein und bietet
somit bessere Stabilitdt beim Schneiden. Die Fixierungsversuche in Alginat erschienen zunachst viel-
versprechend. Einige Mammakarzinom-Proben lieRen sich auf den Probenteller aufkleben und mit
dem Vibratom schneiden. Jedoch ist diese Methode aufgrund langer Inkubationszeiten sehr zeitauf-
wandig und arbeitsintensiv. Hierdurch ist sie fiir die routinemaRige Durchfiihrung unpraktikabel. Auch
wird die Vitalitat der Proben durch die zeitaufwandige Praparation beeintrachtigt. Weiterhin muss das
Ausgelieren des Alginats durch Zugabe von Ca* induziert werden. Die Stimulation von Zellen mit Ca**
koénnte jedoch nicht kalkulierbare Auswirkungen auf intrazelluldre Signalwege zur Folge haben, die
sich u.a. in Veranderungen der metabolischen Aktivitat manifestieren und die Testergebnisse gravie-
rend beeinflussen kénnten. Aus diesen Grinden wurde dieser Praparationsansatz verworfen.

Abb. 2-4: Stabilisierung der Gewebeprobe durch Agarose-Kl6tzchen beim Schneidevorgang

Mittig auf dem Probenteller aufgeklebte Probe umgeben von einem stabilisierenden u-formigen Agarose-
klétzchen. Die Offnung des u-férmigen Kldtzchens ist beim Schneiden zur Vibratom-Klinge hingewandt.

Als erfolgreich erwies es sich, die Gewebeproben bei dem Schneidevorgang zwar von drei Seiten zu
stabilisieren, aber dadurch nicht durch die Zugabe von Reagenzien zu beeinflussen. Hierfir wurde ein
u-formiges Agarosekldtzchen auf den Probenteller geklebt, in dessen Mitte die Probe aufgebracht
wurde (Abb. 2-4). Auf diese Weise kann ein Wegdricken sehr weicher Gewebeproben durch die Vib-
ratom-Klinge wahrend des Schneidevorgangs vermieden werden. Obwohl auch bei dieser Methode
eine Fixierung der Probe auf dem Probenteller mit einem Kleber nétig ist, wurde diese Methode wei-
terhin verwendet. Es wurde zwar so wenig Kleber wie mdglich verwendet, jedoch ist nicht auszu-
schliel3en, dass dieser in die untersten Zellschichten der Probe diffundierte. Aus diesem Grund wur-
den die Gewebeschnitte, die moglicherweise mit dem Kleber in Beriihrung gekommen sein konnten,
nicht fur die metabolischen Messungen eingesetzt.

Im Gegensatz zu den anderen Methoden ist die Herstellung von Gewebeschnitten mit dem Vibratom
nur mit einem relativ geringen zeitlichen Aufwand und geringerer Beeinflussung der Probe durch au-
Rere Faktoren verbunden.

Um erfolgreich Schnitte von Mammakarzinom-Gewebe herzustellen, mussten diverse Einstellungen
des Schneidevorgangs modifiziert werden. Ausschlaggebend fiir den Erfolg der Schnittherstellung mit
dem Vibratom sind der Winkel der Klinge, die Vorschubgeschwindigkeit der Klinge, die Frequenz und
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Amplitude der Vibration. Nach diversen Versuchen konnten die geeigneten Parameter definiert wer-
den. Diese sind in Tabelle 2-1 aufgelistet.

Tabelle 2-1: Schnitteinstellungen des Vibratoms fiir die Herstellung von Mammakarzinom-
Gewebeschnitten

Winkel der Klinge 2°

Frequenz 80-85 Hz
Amplitude 1-1,2 mm
Geschwindigkeit 0,3-0,6 mm/sec
Schnittdicke 250-300 pm

2.1.4 Einlegen der Gewebeschnitte in die Messplatte

Unmittelbar nach der Praparation der Gewebeschnitte wurden diese in die Wells der Messplatte ein-
gelegt (Abb. 2-5) und die Messung mdglichst zeitnah gestartet. Gewebeschnitte sollten zur optimalen
Signalerzeugung ca. 3/4 der Oberflache eines Wells bedecken. Um das direkte Aufliegen des Schnitts
auf den Sensoren zu verhindern und somit den Medienaustausch an den Sensorspots zu gewahrleis-
ten, wurden Nylonnetzchen (PA-475/56, Franz Eckert GmbH, Deutschland) zwischen das Gewebe
und den Well-Boden platziert. Die Gewebeschnitte wurden zunachst auf dem Netz platziert und an-
schlieend in den Wells der Messplatte berflihrt. Das Einlegen der Gewebeschnitte mit der Pinzette
in die einzelnen Wells erwies sich als unhandlich und zeitaufwandig. Um den Aufwand dieses langwie-
rigen Arbeitsschritts in Zukunft so gering wie maéglich zu halten, soll in Zukunft das Design der Multi-
wellplatte modifiziert werden. In Abb. 2-6 ist der im Rahmen dieser Arbeit etablierte und festgelegte
Praparationsablauf von Tumorgewebeschnitten und das Einlegen der Schnitte in die Messplatte dar-
gestellt.

Abb. 2-5: Mammakarzinom-Gewebeschnitt in einem Well der Messplatte

Aufsicht auf ein Well mit eingelegtem Nylonnetz und Gewebeschnitt (250 uym Dicke). Das Nylonnetz verhindert
den direkten Kontakt der Probe mit den Sensoren auf dem Plattenboden.
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2.1.5 Definition von Schnittdicke und Schnittdurchmesser

Eine Reihe von Testlaufen mit dem IMR-System waren erforderlich, um die geeignete GréRe und Di-
cke der Gewebeschnitte fiir metabolische Messungen definieren zu kénnen. Es musste ein Kompro-
miss zwischen einer flr die Erzeugung detektierbarer Signale erforderlichen Zellzahl und einer mog-
lichst in vivo ahnlichen Lange der Diffusionsstrecke fiir O, und Nahrstoffe innerhalb des Gewebe-
schnitts eingegangen werden. Gewebeschnitte mit Dicken von 200 bis 250 ym mit einem Durchmes-
ser von ca. 5 mm erwiesen sich als am geeignetsten fiir auswertbare Messungen mit dem IMR-
System.

= Agarose-Klotzchen
Mammakarzinom-Probe auf Probenteller
Vibratom
&
Einlegen Tumorschnitt Nylonnetz

Tumorschnitt (250 um 'Dicke)
in Messplatte

Abb. 2-6: Praparationsablauf fiir die Herstellung von Mammakarzinom-Gewebeschnitten

Eine Mammakarzinom-Gewebeprobe wird zum Stabilisieren wahrend des Schneidevorgangs durch ein u-
férmiges Agarose-Kl6tzchen von drei Seiten umschlossen. Mit dem Vibratom werden Gewebeschnitte von 250
pum Dicke hergestellt, auf einem Nylonnetz platziert und mit diesem in ein Well der Messplatte eingelegt.
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21.6 Zusammensetzung des Kulturmediums

Die Messbedingungen im IMR-System unterscheiden sich deutlich von den Bedingungen einer Stan-
dard-Zellkultur. Der Austausch des Mediums erfolgt durch den Pipettierroboter des IMR in regelmafi-
gen Abstanden von 20 Minuten. Die Zusammensetzung des Mediums (Dulbeccos Modified Eagles Medi-
um D5030 + 25 mM D-Glucose, + 50 ug/ml Gentamycin, + 4 mM L-Glutamin, + 5% FCS; Sigma-Aldrich GmbH)
ist an die Anforderungen des Messprinzips angepasst. Die Medien der sensorbasierten IMR-
Messungen enthalten keinen Puffer und kein Phenolrot. Pufferzusatz wirde den pH-Wert des Medi-
ums nahezu konstant halten, wodurch die aus der metabolischen Aktivitdt der Zellen resultierende
Ansauerung des Mediums nicht detektierbar ware. Die Zugabe von Phenolrot wiirde als Farbstoff die
Signalgebung der optischen Sensoren beeinflussen.

Die Zusammensetzung des Kulturmediums ist flr die Erhaltung der Probenqualitat, d.h. deren Vitali-
tat, entscheidend. Hierbei spielen v.a. der pH-Wert, die Osmolaritat, sowie das verwendete Serum
eine entscheidende Rolle. Optimal ist die Verwendung von patienteneigenem Serum. Da dies im
Rahmen dieses Projektes nicht méglich war, wurde fétales Kéalberserum (FCS) eingesetzt. Da die
Zusammensetzung des FCS beziglich der enthaltenen Proteine und Wachstumsfaktoren nicht genau
bekannt ist und chargenspezifisch schwankt, wurde der Serumgehalt im Medium so gering wie nétig
gehalten werden. Der Vergleich der Vitalitéat von Proben, die in Medium mit zwei verschiedenen FCS-
Konzentrationen (5% und 15%) kultiviert wurden, zeigte keine signifikanten Unterschiede. Fir weitere
Messungen wurde die Konzentration von 5% FCS verwendet. Serumersatz (Panexin®, PAN-Biotech
GmbH) erwies sich als nicht geeignet (Abb. 2-7).
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Abb. 2-7: Serumgehalt des Kulturmediums

Metabolische Messungen zur Bestimmung des fir eine Kultur von primdren Mammakarzinom-Gewebe optimalen
Serumgehalts des Mediums. (a) Sauerstoffverbrauch, (b) Ansauerungsrate. Unterschiedliche Gewebeschnitte
derselben Tumorprobe wurden in Serumersatz oder FCS-Konzentrationen von 5% oder 10% kultiviert. Die
Kultivierung in Serumersatz fiihrte zu einem schnellen Absterben der Proben. Beide FCS-Konzentrationen fiihrten
zu keinen signifikanten Unterschieden der metabolischen Aktivitat. In weiteren Experimenten wurde Medium mit
einer FCS-Konzentration von 5% verwendet, um den Serumgehalt mdglichst gering zu halten.
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2.2 Datenqualitat und Auswertung

2.2.1 Verbesserung der Proben- und Datenqualitét

Um einen erfolgreichen, qualitativ hochwertigen und somit aussagekraftigen Chemosensitivitatstest
mit einem hohen pradiktiven Wert durchfihren zu kénnen, ist eine gleichbleibend hohe Qualitat (Vitali-
tat) der Proben Uber den Testzeitraum Voraussetzung. Zur Erhaltung der Vitalitat spielt besonders die
Behandlung der Proben wahrend der Explantation und des Transports zum Testlabor eine ausschlag-
gebende Rolle. Risiken, die schon im Vorfeld der Praparation und der Messung zu einem gravieren-
den Vitalitatsverlust von Primargewebe flhren, sind:

e Austrocknen des Gewebes wahrend oder nach der Explantation
¢ eine mangelhafte Kiihlung wahrend des Transports

e ungeeignetes Transportmedium

e eine zu lange Transportdauer (>24 Stunden)

Vitalitatsverluste des Gewebes bei IMR-Messungen konnten nicht eindeutig moéglichen Transport-
schaden, Praparations- oder auch auftretenden technischen Problemen (bspw. einer schlechten Qua-
litdt der optischen Sensorspots oder Fehler des Pipettiervorgangs) zugeordnet werden.

DOX-Zugabe

DOX [5 uM]

unbehandelt

Sauerstoffverbrauch [%/min]

0,0+ T T T T T T T T T T T
0 24 48 72

Zeit [Stunden]
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Abb. 2-8: Signalstarke manuell praparierter Gewebeschnitte

Sauerstoffverbrauch  jeweils vier manuell hergestellter Gewebeschnitte von zwei verschiedenen
Mammakarzinom-Gewebeproben. Die Unterschiede in den Starken des Sauerstoffverbrauchs resultiert aus den
stark variierenden Zellzahlen der unterschiedlich dicken Gewebeschnitte. 24 Stunden nach Beginn der Messung
erfolgte jeweils eine DOX-Zugabe fiir einen Zeitraum von 24 Stunden. (a) Die Behandlung mit DOX [5 uM]
resultiert in einer erkennbaren Abnahme des Sauerstoffverbrauchs im Vergleich zu unbehandelten
Gewebschnitten. (b) Die Behandlung mit DOX [2 uM] fiihrt zu keinen Unterschieden im Sauerstoffverbrauch. Pro
Messbedingung konnten bei beiden Proben zwei Gewebeschnitte ausgewertet werden. Aus technischen Griinden
konnten keine pH-Wert-Veranderungen des Mediums aufgezeichnet werden.

Anfangliche Messungen, die im Rahmen der Entwicklung des Praparations- und Messprotokolls
durchgefiihrt wurden, lieferten nur eine geringe Anzahl vitaler Gewebeschnitte. Aus diesem Grund war
nicht bei jeder Messung eine statistische Auswertung maoglich. Aufgrund der manuellen Herstellung
der Schnitte konnten keine reproduzierbaren Schnittdicken erzeugt werden (Abb. 2-8).

Das unbehandelte Gewebe zeigte eine rasch abnehmende Vitalitat Gber den Verlauf der Messung bis
hin zum Absterben der Proben. Dies vermindert gravierend die Vergleichbarkeit zwischen
zytostatikabehandelten und unbehandelten Gewebeschnitten und somit die Genauigkeit der Testaus-
sage uUber Chemosensitivitat und Resistenz (Abb. 2-8, Abb. 2-9).

Aufgrund technischer Probleme des Messystems konnten bei den in Abb. 2-8 dargestellten Messun-
gen keine Daten zum Medien-pH-Wert aufgezeichnet werden.
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Abb. 2-9: Metabolische Aktivitat von humanem Mammakarzinom-Gewebe von anfanglichen Messungen

(a) Sauerstoffverbrauch und (b) Ansauerungsrate einer anfanglichen Messung an Gewebeschnitten, die im
Rahmen der Entwicklung des Praparations- und Messprotokolls erfolgte. Ein schneller Vitalitdtsverlust der
unbehandelten Gewebeschnitte (n=5) vermindert die Aussagekraft Gber mdgliche Chemosensitivitadt gegentber
CAA [50, 100 uM] (jeweils n=3). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert.
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Abb. 2-10: Ubersicht iiber alle durchgefiihrten IMR-Messungen an humanen Mammakarzinom-
Gewebeschnitten

Ubersicht (ber alle durchgefilhrten IMR-Messungen an humanen Mammakarzinom-Gewebeschnitten.
Angegeben ist die Anzahl der vitalen Gewebeschnitte pro Messung (%) nach 24 Stunden Messdauer. Jeder
Balken entspricht einer untersuchten Tumorprobe. Mit verbesserter Praparationstechnik konnte die Anzahl der
metabolisch aktiven Gewebeschnitte erhéht werden. Ab Messung Nr. 12 wurde ein Vibratom zur Herstellung
reproduzierbarer Schnittdicken (250 um) benutzt, resultierend in einer gréfleren Anzahl vitaler Gewebeschnitte
nach 24 Stunden Messdauer.

Abb. 2-10 zeigt eine chronologische Ubersicht aller im IMR durchgefiihrten metabolischen Untersu-
chungen an humanem Mammakarzinom-Gewebe. Jede dargestellte Messung entspricht einer indivi-
duellen Tumorprobe. Angegeben ist die Anzahl an Gewebeschnitten (in % von der Gesamtzahl an
untersuchten Schnitten der jeweiligen Probe), die nach 24 Stunden Messdauer auswertbare Vitalitats-
signale zeigten. Da sich die Vitalitdt von Mammakarzinom-Schnitten als deutlich abhdngig von der Art
der Praparationsmethode und -Dauer erwies, konnte mit der Verbesserung der Praparationstechnik
die Anzahl der vitalen Gewebeschnitte drastisch erhéht werden. Durch Anwendung der im Rahmen
dieser Arbeit etablierten SOP (Abschnitt 4) zur Praparation von humanen Mammakarzinom-
Gewebeschnitten (verwendet ab Messung Nr. 22, Abb. 2-10) ist es nun mdoglich, die Vitalitat einer
groRen Anzahl von Schnitten tber einen Zeitraum von mindestens vier Tagen auf einem hohen Level
stabil zu halten (bspw. Abb. 2-16).

2.2.2 Datenauswertung

Grundlegende Voraussetzung flir eine genaue pradiktive Aussagekraft eines Chemosensitivitatstests
sind die Standardisierbarkeit der Messungen und Objektivierung der Datenauswertung. Durch die
parallele Untersuchung einer moglichst grof3en Anzahl gleich behandelter Gewebeschnitte einer Pro-
be wurden die Testergebnisse in dieser Arbeit validiert. Weiterhin erhdht die Messung mehrerer unter-
schiedlicher Vitalitdtsparameter die Genauigkeit der Testaussage.
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Unterschiede in der Starke der metabolischen Aktivitat resultieren aus variierenden Zellzahlen der
einzelnen Gewebeschnitte (Abb. 2-8). Mit Erreichen von standardisierten Schnittdicken durch die Pra-
paration mit dem Vibratom konnte dieses Problem deutlich reduziert werden.

Im Gegensatz zu Messungen an Zelllinien lasst sich die Zellzahl eines Gewebeschnitts im Vorfeld der
Messung nicht eindeutig festlegen. Da jedoch die relativen Veranderungen der metabolischen Aktivitat
der Gewebeproben Uber den Testzeitraum analysiert werden, spielt die absolute Zellzahl der einzel-
nen Gewebeschnitte keine Rolle fir die Dateninterpretation. Ein Zusammenhang zwischen der Positi-
on des Schnittes innerhalb des Gewebeblocks und dessen gemessener metabolischer Aktivitat war
nicht zu beobachten.

Um eindeutige Messergebnisse zu erhalten, missen Gewebeschnitte zum Zeitpunkt der Wirkstoffzu-
gabe eine ausreichend hohe Vitalitat besitzen. Als Einschlusskriterium der Auswertung wurden ein
Sauerstoffverbrauch von mindestens 1 %/min und eine Ansduerungsaktivitdt von mindestens 0,03 -
pH/min definiert. Ausgeschlossen wurden auch Gewebeproben, die durch mangelhaften Transport
offensichtlich geschadigt im Testlabor ankamen. So wurden zwei Proben zu stark gekuhlt und tiefge-
froren geliefert. Der Transport einer weiteren Probe dauerte 48 Stunden, so dass diese ebenfalls aus-
geschlossen wurde. Zur statistischen Auswertung wurden die Kurvenverldufe mehrerer gleich behan-
delter Gewebeschnitte auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert und diese gemittelt. Die Signifi-
kanz der Unterschiede in den Graphenverldufen wird mithilfe eines zweiseitigen Student’s t-Test er-
mittelt. p-Werte kleiner 0,05 werden als signifikant angesehen. Als Tod des Gewebes und somit
Chemosensitivitdt gegeniiber einer Wirkstoffzugabe wird eine Abnahme sowohl des Sauerstoffver-
brauchs als auch der Ansauerungsaktivitat auf weniger als 20% des Ausgangswerts definiert.
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2.3 Validierung der Messergebnisse von humanem Mammakarzinom-
Gewebe anhand von Zelllinien

2.3.1 Typische Verldaufe metabolischer Messungen von Zelllinien und Primargewebe

Das Standard-Messprotokoll (Abschnitt 5.1.5) fir humanes Mammakarzinom-Gewebe sieht einen
Medienaustausch von 100 ul in 20 minitigem Rhythmus und eine Datenaufzeichnung von sieben
Messpunkten pro 20 minttigem Zyklus fur jeden Parameter und jedes Well vor. Bilder werden alle 20
Minuten aufgenommen. Die Zytostatika-Zugabe erfolgt 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden. Alle 24 Stunden erfolgt ein Wechsel des Pipettierroboters auf ein
frisches Medien-Vorratsgefall. Die Gesamtmessdauer betragt in der Regel 96 Stunden. Der zeitliche
Versuchsablauf einer IMR-Messung an humanem Mammakarzinom-Gewebe ist in Abb. 2-11 darge-
stellt.

©
»
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Vorbereitung System
und Messmedien
Probenpréaparation
Start der Messung

Beginn der
Wirkstoffzugabe

Ende der
Wirkstoffzugabe
Ende der Messung

Abb. 2-11: Schematischer Ablauf einer metabolischen Messung an Mammakarzinom-Gewebeproben

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf von Messungen mit dem IMR-System an Mammakarzinom-Gewebeproben.
Vor der Probenpraparation werden die erforderlichen Vorbereitungen des Messsystems getroffen. Der Start der
Messung wird als Stunde 0 definiert. Die Zytostatika-Behandlung beginnt ab Stunde 24 (ber einen Zeitraum von
24 Stunden. Die Messung wird nach einem Zeitraum von 96 bis 120 Stunden beendet.

In Abb. 2-12 sind am Beispiel des Sauerstoffverbrauchs die Charakteristika von IMR-Messungen an
Zelllinien und humanem Mammakarzinom-Gewebe gegeniibergestellt. Typischerweise erfolgt in den
ersten Stunden einer IMR-Messung eine Adaption sowohl der Zelllinien als auch des Primargewebes
an die Kulturbedingungen des Messsystems. Um diese Gewdhnung an die veranderten Umgebungs-
bedingungen zu gewahrleisten, erfolgte die Wirkstoffzugabe standardmafig nach einer Adaptionspha-
se von 24 Stunden.
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Abb. 2-12: Typische Verldaufe metabolischer Messungen an Zelllinien und primdrem Tumorgewebe

Typische Verlaufe von Messungen des Sauerstoffverbrauchs mit dem IMR-System an (a) Mammakarzinom-
Gewebe und (b) einer Zelllinie. Innerhalb der ersten 12 bis 24 Stunden erfolgt eine Adaptionsphase an die
Messbedingungen. (a) Unbehandelte Mammakarzinom-Gewebeschnitte zeigen einen fiir Primargewebe
typischen leicht abnehmenden Sauerstoffverbrauch tber den Verlauf der Messung. (b) Unbehandelte MCF-7
Zellen gehen im Anschluss an eine Adaptionsphase in eine durch Anstieg des Sauerstoffverbrauchs
gekennzeichnete Proliferationsphase (ber. Die Wirkstoffzugabe resultiert in einer Abnahme des
Sauerstoffverbrauchs um 50% bei (a) Gewebeschnitten innerhalb von die 24 Stunden und bei (b) MCF-7 Zellen
innerhalb von 4 Stunden. (¢) Morphologische Veranderungen von MCF-7 Zellen von der Aussaat bis zum Ende
der Messung.

Erkennbar ist die Adaptionsphase von Mammakarzinom-Gewebeschnitten an die Messbedingungen
an den Schwankungen des Sauerstoffverbrauchs innerhalb der ersten 24 Stunden der Messung. Un-
behandelte Gewebeschnitte zeigen einen konstanten oder leicht abfallenden Sauerstoffverbrauch
Uber den gesamten Messzeitraum (Abb. 2-12a), zuriickzufiihren auf den grundsatzlichen Vitalitatsver-
lust von Primargewebe unter ex vivo Bedingungen®*.

Die als Zellsuspension vorliegenden MCF-7 Zellen werden nach der Aussaat in die Messplatte sechs
Stunden im Inkubator gehalten. Dieser Zeitraum ist erforderlich, um ein Anheften der Zellen an der
Plattenoberflache zu gewahrleisten. Zu Beginn der Messung zeigen die Zellen eine Proliferationspha-
se, die durch einen stetigen Anstieg der metabolischen und proliferativen Aktivitat gekennzeichnet ist.
Nach Erreichen eines konfluenten Monolayers verringert sich aufgrund der Kontakt-Inhibition die Proli-
ferationsaktivitat der Zellen. In der folgenden, aus dieser Messung jedoch nicht ersichtlichen Plateau-
Phase stehen Zellteilung und Zelltod im Gleichgewicht, resultierend in einer geringer ansteigenden
oder nahezu konstant bleibenden metabolischen Aktivitédt der Kulturen (Abb. 2-12b, c). Da die Wirk-
stoffe manuell und frisch zugegeben werden missen, und hierfiir die Inkubatortiir ge6ffnet werden
muss, andern sich zu Stunde 24 kurzzeitig die Umgebungsbedingungen (Temperatur, Luftfeuchtigkeit,
leichte Erschutterungen), auf die Zelllinien metabolisch sensibel reagieren kénnen. Deutlich wird die-
ses Problem in der kurzzeitigen Verringerung des Sauerstoffverbrauchs von unbehandelten Zellkultu-
ren zu Stunde 24 (Abb. 2-12b).

Die Wirkstoffzugabe zu Zelllinien und Gewebeschnitten zeigt vergleichbare Effekte. Die Hemmung
des Sauerstoffverbrauchs als Folge einer Behandlung mit CAA 25 pM ftritt bei den als Monolayer vor-
liegenden MCF-7 Zellen typischerweise schneller ein als bei Mammakarzinom-Gewebeschnitten, ob-
wohl diesen CAA in der doppelten Konzentration [50 uM] zugegeben wurde (Abb. 2-12a, b).
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2.4 Chemosensitivitatsanalysen an individuellem humanem Mamma-
karzinom-Gewebe

Metabolische Messungen an frisch explantiertem, humanem Mammakarzinom-Gewebe wurden mit
dem I[IMR-System nach dem im Abschnitt 5.1.5 beschriebenen Protokoll durchgefihrt. Die
Wirkstoffzugabe erfolgte standardmaRig 24 Stunden nach Beginn der Messung Uber einen Zeitraum
von 24 Stunden. AnschlieRend wurden die Proben bis zum Ende der Messung mit wirkstofffreiem
Kulturmedium versorgt.

Das Messprotokoll fiir Gewebeproben entspricht dem flir die MCF-7 Zelllinie eingesetzten Protokoll,
jedoch mit dem Unterschied, dass eine hohere Wirkstoffkonzentration bendtigt wurde, um
vergleichbare und deutlich sichtbare metabolische Effekte hervorzurufen (bspw. Gewebeschnitte 50
MM CAA; Zelllinie 25 yM CAA, Abb. 2-12). Aufgrund der bendtigten Diffusionsstrecke erreichen
Zytostatika tiefer gelegene Gewebeschichten innerhalb eines Schnittes erst mit Verzdgerung im
Vergleich zu Zelllinien, die ein Monolayer ausbilden und dem Wirkstoff unmittelbar nach der Zugabe
ausgesetzt sind. Alle auswertbaren metabolischen Messungen zeigten als Resultat einer CAA-
Behandlung vergleichbare Ergebnisse. DOX hat nur auf einen Teil der Proben einen Effekt.

In den folgenden Abbildungen sind Chemosensitivitétstests jeweils einer individuellen Tumorprobe
dargestellt.

241 Dosisabhangigkeit der CAA-Effekte auf die metabolische Aktivitat von
Mammakarzinom-Gewebe

Abb. 2-13 zeigt eine Messung, die die typischen metabolischen Reaktionen der in dieser Arbeit
untersuchten Mammakarzinom-Gewebeproben auf eine Behandlung mit CAA darstellt. Die
Messdauer betrug 108 Stunden. Unbehandelte Schnitte weisen eine leichte Abnahme in
Sauerstoffverbrauch und Ansduerungsaktivitat Gber den Verlauf der Messung auf. Die Zugabe von
CAA [50 oder 100 pM] resultiert, wie auch bei Zelllinien beobachtet, zu einer signifikanten
dosisabhangigen Hemmung sowohl von Sauerstoffverbrauch als auch von Ansduerungsaktivitat im
Vergleich zu unbehandelten Gewebeschnitten (Abb. 2-13a, b). Die Hemmung des
Sauerstoffverbrauchs setzt schneller ein als die der Ansaduerungsaktivitat. Die Zugabe von 50 yM CAA
fuhrt nach ca. 24 Stunden nach Beginn der Wirkstoffzugabe (Stunde 48 nach Messbeginn) zu einer
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs um ca. 50%. 48 Stunden nach der Wirkstoffzugabe (72 Stunden
nach Beginn der Messung) ist der Sauerstoffverbrauch auf weniger als 20% des Ausgangswerts
gesunken. Dieser Wert der metabolischen Aktivitat wird in dieser Arbeit als Tod des Gewebes definiert
(Abb. 2-13b).

Die Hemmung der Ansauerungsaktivitdt durch CAA [50 pM] tritt mit Verzégerung ein. Diese liegt 38
Stunden nach der Wirkstoffzugabe (Stunde 65 nach Beginn der Messung) bei 50% und 54 Stunden
nach der Wirkstoffzugabe (Stunde 78 nach Beginn der Messung) bei ca. 20%.

Nach der Zugabe von CAA [100 uM] nimmt der Sauerstoffverbrauch bereits innerhalb der ersten 12
Stunden auf ca. 50% des Ausgangswertes ab (Stunde 36 nach Beginn der Messung). Zu Stunde 65
ist ein Wert von 20% erreicht (Abb. 2-13a). Die Ansauerungsaktivitat ist ca. 24 Stunden nach der
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Wirkstoffzugabe (48 Stunden nach Beginn der Messung) auf 50% abgefallen und erreicht nach ca. 48
Stunden (Stunde 72 nach Beginn der Messung) den Wert von 20% (Abb. 2-13b).

Der t-Test bestatigt die Signifikanz der Wirkstoffeffekte auf Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsrate
im Vergleich zu unbehandelten Kulturen zu verschiedenen Messzeitpunkten (Abb. 2-13c).
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Sauerstoffverbrauch Ansé&uerungsrate

50 uM 100 uM 50 uM 100 uM
Stunde 36 0,93557 0,44041 Stunde 36 0,64269 0,59957
Stunde 48 0,85194 0,11490 Stunde 48 0,48696 0,83651
Stunde 65 0,21343 0,12747 Stunde 65 0,76318 0,80889
Stunde 72 0,02383 0,01026 Stunde 72 0,00271 0,04700
Stunde 108 0,04828 0,03887 Stunde 108 0,01810 0,01986
c

Abb. 2-13: Konzentrationsabhingige CAA-Effekte auf Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat
einer Mammakarzinom-Gewebeprobe

Dynamische metabolische Veradnderungen von Gewebeschnitten einer individuellen Mammakarzinom-Probe
nach CAA-Zugabe. Unbehandelte Schnitte zeigen eine leicht abfallende Aktivitat des (a) Sauerstoffverbrauchs
und der (b) Ansauerungsaktivitat Gber den Messzeitraum. Die Zugabe von CAA [50 oder 100 uM] erfolgte 24
Stunden nach dem Start der Messung Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Zytostatika-Behandlung resultiert
in einer dosisabhangigen Abnahme (a) des Sauerstoffverbrauchs und (b) der Ansaduerungsaktivitat der Zellen.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter Gewebeschnitten
(n=3). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert. (c) Der t-Test bestatigt die Signifikanz
der Wirkstoffeffekte auf die metabolische Aktivitat im Vergleich zu unbehandelten Kulturen zu verschiedenen
Zeitpunkten. grin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu
unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).

2.4.2 Individuelle metabolische Reaktionen von Mammakarzinom-Proben auf CAA
und DOX

In den mit dem IMR durchgefihrten Experimenten wurden die individuellen Reaktionen von
Mammakarzinom-Proben auf verschiedene Zytostatika untersucht. Hierfir wurde ein Teil der
Gewebeschnitte einer Mammakarzinom-Probe mit CAA, weitere Schnitte mit DOX oder gar nicht
behandelt. Die untersuchten Mammakarzinom-Gewebeproben zeigen unterschiedlich stark
ausgepragte Reaktionen auf DOX (Abb. 2-14, Abb. 2-15, Abb. 2-16). Bei allen untersuchten Proben
konnte jedoch eine rasche metabolische Reaktion auf eine CAA-Zugabe beobachtet werden. Dies ist
ein Hinweis, dass die in einigen Messungen nicht vorhandenen metabolischen Reaktionen auf DOX
nicht auf methodische Fehler zurlick zu flhren sind.

Abnahme des Sauerstoffverbrauchs als Folge einer DOX-Behandlung

In Abb. 2-14 dargestellt ist eine der ersten Messungen an humanen Mammakarzinom-Gewebeproben.
Aufgrund des noch nicht optimalen Praparationsprotokolls waren fir jede Messbedingung jeweils nur
zwei auswertbare Gewebeschnitte vorhanden. Dargestellt sind nicht normierte Daten. Erkennbar ist
die unterschiedlich hohe metabolische Aktivitdt der einzelnen Schnitte zu Beginn der Messung,
resultierend aus unterschiedlichen Zellzahlen der fir diese Messung manuell hergestellten
Gewebeschnitte. Dieses Problem konnte durch die spatere Verwendung eines Vibratoms zur
Herstellung reproduzierbarer Schnittdicken deutlich verringert werden.
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Als Folge einer Behandlung mit 5 yM DOX zeigen die Gewebeschnitte eine deutliche Abnahme des
Sauerstoffverbrauchs bis hin zum Absterben. Im Vergleich hierzu bleibt der Sauerstoffverbrauch
unbehandelter Tumorschnitte Uber den Verlauf der Messung konstant. Hieraus lasst sich tendenziell
eine Chemosensitivitat der behandelten Mammakarzinom-Gewebeschnitte gegeniiber dem Wirkstoff
DOX erkennen. Fir diese Probe sind nur Daten des Sauerstoffverbrauchs vorhanden, auch eine
Zugabe von CAA, sowie eine statistische Auswertung konnten aufgrund einer zu geringen Anzahl an
verfiigbaren vitalen Gewebeschnitten nicht durchgefihrt werden.

DOX-Zugabe

DOX [5 pM]

unbehandelt

Sauerstoffverbrauch [%/min]

0,0+ T T T T T T v T 7 v i T
0 24 48 72

Zeit [Stunden]

Abb. 2-14: DOX induzierte Hemmung des Sauerstoffverbrauchs einer Mammakarzinom-Gewebeprobe

Dynamische metabolische Veranderungen von Gewebeschnitten einer individuellen Mammakarzinom-Probe
nach DOX-Zugabe. Unbehandelte Schnitte zeigen eine gleichbleibende Sauerstoffverbrauchsrate Uber den
Verlauf der Messung. Die Zugabe von DOX [5 uM] erfolgte 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden. Dies resultiert in einer Abnahme des Sauerstoffverbrauchs bis hin zum Zelltod.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Dargestellt sind nicht normierte Daten der metabolischen Aktivitat
der einzelnen Gewebeschnitte fir jede Messbedingung (n=2).

Abnahme der metabolischen Aktivitat als Folge einer CAA-Behandlung und geringe Reaktion
auf DOX

Unbehandelte Schnitte der in Abb. 2-15 dargestellten Probe zeigten eine Verringerung des
Sauerstoffverbrauchs bei einer leichten Verringerung der Ansduerungsaktivitdt UOber den
Messzeitraum von 132 Stunden.

Die 5 yM DOX-Zugabe zeigt nur eine geringe, fir die Ansaduerungsaktivitat nicht signifikante Wirkung
(Abb. 2-15b, c). Der Sauerstoffverbrauch wird ab Stunde 72 (Stunde 96 nach Messbeginn) durch DOX
signifikant gehemmt (Abb. 2-15a). Die Zugabe von CAA [50 pM] resultiert in einer schnellen Abnahme
des Sauerstoffverbrauchs innerhalb von 12 Stunden (Stunde 36 nach Messbeginn) auf 50% des
Ausgangswertes (Abb. 2-15a). Die Ansduerungsaktivitat erreicht diesen Wert 24 Stunden nach Beginn
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der Wirkstoffzugabe (Stunde 48 nach Messbeginn) (Abb. 2-15b). Der Basiswert von 20% wird fir
Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat ca. 48 Stunden nach der CAA-Zugabe erreicht (Stunde
72 nach Messbeginn).
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Stunde 120 0,00499549 0,00879768 Stunde 120 0,00129444 0,16424779
c
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Abb. 2-15: DOX induzierte geringe Hemmung des Sauerstoffverbrauchs und der Ansauerungsrate einer
Mammakarzinom-Probe

Dynamische Veranderungen der metabolischen Aktivitit von Gewebeschnitten einer individuellen
Mammakarzinom-Probe nach CAA- oder DOX-Zugabe. Unbehandelte Schnitte zeigen einen deutlich abfallenden
(a) Sauerstoffverbrauch und eine leicht abfallende (b) Ansaduerungsaktivitat iber den Messzeitraum. Die Zugabe
von CAA [50 uM] oder DOX [5 pM] erfolgte 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber einen Zeitraum von 24
Stunden. Als Folge der CAA-Zugabe erfolgt eine rasche Abnahme (a) des Sauerstoffverbrauchs und (b) der
Ansauerungsaktivitat. Die Zugabe von DOX resultiert in einer geringen Verringerung der metabolischen Aktivitat
im Vergleich zu unbehandelten Gewebeschnitten. Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Dargestellt sind
Mittelwerte gleich behandelter Gewebeschnitte (n=5). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe
normiert. (c) Der t-Test bestatigt die Signifikanz der Wirkstoffeffekte auf die metabolische Aktivitat im Vergleich zu
unbehandelten Kulturen zu verschiedenen Zeitpunkten. griin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant
(p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).

Abnahme der metabolischen Aktivitat als Folge einer CAA-Behandlung, jedoch nicht
signifikante Reaktion auf DOX

Da das in Abb. 2-15 dargestellte Mammakarzinom-Gewebe keine eindeutige Reaktion auf die Zugabe
von DOX [5 uM] gezeigt hat, wurden die Gewebeschnitte der in Abb. 2-16 dargestellten Probe mit
einer héheren Konzentration des Zytostatikums [DOX 10 uM] behandelt, um eine mdglicherweise zu
geringe Wirkstoffkonzentration zur Erzielung metabolischer Effekte auszuschlief’en. Diese Probe
reagiert mit einer leichten, jedoch signifikanten Hemmung des Sauerstoffverbrauchs (Abb. 2-16a, c).
Im Gegensatz dazu zeigt die Ansduerungsaktivitdt im Vergleich zu unbehandelten Gewebeschnitten
einen leichten Anstieg (Abb. 2-16b). Die CAA-Zugabe [100 pM] resultiert in einer starken und
schnellen Reaktion des Zellmetabolismus. Der Sauerstoffverbrauch nimmt innerhalb von ca. 12
Stunden (Stunde 36 nach Messbeginn) um die Halfte ab (Abb. 2-16a). Bei dieser Probe tritt die
Hemmung der Ansauerungsaktivitat im Vergleich zum Sauerstoffverbrauch etwas schneller ein (Abb.
2-16b). Innerhalb von ca. acht Stunden nach der Wirkstoffzugabe (Stunde 32 nach Messbeginn)
erreicht die Ansauerungsaktivitdt 50% des Ausgangswertes. Sowohl Sauerstoffverbrauch als auch
Ansduerungsaktivitdt erreichen einen Wert von 20% nach ca. 18 Stunden (Stunde 42 nach
Messbeginn) (Abb. 2-16a, b). Unbehandelte Gewebeschnitte dieser Probe zeigen gleichbleibende und
stabile Aktivitat von Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat tiber den Messzeitraum.
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Abb. 2-16: Nicht signifikante DOX induzierte Hemmung des Sauerstoffverbrauchs und der Ansduerungs-
rate einer Mammakarzinom-Probe

Dynamische Veranderungen des Sauerstoffverbrauchs und der Ansauerungsaktivitidt von Gewebeschnitten einer
individuellen Mammakarzinom-Probe nach CAA- oder DOX-Zugabe. Unbehandelte Schnitte zeigen
gleichbleibende (a) Sauerstoffverbrauchs- und (b) Ansduerungsraten Uber den Messzeitraum. Die Zugabe von
CAA [100 uM] oder DOX [10 uM] erfolgte 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber einen Zeitraum von 24
Stunden. Als Folge der CAA-Zugabe erfolgt eine rasche Abnahme (a) des Sauerstoffverbrauchs und (b) der
Ansduerungsaktivitat. Die Zugabe von DOX resultiert in einer nicht signifikanten Verringerung des
Sauerstoffverbrauchs und zu einem nicht signifikanten Anstieg der Ansduerungsaktivitdt. Angegeben sind die
Stunden nach Testbeginn. Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter Gewebeschnitte (n=4). Die Daten
wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert. (c) Der t-Test bestdtigt die Signifikanz der
Wirkstoffeffekte auf die metabolische Aktivitdt im Vergleich zu unbehandelten Kulturen zu verschiedenen
Zeitpunkten. grin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu
unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).

Keine metabolische Reaktion auf die Zugabe von 5-FU

Die in Abb. 2-17 dargestellte Mammakarzinom-Probe zeigt eine signifikante Abnahme des Sauerstoff-
verbrauchs als Folge der Zugabe von CAA [50 uM]. Ca. 18 Stunden nach der Wirkstoffzugabe (42
Stunden nach Beginn der Messung) fallen Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat um die Half-
te ab. Jedoch zeigen unbehandelte Gewebeschnitte flr die Ansduerungsaktivitat im Vergleich eine
ebenso starke Abnahme (Abb. 2-17b). Die Zugabe von 5-FU resultiert in keinen signifikanten Ande-
rungen des Sauerstoffverbrauchs und der Ansduerungsaktivitat im Vergleich zu unbehandelten Ge-
webeschnitten (Abb. 2-17a, b, c).

Die Ansduerungsaktivitdt unbehandelter Gewebeschnitte fallt Gber den Verlauf der Messung auf einen
Minimum-Wert von 20% der Aktivitat zum Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe ab und lasst den Wirkstoffef-
fekt (CAA) somit als nicht signifikant erscheinen und ist somit schwer interpretierbar (Abb. 2-17c). Der
Sauerstoffverbrauch der unbehandelten Gewebeschnitte nimmt jedoch nur gering Gber den Verlauf
der Messung ab.
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CAA [50 uM] | 5FU [2 mM] CAA [50 uM] 5FU [2 mM]

Stunde 42 0,16216533 0,51457098 Stunde 42 0,01261488 0,01448754

Stunde 48 0,04948641 0,29255977 Stunde 48 0,27222759 0,15196348

Stunde 72 0,04087051 0,18473985 Stunde 72 0,01142505 0,70778059
c

Abb. 2-17: Nicht signifikante 5-FU induzierte Hemmung des Sauerstoffverbrauchs und der Ansauerungs-
rate einer Mammakarzinom-Probe

Dynamische Veranderungen des Sauerstoffverbrauchs und der Ansduerungsaktivitdt von Gewebeschnitten einer
individuellen Mammakarzinom-Probe nach 5-FU- oder CAA-Zugabe. Unbehandelte Schnitte zeigen eine leichte
Abnahme des (a) Sauerstoffverbrauchs und eine starke Abnahme der (b) Ansauerungsrate Uber den
Messzeitraum. Die Zugabe von 5-FU [2 mM] oder CAA [50 uM] erfolgte 24 Stunden nach dem Start der Messung
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Als Folge der CAA-Zugabe erfolgt eine rasche Abnahme (a) des
Sauerstoffverbrauchs jedoch keiner signifikanten Hemmung (b) der Ansduerungsaktivitat. Die Zugabe von 5-FU
resultiert in keiner signifikanten Veranderung der metabolischen Aktivitdt. Angegeben sind die Stunden nach
Testbeginn. Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter Gewebeschnitte (n=4). Die Daten wurden auf den
Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert. (c) Der t-Test bestatigt die Signifikanz der Wirkstoffeffekte auf die
metabolische Aktivitdt im Vergleich zu unbehandelten Kulturen zu verschiedenen Zeitpunkten. griin: Unterschied
zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant
(p>0,05).
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2.5 Metabolische und morphologische Effekte von Zytostatika auf
MCF-7 Zellen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Validierung der Messergebnisse von humanem Mammakarzi-
nom-Gewebe. Hierfir wurden parallel zu den Messungen an humanem Mammakarzinom-Gewebe
metabolische Messungen an der MCF-7 Zelllinie mit dem IMR-System unter vergleichbaren Bedin-
gungen durchgefihrt.

Um die Ergebnisse der metabolischen Messungen mit dem IMR-System zu validieren, wurden diese
anhand der Ergebnisse herkdmmlicher Methoden verglichen. Herkdmmliche Methoden konnten je-
doch aufgrund der geringen Menge an verfligbarem Tumorgewebe nicht an Mammakarzinom-Proben,
sondern nur an der MCF-7 Zelllinie durchgefuhrt werden. Wirkstoffeffekte auf die adherenten Zellen
konnten somit anhand unterschiedlicher zellularer Parameter analysiert und die Ergebnisse validiert
werden. Die verwendeten Methoden und deren Messparameter sind in Abb. 2-18 dargestellt.

Die Bestimmung der Zellzahl gibt Aufschluss Uber die Teilungsaktivitdt und die Lichtmikroskopischen
Aufnahmen Uber Veranderungen der Zellmorphologie als Resultat einer Wirkstoffzugabe. Problema-
tisch bei der Interpretation des Resazurintests ist, dass nicht eindeutig nachgewiesen ist, ob neben
mitochondrialen Dehydrogenasen104 noch weitere unbekannte intrazelluldre Mechanismen den Farb-
stoff umsetzten. Aus diesem Grund kann keine direkte Aussage Uber mitochondriale Aktivitat und
Zellvitalitat getroffen werden. In dieser Arbeit wurde der Resazurintest lediglich zu einer Abschatzung
der Vitalitat von Zellen eingesetzt.

Die humane MCF-7 Zelllinie wurde 1970 aus dem Pleuraerguss eines Adenokarzinoms der Brust ei-

ner 69-jahrigen Patientin gewonnen. Die epithelialen, adherent als Monolayer wachsenden Zellen

besitzen einen hohen Differenzierungsgrad und sind Ostrogenrezeptor-positiv>®.

. Mammakarzinom-
MCP-T Zelllinie Gewebeschnitte
CAA/DOX/5-FU CAA/DOX/5-FU
verschiedene verschiedene
Konzentrationen Konzentrationen
Resazurintest \ IMR-System
Vitalitat - - - Sauerstoffverbrauch
Lichtmikroskopie Ansauerungsaktivitat
Morphologie Morphologie

Abb. 2-18: Ubersicht der verwendeten Testmethoden und Testparameter von Messungen an MCF-7 Zellen
und Mammakarzinom-Gewebe

Ziel der Experimente war die Validierung der Ergebnisse des IMR-Systems anhand herkémmlicher Methoden und
Zelllinien. Diese wurden mit den IMR-Testergebnissen an humanen Mammakarzinom-Gewebeproben verglichen.
Aufgrund der geringen Menge an verfligbarem Tumormaterial konnte Mammakarzinom-Gewebe nicht mit
herkémmlichen Methoden untersucht werden.
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Die Testdurchfiihrung erfolgte bei allen Experimenten wie im Material und Methodenteil im Abschnitt O
beschrieben. Fir die Chemosensitivitatstests wurden die Zytostatika Chloracetaldehyd (CAA),
Doxorubicin (DOX) und 5-Fluoruracil (5-FU) verwendet, die derzeit als die wichtigsten Wirkstoffe bei
der Mammakarzinom-Behandlung gelten. Fur jedes Zytostatikum wurden Dosis-Wirkungsanalysen
durchgefiihrt. Die Wirkstoffzugabe erfolgte, sowohl mit herkdmmlichen Methoden als auch mit dem
IMR-System, nach einer 24-stiindigen Vorinkubationszeit der Proben. AnschlieRend erfolgte eine Zy-
tostatika-Zugabe Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Bis zum Ende der Messung wurden die Zellen
dann mit wirkstofffreiem Kulturmedium versorgt.

2,51 Dosisabhangigkeit der CAA-Effekte auf Metabolismus und Morphologie

CAA-Effekte auf Vitalitidt, Morphologie und Zellzahl von MCF-7 Zellen, gemessen mit Stan-
dardmethoden

Fir die Tests mit herkdmmlichen Methoden wurden MCF-7 Zellen gemal® Protokoll ausgeséat und
sechs Stunden lang vorinkubiert. Es folgte die Zugabe verschiedener Konzentrationen der Zytostatika
CAA, DOX und 5-FU. Die Vitalitat (abgeschatzt mit dem Resazurintest), die Lebend-Zellzahl (gemes-
sen mit einem Zellzahlgerat) und Morphologie (analysiert anhand manueller Lichtmikroskopie) wurden
im Abstand von 24 Stunden vor, wahrend und nach der Wirkstoffzugabe bestimmt. Da das Mamma-
karzinom-Gewebe nicht in einer ausreichend groRen Menge zur Verfliigung stand, konnten diese End-
punktmessungen nur an Zelllinien durchgefihrt werden.

Unbehandelte Zellen heften sich im Verlauf der Messung flach an die Zellkulturplatten-Oberflache an
und bilden Gber den Verlauf der Messung ein konfluentes Monolayer aus. Aufgrund ihrer Kontaktinhi-
bition nimmt die Zellzahl von diesem Zeitpunkt an nicht weiter zu, Proliferation und Apoptose stehen
im Gleichgewicht (Abb. 2-19a). Uber den 72 stiindigen Verlauf nehmen die Resazurin-Umsetzung
(Abb. 2-19a) und Zellzahl (Abb. 2-19b) insgesamt um ca. das Dreifache zu.

Die Zugabe von 5 yM CAA resultiert in einer leichten Hemmung der Resazurin-Umsetzung im Ver-
gleich zu unbehandelten Kulturen. Die Resazurin-Umsetzung steigt im Verlauf der Messung um das
2,3-fache an (Abb. 2-19b). Anhand der Zellzahlbestimmung und der lichtmikroskopischen Aufnahmen
wird deutlich, dass die mit 5 yM CAA behandelten Zellen kaum Proliferations-Aktivitat aufweisen (Abb.
2-19b, d). Die Zugabe von 10 yM CAA resultiert in einer deutlichen Hemmung der metabolischen Akti-
vitat. So kommt es im Verlauf der Messung zu einem Anstieg um das 1,5-fache der Resazurin-
Umsetzung im Vergleich zu dem Ausgangswert zum Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe (Abb. 2-19a). Im
Gegensatz hierzu fallt die Zahl an lebenden Zellen schon innerhalb der ersten 24 Stunden um die
Halfte ab, danach erfolgt eine weitere stetige Abnahme der Zellzahl bis am Ende der Messung nur
noch 25% der anfanglichen Zellzahl vorhanden ist (Abb. 2-19b). Bereits 24 Stunden nach der Wirk-
stoffzugabe zeigen die Bildaufnahmen eine Abnahme der Lebend-Zellzahl, begleitet von Veranderun-
gen der Zellmorphologie. Es kommt zu einem Verlust der Zell-Zell-Kontakte, Veranderung der intrazel-
lularen Granulierung und im weiteren Verlauf der Messung zu einem teilweisen Ablosen der Zellen
von der Plattenoberflache. Dies ist charakteristisch fur ein Absterben von Zellen als Folge der Wirk-
stoffzugabe (Abb. 2-19d). Es sind jedoch vereinzelt Zellteilungen zu beobachten. Die Behandlung mit
25 yM CAA resultiert in einem Abfall der metabolischen Aktivitat auf ca. 80% des Ausgangswertes
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schon innerhalb der ersten 24 Stunden nach Beginn der Wirkstoffzugabe (Stunde 48 nach Messbe-
ginn). Bis zum Ende der Messung bleibt die metabolische Aktivitat konstant (Abb. 2-19a). Die Bildauf-
nahmen zeigen die Abnahme der Zellzahl bereits nach 24 Stunden (Abb. 2-19d). Die Bestimmung der
Lebend-Zellzahl liefert, mdglicherweise aufgrund Probleme bei der Testdurchfiihrung, keine verwert-
baren Daten (Abb. 2-19b).

Aus dem in Abb. 2-19 ¢ dargestellten Stundent’s t-Test geht hervor, dass bereits 24 Stunden nach der
Zugabe von CAA (Stunde 48 nach Messbeginn) die metabolische Aktivitat sowie die Zellzahl bei allen
eingesetzten Konzentrationen (5, 10, 25 uM) signifikant abfallen. Die beschriebenen Ergebnisse konn-
ten in drei unabhangigen Experimenten reproduziert werden.
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Resazurin-Umsetzung Zellzahl
5uM 10 uM 25 uM 5uM 10 pM 25 uM
Stunde 48 0,00474 0,01162 0,00005 Stunde 48 0,00943 0,00212 0,00381
Stunde 72 0,00895 0,00409 0,00324 Stunde 72 0,01076 0,00577 0,00429
Stunde 96 0,00355 0,00019 0,00005 Stunde 96 0,00180 0,00440 0,00429
c

unbehandelt CAA[5pM] CAA[10puM]  CAA [25 uM]

Wirkstoffzugabe
Stunde 24

ARSI NIXY
* ' \:-: -,’*

4

i .
Ve

Stunde 96 Stunde 72 Stunde 48

Abb. 2-19: CAA-Effekte auf Vitalitit, Zellzahl und der Morphologie der MCF-7 Zelllinie gemessen mit her-
kémmlichen Methoden

CAA-Effekte auf verschiedene zellulare Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Wirkstoffzugabe.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Die Zugabe von CAA [5, 10, 25 uM] erfolgte 24 Stunden nach
Start des Experiments Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der
Wirkstoffzugabe normiert. Dargestellt ist jeweils die Standardabweichung jeder Testbedingung (n=3). Die Zugabe
von CAA resultiert in einer konzentrationsabhangigen Abnahme (a) der Umsetzung von Reszurin, (b) der Zellzahl
und (d) Veranderungen der Morphologie (Lichtmikroskop, Vergréerung 100-fach). (c) Der t-Test bestatigt die
Signifikanz der Wirkstoffeffekte im Vergleich zu unbehandelten Kulturen. griin: Unterschied zu unbehandelten
Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).
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CAA-Effekte auf Sauerstoffverbrauch, Ansauerungsaktivitat und Morphologie von MCF-7 Zellen
gemessen mit dem IMR-System

Das multiparametrische sensorbasierte IMR-System bietet im Vergleich zu den beschriebenen her-
kdmmlichen Methoden den Vorteil markerfreier Messungen und ermdglicht somit einen direkten und
zeitaufgelosten Vergleich unterschiedlicher zellularer Parameter einer Probe. Die Vitalitdt wurde an-
hand des Sauerstoffverbrauchs aus dem Kulturmedium und der Ansduerung des Mediums bestimmt.
Parallel wurden lichtmikroskopische Aufnahmen angefertigt.

Unbehandelte MCF-7 Zellkulturen zeigen in der dargestellten Messung Uber den gesamten Messzeit-
raum eine stetige Zunahme des Sauerstoffverbrauchs um ca. das 1,4-fache (Abb. 2-20a), die
Ansauerungsrate bleibt anndhernd konstant (Abb. 2-20b). Die Kulturen zeigen die typische Morpholo-
gie von MCF-7 Zellen. Die Zellen heften flach an der Oberflache an und bilden Zell-Zell-Kontakte aus.
Im Verlauf der Messung bildet sich durch die hohe Proliferationsaktivitdt der Zellen ein konfluentes
Monolayer. Ist dies erreicht, kommt es aufgrund der Kontaktinhibition der Zellen untereinander nur
noch vereinzelt zu Zellteilungen. Dieser Effekt ist in den Bildaufnahmen (Abb. 2-20d) durch das Errei-
chen einer Plateau-Phase, in der eine lediglich geringe Zunahme von Sauerstoffverbrauch und An-
sduerungsaktivitdt zu sehen ist, gekennzeichnet. Das Absterben von Zellen und die Proliferation sind
zu diesem Zeitpunkt im Gleichgewicht.

24 Stunden nach Start der Messung wurde zu einem Teil der Wells das Zytostatikum CAA in Konzen-
trationen von 5, 10 oder 25 pyM fiir einen Behandlungszeitraum von 24 Stunden zugegeben. Die Zu-
gabe von 5 yM CAA resultiert in einer sichtbaren, jedoch nicht signifikanten Hemmung des Sauer-
stoffverbrauchs aber einer signifikanten Hemmung der Ansauerungsaktivitat 24 Stunden nach Beginn
der Wirkstoffzugabe (Stunde 48 nach Messbeginn) (Abb. 2-20c). Die Ausbildung eines konfluenten
Monolayers tber den Verlauf der Messung wird nicht beeintrachtigt. Desweiteren zeigt die Zellmor-
phologie keine lichtmikroskopisch sichtbaren Unterschiede zu unbehandelten Proben (Abb. 2-20d).
Die Zugabe einer Konzentration von 10 yM CAA fihrt in der IMR-Messung zu einer Hemmung der
metabolischen Aktivitat. Es sind konstant bleibender Sauerstoffverbrauch und Ansauerungsaktivitat
bis Stunde 72 zu erkennen (Abb. 2-20a, b). Ab diesem Zeitpunkt nimmt der Sauerstoffverbrauch bis
zum Ende der Messung auf 80% des zum Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe gemessenen Wertes ab. Die
anfangs stabile Ansduerungsrate sinkt ab diesem Zeitpunkt bis zum Ende der Messung auf 60%. Die
hemmenden Effekte von 10 uM unterscheiden sich nach 48 Stunden nach Wirkstoffzugabe signifikant
von der metabolischen Aktivitat unbehandelter Proben (Abb. 2-20c). Trotz der Zugabe von 10 uM CAA
bilden die Zellen ein konfluentes Monolayer aus, ab 48 Stunden nach Wirkstoffzugabe werden Veran-
derungen der Zellmorphologie sichtbar. Zellen verlieren ihre Zell-Zell-Kontakte untereinander, kugeln
sich ab und l6sen sich vom Substrat. Kurz vor dem Ende der Messung (Stunde 90) haben sich viele
Zellen von der Plattenoberflache abgelést und werden durch den Pipettiervorgang des IMR-Systems
aus dem Well ausgespllt. Als metabolische Reaktion auf die Zugabe von 25 yM CAA zeigt sich in-
nerhalb von sechs Stunden nach Wirkstoffzugabe (Stunde 30 nach Messbeginn) eine starke Abnah-
me des Sauerstoffverbrauchs auf ca. 50% des Ausgangswerts (Abb. 2-20a). Aus den Bildaufnahmen
werden jedoch zu diesem Zeitpunkt keine morphologischen Veranderungen deutlich. Die Zellen zei-
gen die ursprungliche Morphologie, Zell-Zell-Kontakte untereinander sowie ein konfluentes Monolayer
(Abb. 2-20d).
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unbehandelt CAA[5pM] CAA[10uM]  CAA [25 uM]

Wirkstoffzugabe
Stunde 24

Stunde 48 Stunde 42 Stunde 30

Stunde 90 Stunde 72

Abb. 2-20: Dynamische CAA-Effekte auf Metabolismus und Morphologie der MCF-7 Zelllinie gemessen mit
dem IMR-System

Dynamische metabolische und morphologische Veranderungen von MCF-7 Zellen unter CAA-Einfluss.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Unbehandelte Zellen zeigen eine stetige Zunahme des (a)
Sauerstoffverbrauchs bei einer gleichbleibenden (b) Ansauerungsaktivitat Gber den Messzeitraum. Die Zugabe
von CAA [5, 10 oder 25 pM] erfolgte 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber einen Zeitraum von 24
Stunden. Die Zytostatika-Behandlung resultiert in einer dosisabhangigen Abnahme (a) des Sauerstoffverbrauchs
und (b) der Ansaduerungsaktivitdt der Zellen. Die hemmende Wirkung auf die Ansauerungsaktivitat tritt im
Vergleich zur Verringerung des Sauerstoffverbrauchs mit Verzégerung ein. Dargestellt sind Mittelwerte gleich
behandelter Wells (n=5). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert. (c) Der t-Test
bestatigt die Signifikanz der Wirkstoffeffekte im Vergleich zu unbehandelten Kulturen zu verschiedenen
Zeitpunkten. grin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0.05). schwarz: Unterschied zu
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unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05). (d) Zu verschiedenen Messzeitpunkten aufgenommene
lichtmikroskopische Bilder des jeweils gleichen Wells (Vergrofierung 100-fach). Morphologische Veranderungen
treten in Abhangigkeit von der eingesetzten CAA-Dosis auf und im Vergleich zur metabolischen Aktivitat mit
Verzdgerung ein.

Die Ansauerungsrate fallt bis Stunde 42 (18 Stunden nach der Wirkstoffzugabe) auf ca. die Halfte des
Ausgangswertes ab (Abb. 2-20b). Auch zu diesem Zeitpunkt sind keine morphologischen Verande-
rungen der Zellkulturen zu erkennen. Morphologische Veranderungen manifestieren sich erst nach ca.
24 Stunden nach Wirkstoffzugabe (Stunde 48). Ab Stunde 72 verlieren die Zellen ihre Zell-Zell-
Kontakte untereinander. Sie zeigen eine abgerundete Form, beginnen sich abzukugeln und von der
Well-Oberflache abzulésen (Abb. 2-20d). Die Sauerstoffverbrauchsrate zu diesem Zeitpunkt liegt nur
noch bei 20% und die Ansauerungsaktivitat hat auf ca. 50% der urspriinglichen Aktivitdt abgenommen
(Abb. 2-20a, b). 48 Stunden nach der Wirkstoffzugabe (Stunde 72) sind nur noch vereinzelte
apoptotische Zellen zu erkennen. Der Grofteil ist durch das Pipettieren aus dem Well ausgespult
worden. Gegen Ende der Messung sind lediglich Zelltrimmer zu erkennen (Abb. 2-20d). Sowohl Sau-
erstoffverbrauch als auch Ansauerungsaktivitat sind unter 20% der Aktivitdt zum Zeitpunkt der Wirk-
stoffzugabe gesunken. Dies wird als Zelltod definiert (Abb. 2-20a, b). Die aus der CAA-Zugabe resul-
tierende Abnahme der metabolischen Aktivitat zeigt zu allen beschriebenen Analyse-Zeitpunkten sig-
nifikante Unterschiede im Vergleich mit unbehandelten Proben (Abb. 2-20c).

Morphologische Veranderungen treten in Abhangigkeit von der eingesetzten CAA-Dosis auf. Ein di-
rekter Vergleich mit den Veranderungen der metabolischen Aktivitdt demonstriert, dass die die Zell-
morphologie betreffenden Wirkstoffeffekte mit Verzdégerung eintreten (Abb. 2-20). Drei von einander
unabhangige Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.

2.5.2 Dosisabhangigkeit der DOX-Effekte auf Metabolismus und Morphologie

DOX-Effekte auf Vitalitdt, Morphologie und Zellzahl von MCF-7 Zellen, gemessen mit Stan-
dardmethoden

Im direkten Vergleich zu den Experimenten der CAA-Behandlung von MCF-7 Zellen zeigt sich bei den
Experimenten mit DOX ein ahnlicher Effekt des Zytostatikums. Ab dem Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe
bis zum Ende der Messung nach 72 Stunden nimmt die Resazurin-Umsetzung der unbehandelten
Kulturen parallel zur Zellzahl um ca. das 2,5-fache zu (Abb. 2-21a, b). Die Lichtmikroskopischen Auf-
nahmen zeigen eine Zunahme der Zellzahl und die Ausbildung eines konfluenten Monolayers tber
den Verlauf der Messung (Abb. 2-21d).

Die Zugabe von 0,5 sowie 1 yM DOX resultiert in einer geringen Hemmung der Zellproliferation im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollproben, es kommt im Verlauf der Messung zu einem Anstieg
um ca. das 1,5-fache der Resazurin-Umsetzung im Vergleich zu dem Wert zum Zeitpunkt der Wirk-
stoffzugabe. Im Gegensatz hierzu fallt die Zahl an lebenden Zellen bis zum Ende der Messung auf
50% des Wertes zum Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe (Abb. 2-21a, b). Die lichtmikroskopischen Auf-
nahmen zeigen eine nur geringe Abnahme der Konfluenz, jedoch Veranderungen der Zellmorpholo-
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gie. Die einzelnen Zellen scheinen eine groRere Oberflache einzunehmen im Vergleich zu denen der
Kontrolle (Abb. 2-21d).

Aus dem t-Test (Abb. 2-21c) geht hervor, dass bereits 24 Stunden nach der Zugabe von 1 yM DOX
(Stunde 48 nach Messbeginn) und 48 Stunden nach der Zugabe von 0,5 yM DOX (Stunde 72 nach
Messbeginn) die Vitalitdt und Zellzahl signifikant abfallen. Die Behandlung mit 2,5 yM DOX fiihrt zu
einer Abnahme der Resazurin-Umsetzung auf 25% der Aktivitdt zu Beginn der Wirkstoffzugabe. Am
Ende der Messung betragt die Vitalitat der Zellen noch 50% des Ausgangswertes. Die Anzahl an le-
benden Zellen verringert sich jedoch innerhalb der ersten 24 Stunden nach Wirkstoffzugabe um 50%.
48 Stunden nach der Wirkstoffzugabe (Stunde 72 nach Messbeginn) sind keine lebenden Zellen mehr
zahlbar. Die stark abnehmende metabolische Aktivitat wird ebenfalls durch die lichtmikroskopischen
Aufnahmen deutlich, die innerhalb der 24 Stunden der Wirkstoffzugabe eine Wachstumshemmung,
dann eine schnelle Abnahme der Zellzahl zeigen (Abb. 2-21d). Die beschriebenen Ergebnisse konn-
ten in drei unabhangigen Experimenten reproduziert werden.
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Abb. 2-21: DOX-Effekte auf Vitalitdt, Zellzahl und der Morphologie der MCF-7 Zelllinie gemessen mit
Standardmethoden

DOX-Effekte auf verschiedene zellulare Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Wirkstoffzugabe.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Die Zugabe von DOX [0,5, 1,0, 2,5 uM] erfolgte 24 Stunden nach
Start des Experiments Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der
Wirkstoffzugabe normiert. Dargestellt ist die Standardabweichung jeder Testbedingung (n=3). Die Zugabe von
DOX resultiert in einer konzentrationsabhangigen Abnahme (a) der Umsetzung von Reszurin, (b) der Zellzahl und
(d) Veranderungen der Zellmorphologie (Lichtmikroskop, VergréRerung 100-fach). (c) Der t-Test bestatigt die
Signifikanz der Wirkstoffeffekte im Vergleich zu unbehandelten Kulturen. griin: Unterschied zu unbehandelten
Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0.05).

DOX- Effekte auf Sauerstoffverbrauch, Ansauerungsaktivitit und Morphologie von MCF-7 Zel-
len, gemessen mit dem IMR-System

In Abb. 2-22 ist eine Messung mit dem IMR-System dargestellt, bei der MCF-7 Zellen mit verschiede-
nen Konzentrationen von DOX [0,5, 1,0 und 2,5 yM] behandelt wurden. Ab dem Zeitpunkt der Wirk-
stoffzugabe zeigen unbehandelte Proben eine stetige Zunahme des Sauerstoffverbrauchs und der
Ansauerungsaktivitdt um das 2-fache bzw. 1,6-fache Uber den Verlauf der Messung mit dem IMR-
System.

Die Zugabe von 0,5 und 1 yM DOX fihrt zu einer Hemmung des Sauerstoffverbrauchs und der An-
sauerungsaktivitat der Zellen. Der Sauerstoffverbrauch nach der Zugabe von 0,5 uM DOX bleibt tber
den Verlauf des Messzeitraums konstant. Die Ansauerungsaktivitat fallt auf 60% des Anfangswertes
ab. Die Zugabe von 1 uM unterscheidet sich in ihrem Effekt auf die metabolische Aktivitat nicht gravie-
rend von der Konzentration von 0,5 uM (Abb. 2-22a, b). Die Bildaufnahmen beider Konzentrationen
zeigen zum Ende der Messung ein konfluentes Monolayer, jedoch im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen eine grofiere Zahl an apoptotischen Zellen (Abb. 2-22d).

Die Konzentration von 2,5 uyM DOX resultiert in einer deutlichen Abnahme der metabolischen Aktivitat.
Der Sauerstoffverbrauch sinkt innerhalb von 21 Stunden nach der Wirkstoffzugabe (Stunde 45 nach
Messbeginn) auf 50% ab. Die Ansauerungsaktivitat erreicht diesen Wert nach 24 Stunden (Stunde 48
nach Messbeginn) (Abb. 2-22a, b). Die Bildaufnahmen zeigen, dass neben der Proliferationshem-
mung sich zusétzlich eine groRe Zahl apoptotischer Zellen von der Plattenoberflache ablést. Uber den
weiteren Verlauf der Messung kommt es zum Absterben und dem Aussplilen der Zellen aus den Wells
der Messplatte (Abb. 2-22d). Drei voneinander unabhangige Messungen lieferten vergleichbare Er-
gebnisse.
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Wirkstoffzugabe

Stunde 48 Stunde45 Stunde 30 Stunde 24

Stunde 90 Stunde 72

Abb. 2-22: Dynamische DOX-Effekte auf Metabolismus und Morphologie der MCF-7 Zelllinie gemessen mit
dem IMR-System

Dynamische metabolische und morphologische Verdnderungen von MCF-7 Zellen unter DOX-Einfluss.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Unbehandelte Zellen zeigen eine stetige Zunahme des (a)
Sauerstoffverbrauchs bei einer gleichbleibenden (b) Ansduerungsaktivitat Uber den Messzeitraum. Die Zugabe
von DOX [0,5, 1,0, 2,5 uM] erfolgt 24 Stunden nach dem Start der Messung uber einen Zeitraum von 24 Stunden.
Die Zytostatika-Behandlung resultiert in einer dosisabhadngigen Abnahme (a) des Sauerstoffverbrauchs und (b)
der Ansauerungsaktivitat der Zellen. Die hemmende Wirkung auf die Ansauerungsaktivitat tritt im Vergleich zur
Verringerung des Sauerstoffverbrauchs mit Verzogerung ein. Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter
Wells (n>3). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert. (c) Der t-Test bestétigt die
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Signifikanz der Wirkstoffeffekte im Vergleich zu unbehandelten Kulturen zu verschiedenen Zeitpunkten. griin:
Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht
signifikant (p>0,05). (d) Zu verschiedenen Messzeitpunkten aufgenommene lichtmikroskopische Bilder des
jeweils gleichen Wells (VergroRerung 100-fach). Morphologische Veranderungen treten in Abhangigkeit von der
eingesetzten DOX-Dosis auf und im Vergleich zur metabolischen Aktivitat mit Verzégerung ein.

2.5.3 Dosisabhangigkeit der 5-FU-Effekte auf Vitalitat und Morphologie

5-FU-Effekte auf Vitalitat, Morphologie und Zellzahl von MCF-7 Zellen, gemessen mit Stan-
dardmethoden

Die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zytostatikums 5-FU [10, 100, 1000 uM] fihren, wie
auch bei CAA und DOX beobachtet, zu einer dosisabhangigen signifikanten Hemmung der Resazurin-
Umsetzung (Abb. 2-23a) und Zellzahl (Abb. 2-23b) sowie Veradnderungen der Morphologie (Abb.
2-23d) im Vergleich zu unbehandelten MCF-7 Zellkulturen. Unbehandelte Kulturen zeigen einen An-
stieg auf das 2,5-fache der Resazurin-Umsetzung, die Zellzahl steigt um das 8-fache im Verlauf der
Messung. Nach Zugabe der Konzentration von 10 pM steigt die Resazurin-Umsetzung auf das 1,5-
fache an, die Zellzahl sinkt um ca. 20%. Es zeigen sich keine Anderungen in der Zellmorphologie, das
Zellmonolayer bleibt tGber den Verlauf der Messung bestehen. Die Behandlung mit 100 uM 5-FU fihrt
zu einer Hemmung in der Zunahme der Resazurin-Umsetzung, welche bis zum Ende der Messung
um ca. 20% leicht ansteigt. Die Zellzahl fallt auf ca. die Halfte des Werts zum Zeitpunkt der Wirkstoff-
zugabe. Aus den lichtmikroskopischen Aufnahmen wird ebenfalls die leichte Abnahme der Zellzahl
Uber den Verlauf der Messung deutlich. Die Zugabe von 1000 uM flihren zu einem Absterben der
Zellen, ersichtlich aus der Abnahme der Vitalitat auf ca. 20% des Ausgangswertes und der Apoptose
der Zellen. Im Verlauf der Messung werden deutliche morphologische Veranderungen der Zellen
sichtbar. Es kommt innerhalb der ersten 24 Stunden nach Wirkstoffzugabe zu einem Verlust der Zell-
Zellkontakte. Die beschriebenen Ergebnisse wurden zweimal reproduziert.
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Abb. 2-23: 5-FU-Effekte auf Vitalitit, Zellzahl und der Morphologie der MCF-7 Zelllinie gemessen mit Stan-
dardmethoden

5-FU-Effekte auf verschiedene zellulare Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Wirkstoffzugabe.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Die Zugabe von 5-FU [10, 100, 1000 uM] erfolgte 24 Stunden
nach Start des Experiments Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der
Wirkstoffzugabe normiert. Dargestellt ist die Standardabweichung jeder Testbedingung (n=3). Die Zugabe von 5-
FU resultiert in einer konzentrationsabhangigen Abnahme (a) der Umsetzung von Resazurin, (b) der Zellzahl und
(d) Veranderungen der Zellmorphologie (Lichtmikroskop, VergréRerung 100-fach). (c) Der t-Test bestatigt die
Signifikanz der Wirkstoffeffekte im Vergleich zu unbehandelten Kulturen. griin: Unterschied zu unbehandelten
Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).
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5-FU-Effekte auf Sauerstoffverbrauch, Ansduerungsaktivitit und Morphologie von MCF-7 Zel-
len, gemessen mit dem IMR-System

In Abb. 2-24 ist eine Messung mit dem IMR-System dargestellt, bei der MCF-7 Zellen mit verschiede-
nen Konzentrationen von 5-FU [10, 100, 1000 uM] behandelt wurden. Die Foto-Aufnahmen zeigen bei
allen Wells Verunreinigungen, erkennbar als schwarze Punkte. Diese resultieren aus Anhaftungsprob-
lemen mit den auf dieser Platte aufgebrachten Sensorspots, welche sich zum Teil im Verlauf der Mes-
sung vom Substrat ablésten (Abb. 2-24b, d).
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Abb. 2-24: Dynamische 5-FU-Effekte auf Metabolismus und Morphologie von MCF-7 Zellen gemessen mit
dem IMR-System

Dynamische metabolische und morphologische Veranderungen von MCF-7 Zellen unter 5-FU-Einfluss.
Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Unbehandelte Zellen zeigen eine zunachst gleichbleibende, ab
Stunde 48 stetige Zunahme des (a) Sauerstoffverbrauchs bei einer anndhernd gleichbleibenden (b)
Ansauerungsaktivitat Uber den Messzeitraum. Die Zugabe von 5-FU [10, 100, 1000 uM] erfolgte 24 Stunden nach
dem Start der Messung Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Zytostatika-Behandlung resultiert in einer
dosisabhangigen Abnahme (a) des Sauerstoffverbrauchs und (b) der Ansauerungsaktivitdt der Zellen. Die
hemmende Wirkung auf die Ansauerungsaktivitat tritt im Vergleich zur Verringerung des Sauerstoffverbrauchs mit
Verzégerung ein. Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter Wells (n=6). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt
der Wirkstoffzugabe normiert. (c) Der t-Test bestatigt die Signifikanz der Wirkstoffeffekte im Vergleich zu
unbehandelten Kulturen zu verschiedenen Zeitpunkten. griin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant
(p<0,05). schwarz: Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05). (d) Zu verschiedenen
Messzeitpunkten aufgenommene lichtmikroskopische Bilder des jeweils gleichen Wells (VergréRerung 100-fach).
Morphologische Veranderungen treten in Abhangigkeit von der eingesetzten 5-FU-Dosis auf und im Vergleich zur
metabolischen Aktivitat mit Verzdgerung ein.

Wie auch bei Experimenten mit CAA- und DOX-Zugaben zu beobachten, ist eine deutliche Dosis-
abhangigkeit der Effekte des Zytostatikum 5-FU zu erkennen. Die Verringerung des Sauerstoffver-
brauchs durch 10 und 100 uM 5-FU ist im Vergleich zur Hemmung der Resazurin-Umsetzung deutlich
starker. Diese Hemmung scheint fir den Sauerstoffverbrauch, nicht jedoch fiir die Ansduerungsaktivi-
tat, reversibel zu sein. 24 Stunden nach Beginn der Wirkstoffzugabe, ab dem Zeitpunkt des Wirkstoff-
entzugs steigt v.a. die Sauerstoffverbrauchsrate wieder leicht an (Abb. 2-24a, b).

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen 24 Stunden nach der Zugabe aller 5-FU-Konzentrationen
(Stunde 48 nach Messbeginn) morphologische Veranderungen der Zellen. Es kommt zu Verlusten der
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Zell-Zell-Kontakte als Folge beider Wirkstoffkonzentrationen. 36 Stunden nach der Zugabe von 10 uyM
(Stunde 60 nach Messbeginn) beginnen sich die Zellen abzurunden, fir 100 uM 5-FU ist zu diesem
Zeitpunkt eine drastische Abnahme der Zellzahl und eine gro3e Zahl apoptotischer Zellen zu erken-
nen.

Konzentrationen von 100 und 1000 uM 5-FU haben innerhalb von ca. 16 Stunden (Stunde 40) eine
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs der Zellen um die Halfte zur Folge. Zu diesem Zeitpunkt ist eine
groRe Zahl apoptotischer Zellen in den mikroskopischen Aufnahmen zu erkennen. Gegen Ende der
Messung liegen sowohl der Sauerstoffverbauch als auch die Ansduerungsaktivitat unter 20% des
Wertes zum Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe. Lichtmikroskopisch sind keine lebenden Zellen mehr er-
kennbar (Abb. 2-243a, b, d).
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2.6 Einfluss des extrazellularen pH-Wertes auf metabolische Wirk-
stoffeffekte

Neben Chemosensitivitdtsmessungen an individuellem Tumorgewebe werden im Folgenden weitere
Anwendungsbereiche sensorbasierter metabolischer Analysen im klinischen Bereich aufgezeigt.

Um den grofRen Einfluss der im Tumorgewebe sich haufig und schnell verandernden extrazellularen
pH-Bedingungen auf die metabolische Aktivitdt von Zellen und vor allem deren Reaktion auf Wirk-
stoffbehandlungen zu demonstrieren, wurden Experimente mit Amilorid, einem Inhibitor des Na'/H’-
Antiporters (NHE-1), durchgefiihrt.

Zur Untersuchung des Einflusses des extrazellularen pH-Werts auf den Metabolismus und die Reakti-
onen von Zellen auf Wirkstoffzugaben, wurden MCF-7 Zellen fur die IMR-Messung nach dem Stan-
dardprotokoll (Abschnitt 5.1.2) ausgesat. Alle Kulturen wurden in den ersten sechs Stunden der IMR-
Messung in Kulturmedium mit pH-Wert 7,4 vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte bei einem Teil der Kul-
turen ein Absenken des Medien-pH-Werts auf pH 7,0, 6,5 sowie 6,0, oder ein gleichbleibender pH-
Wert von 7,4. Da zur Konstanthaltung des extrazellularen pH-Wertes das Medium gepuffert werden
musste, konnten keine auswertbaren Daten zur Ansauerungsaktivitdt gemessen werden.

2.6.1 Effekte der extrazellularen Ansauerung auf die metabolische Aktivitidt von
MCF-7 Zellen

Abb. 2-25 und Abb. 2-27 stellen den Einfluss des extrazellularen pH-Werts auf die Sauerstoffver-
brauchsrate von MCF-7 Zellen dar. Deutlich werden die dynamischen Veranderungen des Sauerstoff-
verbrauchs von MCF-7 Zellen bei unterschiedlichen extrazelluldren pH-Wert-Bedingungen. Wahrend
extrazellulare pH-Werte von 6,5 und 6,0 zu einer signifikanten Hemmung des Sauerstoffverbrauchs
fuhren, steigt der Sauerstoffverbrauch nach einem Wechsel auf einen extrazellularen pH-Wert von 7,0
im Vergleich zu unbehandelten Kulturen scheinbar leicht, jedoch nicht signifikant an (Abb. 2-25b).
Dies kénnte auf einen erhdhten Sauerstoffverbrauch zuriickzufiihren sein, resultierend aus einer ge-
steigerten Aktivitat der in der Zellmembran lokalisierten lonenkanale, die durch den Export von H'-
lonen den intrazelluldren pH-Wert auf einem leicht basischen Level halten®”%>%
Werte von 7,4 und 7,0 ermoglichen die Proliferation der Zellen, was nach ca. 72 Stunden Messdauer
zur Bildung von konfluenten Monolayern fuhrt. Deutlich wird jedoch, dass die Zelldichte bei dem pH-
Wert von 7,0 geringer ist als bei dem extrazellularen pH von 7.4 (Abb. 2-25, Abb. 2-27c). Der Wechsel
auf einen pH Wert von 6,5 hat zur Folge, dass der Sauerstoffverbrauch innerhalb von 12 Stunden

. Extrazellulare pH-

parallel zu dem von in pH 7,4 kultivierten Kulturen ansteigt. Anschlielend bleibt der Sauerstoffver-
brauch jedoch Uber den weiteren Verlauf der Messung konstant. Die Zelldichte ist bei diesen Kulturen
nach 72 Stunden nicht so hoch wie bei einem extrazellularen pH-Wert von 7,4. Es treten Licken im
Zellrasen auf und teilweise sind die Zell-Zell-Kontakte verloren gegangen (Stunde 72). Desweiteren
sind absterbende Zellen erkennbar (Abb. 2-27c). Der Wechsel auf einen extrazellularen pH Wert von
6,0 resultiert in einem leichten Abfall des Sauerstoffverbrauchs ber den Verlauf der Messung auf
50% des Wertes zum Zeitpunkt des pH-Wert-Wechsels. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen
18 Stunden nach dem pH-Wert-Wechsel (Stunde 24 nach Messbeginn) keine proliferierenden son-
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dern eine Reihe sich vom Substrat abldsenden Zellen, die schliellich aus den Wells ausgespdilt wer-
den (Abb. 2-27c). Die Daten wurden zwei Mal reproduziert.

] =—pH 7.4 unbehandelt
700 _|  ==——pH 7.0 unbehandelt

{ =——pH 6.5 unbehandelt
= pH 6.0 unbehandelt

Sauerstoffverbrauch [%]

12 24 36 48 60 72
Zeit [Stunden]
a
Sauerstoffverbrauch
pH70-pH74  pH65-pH74 | pH6,0-pH7,4
Stunde 24 0,24153 0,18440 0,04905
Stunde 48 0,92667 0,02095 0,00547
Stunde 72 0,76995 0,00625 0,00466
b

Abb. 2-25: Einfluss des extrazellularen pH-Wertes auf den Sauerstoffverbrauch von MCF-7 Zellen

(a) Dynamische Veranderungen des Sauerstoffverbrauchs von MCF-7 Zellen in Abhangigkeit von extrazellularen
pH-Wert-Bedingungen. Alle Kulturen wurden in den ersten sechs Stunden der IMR-Messung in Kulturmedium mit
pH-Wert 7,4 inkubiert. AnschlieRend erfolgte bei einem Teil der Kulturen ein Absenken des Medien-pH-Werts auf
pH 7,0, 6,5 oder 6,0 Giber den weiteren Verlauf der Messung. Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn.
Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter MCF-7 Kulturen (n=3). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt des
pH-Wert-Wechsels normiert. (b) Der t-Test bestatigt die Signifikanz des Einflusses unterschiedlicher
extrazellularer pH-Werte auf die metabolische Aktivitdt im Vergleich zu Kulturen in pH 7,4 zu verschiedenen
Zeitpunkten. grin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu
unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).
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2.6.2 Amilorid-Effekte auf die metabolische Aktivitdt von MCF-7 Zellen

Neben den oben beschriebenen Effekten des extrazellularen pH-Werts auf die metabolische Aktivitat
wurde der Einfluss verschiedener Konzentrationen des NHE-1-Inhibitors Amilorid [20, 40, 60 uM] auf
den Sauerstoffverbrauch untersucht. Alle Kulturen wurden in Kulturmedium mit pH-Wert 7,4 kultiviert.
Sechs Stunden nach Beginn der Messung erfolgte die Zugabe der verschiedenen Amilorid-
Konzentrationen Uber den weiteren Verlauf der Messung. In Abb. 2-26 sind die Veranderungen des
Sauerstoffverbrauchs von MCF-7 Zellen, resultierend aus der Zugabe verschiedener Konzentrationen
von Amilorid [20, 40, 60 uM], dargestellt. Die Zugabe von Amilorid 24 Stunden nach Start der Mes-
sung fuhrt zu einer signifikanten Wirkstoffkonzentrationsabhdngigen Hemmung [20 yM] und Abnahme
[40 und 60 uM] des Sauerstoffverbrauchs (Abb. 2-26). Da zur Konstanthaltung des Medien-pH-Wertes
dieses gepuffert werden musste, konnten keine auswertbaren Daten zur Ansauerungsaktivitat gemes-
sen werden.

Sauerstoffverbrauch [%]

a Zeit [Stunden]
Sauerstoffverbrauch
Amilorid 20 uM - Amilorid 40 uM - Amilorid 60 uM -
unbehandelt unbehandelt unbehandelt
Stunde 24 0,770822676 0,239720955 0,99366773
Stunde 48 0,056251394 0,02724557 0,0280407
b Stunde 72 0,02350 0,01191 0,01252

Abb. 2-26: Konzentrationsabhangige Amilorid-Effekte auf den Sauerstoffverbrauch von MCF-7 Zellen

Dynamische Veranderungen des Sauerstoffverbrauchs von MCF-7 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher
Amilorid-Konzentrationen [20, 40, 60 uM] bei einem extrazellularen pH-Wert von 7,4. Die Wirkstoffzugabe erfolgte
ab Stunde 24 bis zum Ende des Messzeitraums. Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Dargestellt sind
Mittelwerte gleich behandelter MCF-7 Kulturen (n=3). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe
normiert. (a) Deutlich wird die wirkstoffkonzentrationsabhangige signifikante Hemmung bzw. Abnahme des
Sauerstoffverbrauchs. (b) Der t-Test bestatigt die Signifikanz des Wirkstoffeffekts im Vergleich zu unbehandelten
Kulturen. griin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz: Unterschied zu
unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).
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2.6.3 Effekte der extrazellularen Ansdauerung auf die metabolischen Effekte von
Amilorid

Desweiteren wurden diese Effekte von Amilorid [40 uM] bei unterschiedlichen pH Werten (pH 7,4, 7,0,
6,5, 6,0) analysiert. In Abb. 2-27 dargestellt sind dynamische Veranderungen des Sauerstoffver-
brauchs von MCF-7 Zellen als Folge der Amilorid-Zugabe [40 uM] nach Azidifikation der extrazellula-
ren Umgebung. Alle Kulturen wurden in den ersten sechs Stunden der IMR-Messung in Kulturmedium
mit pH-Wert 7,4 inkubiert. Anschlief3end erfolgte bei einem Teil der Kulturen ein Absenken des Medi-
en-pH-Werts auf pH 7,0, 6,5 oder 6,0 oder ein gleichbleibender pH-Wert von 7,4 (iber den weiteren
Verlauf der Messung.

Die Zugabe von Amilorid [40 uM] resultiert bei extrazellularen pH-Werten von 7,4 und 7,0 in einer sig-
nifikanten Hemmung des Sauerstoffverbrauchs, bei pH-Werten von 6,5 und 6,0 ist keine signifikante
Hemmung im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Kulturen zu erkennen (Abb. 2-27a, b).

Die zu verschiedenen Messzeitpunkten aufgenommenen lichtmikroskopischen Bilder zeigen keine
Unterschiede der Zellmorphologie zwischen behandelten und unbehandelten Kulturen bei den jeweili-
gen pH-Werten (Abb. 2-27c). Der Wirkstoffeffekt scheint sich lediglich in der metabolischen Aktivitat
und nicht in der Zellmorphologie zu manifestieren. Morphologische Veranderungen treten hingegen in
Abhangigkeit vom extrazellularen pH-Wert auf (Abb. 2-27¢). Da zur Konstanthaltung des Medien-pH-
Wertes dieses gepuffert werden musste, konnten keine auswertbaren Daten zur Ansduerungsaktivitat
gemessen werden. Alle Daten wurden zwei Mal reproduziert.

4 =pH 7.4 unbehandelt
1 ==&=pH 7.4 + Amilorid [40 uM]
700 7 =——pH 7.0 unbehandelt
{ ===pH 7.0 + Amilorid [40 uM]
1 =—pH 6.5 unbehandelt
600 | =><=pH 6.5+ Amilorid [40 pM]
4 =—pH 6.0 unbehandelt
500 ] =><¢—pH 6.0 + Amilorid [40 uM]

400

Sauerstoffverbrauch [%]

] ) oy a
300
200 ‘
100 14 UL
i ] Amilorid-Zugabe
12 24 36 48 60 72
Zeit [Stunden]
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pH 6,5 +
Amilorid [40 pM]

pH 6,0 +

pH 6,5 Amilorid [40 pM]

pH 6,0

Abb. 2-27: pH-Wert abhidngige Amilorid-Effekte auf den Sauerstoffverbrauch von MCF-7 Zellen

(a) Dynamische Veranderungen des Sauerstoffverbrauchs von MCF-7 Zellen in Abhangigkeit von extrazellularen
pH-Wert-Bedingungen und Amilorid-Behandlungen. Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn. Dargestellt
sind Mittelwerte gleich behandelter MCF-7 Kulturen (n=3). Die Daten wurden auf den Zeitpunkt des pH-Wert-
Wechsels normiert. Alle Kulturen wurden in den ersten sechs Stunden der IMR-Messung in Kulturmedium mit pH-
Wert 7,4 inkubiert. Anschlieend erfolgte bei einem Teil der Kulturen ein Absenken des Medien-pH-Werts auf pH
7,0, 6,5 oder 6,0 Uber den weiteren Verlauf der Messung. Nach 24 Stunden Messdauer wurde Amilorid [40 uM]
zu einem Teil der Zellkulturen zugegeben U(ber den gesamten weiteren Verlauf der Messung. (b) Zu
verschiedenen Messzeitpunkten aufgenommene lichtmikroskopische Bilder des jeweils gleichen Wells
(Vergrofterung 100-fach). Morphologische Veranderungen treten in Abhangigkeit vom extrazellularen pH-Wert,
jedoch nicht in Abhangigkeit von einer Wirkstoffzugabe auf. (c) Der t-Test bestatigt die Signifikanz des Einflusses
verschiedener extrazelluldrer pH-Werte auf die durch Amilorid induzierte Hemmung des Sauerstoffverbrauchs im
Vergleich zu unbehandelten Kulturen. griin: Unterschied zu unbehandelten Proben signifikant (p<0,05). schwarz:
Unterschied zu unbehandelten Proben nicht signifikant (p>0,05).
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Einflisse auf den pradiktiven Wert von Chemosensitivitatstests

3 Diskussion und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, auf der Basis des neuentwickelten sensorbasierten IMR-Testsystems?®*
einen pradiktiven metabolischen Chemosensitivitatstest fir die Tumortherapie zu entwickeln und auf
sein Potenzial fir zuklnftige klinische Anwendungen an humanen Tumorgewebeproben zu testen®®.
Anhand von Veranderungen der metabolischen Aktivitdt sollte zwischen Sensitivitdt und Resistenz
individueller humaner Mammakarzinom-Gewebeproben gegeniiber verschiedenen chemotherapeuti-
schen Wirkstoffen differenziert werden.

Um mehrtdgige metabolische Messungen durchfiihren zu kdnnen, musste ein speziell auf die Anfor-
derungen an Chemosensitivitdtstests mit dem Testsystem abgestimmtes standardisiertes Praparati-
ons- und Messprotokoll entwickelt werden. Dieses Ziel wurde durch die Definition einer Standard Ope-
rating Procedure (SOP), beschrieben in Abschnitt 4, umgesetzt.

Die erreichten Ziele bezlglich der Anforderungen an einen aussagekraftigen pradiktiven Chemosensi-
tivitatsassay sowie die Verbesserungsmoglichkeiten der metabolischen Messungen mit dem IMR-
System werden im Folgenden im Vergleich mit anderen derzeit verfligbaren Chemosensitivitadtsassays
diskutiert. Zunachst werden die allgemeinen Einflisse auf die pradiktive Aussagekraft von in vitro
Chemosensitivitdtsmessungen zusammengefasst. AnschlieRend werden die Mdglichkeiten und Limi-
tierungen derzeit verfiigbarer Chemosensitivitatstests diskutiert und mit den Eigenschaften des IMR-
Systems verglichen. Danach wird auf die wichtigsten Aspekte der Entwicklung des Praparations- und
Messprotokolls eingegangen. Es folgt eine Diskussion der Validierung des Messsystems anhand her-
kdmmlicher Methoden und einer Zelllinie. Weiterhin werden die Ergebnisse mehrtagiger Chemosensi-
tivitdtstests von verschiedenen humanen Mammakarzinom-Proben analysiert. Der darauf folgende
Abschnitt befasst sich mit den Perspektiven der personalisierten Medizin in der Onkologie. Abschlie-
Rend werden mogliche Einsatzgebiete des Messsystems, vor allem im medizinischen Bereich, be-
schrieben und erforderliche Optimierungen diskutiert.

3.1 Einflusse auf den pradiktiven Wert von Chemosensitivitatstests

Die wichtigsten Aspekte flr einen sinnvollen molekularen oder metabolischen Chemosensitivitatstest
sind Spezifitat und Sensitivitat der pradiktiven Aussage. Um einen aussagekraftigen Chemosensitivi-
tatstest zu erhalten, missen alle Faktoren, die Einfluss auf die Sensitivitdtseigenschaften einer Tu-
morzelle haben kénnen, in den Test mit einbezogen werden. Hierbei spielt die Heterogenitat der Tu-
mor-Mikroumgebung eine ausschlaggebende Rolle.

3.1.1 Tumorheterogenitat

Die Interaktionen zwischen Krebszellen und den Zellen ihrer Umgebung generieren einen Kontext, der
das Tumorwachstum beglinstigt und die Sensitivitats- und Resistenzeigenschaften der einzelnen Tu-
morzellen verandert. Hierbei spielen die pH-Eigenschaften des Gewebes, die Gewebesauerstoff-
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konzentration und die Eigenschaften der vorhandenen Tumor- und Nicht-Tumorzellen eine gravieren-
de Ro”e39,42,45,84,86

Durch Mutationen der Karzinomzellen (klonale Diversifizierung), die spontan, aber auch durch Veran-
derungen der extrazellularen Umgebung ausgeldst werden, kommt es zu einer Heterogenitat der Sen-
sitivitats- und Resistenzeigenschaften verschiedener Bereiche innerhalb eines Tumors>*®"19"1%2,

Bei den durch die Tumor-Mikroumgebung ausgelésten Resistenzeigenschaften spielen, wie in Ab-
schnitt 1.6.2 beschrieben, folgende Faktoren eine fihrende Rolle:

e Die zumeist unkoordinierte Durchblutung des Tumors determiniert die verfligbare Zytostatika-
Konzentration im Gewebe™.

e Der Gewebe-pH-Wert beeinflusst die Diffusion und Aktivitat von Wirkstoffen'%%'%,

e Hypoxische Eigenschaften des Gewebes vermindern das Ansprechen auf Therapien’®%.
e Interaktionen mit Nicht-Tumorzellen verandern die Eigenschaften von Tumorzellen'?’.
e Tumorassoziierte Gewebezellen besitzen eine eigene spezifische Sensibilitat gegentber Zy-

tostatika, die die Reaktion des gesamten Tumors auf eine Therapie beeinflusst®®.

Fir die Genauigkeit der pradiktiven Aussage eines Chemosensitivitatstests spielt es somit eine grolie
Rolle, in wie weit die variierenden Bedingungen der Mikroumgebung verschiedener Tumorbereiche in
den Test und die Ergebnisanalyse einbezogen werden kdénnen.

3.1.2 Dateninterpretation

Die Zuverlassigkeit der Aussage Uber Chemosensibilitat hangt stark von den verwendeten Definitio-
nen von Chemosensitivitat und Chemoresistenz ab. Die Kriterien hierfir miissen bei jedem Test ein-
deutig gewahlt werden. Dies erfordert aufwandige, aussagekraftige klinische Studien, welche fir die
meisten verflugbaren Chemosensitivitatsassays bisher kaum vorliegen.

3.2 Modglichkeiten und Limitierungen aktueller Ansatze zur
Chemosensitivitats-Analyse

Der Aufbau und Ablauf eines Chemosensitivitatstests beeinflussen gravierend das Testergebnis und
dessen Genauigkeit. Grundsatzlich sind Unterschiede in den Messergebnissen der verschiedenen
molekularen und Proliferations-Assays auf die technische Durchfiihrung, besonders aber die verwen-
deten Marker zur Bestimmung von Sensitivitat oder Resistenz zurlickzufiihren. Diese Faktoren mis-
sen in der Dateninterpretation adaquat beriicksichtigt werden.

Da bisher fir keines der derzeit verfiigbaren Testprinzipien, d.h. sowohl fiir molekulare als auch meta-
bolische Chemosensitivitdtsassays, keine eindeutigen Studienergebnisse vorliegen, lasst sich derzeit
keine abschlielende Aussage darlber treffen, welches Testprinzip eine grolkere Genauigkeit in der
pradiktiven Aussage bietet. Hier sind weitere umfangreiche klinische Studien nétig.
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3.2.1 Molekulare Testmethoden

Die rasanten Fortschritte im Bereich der DNA- und Protein-Microarray-Technik weisen, basierend auf
bereits verfligbaren Daten, auf ein zuklinftiges Potenzial fir individuelle onkologische Diagnostik und
personalisierte Therapie hin. Die Mdglichkeit des Hochdurchsatz-Screenings erlaubt die Analyse einer
Vielzahl noch nicht bekannter molekularer Marker. Diese ermoglichen eine weitere Unterteilung der
genetisch heterogenen Subgruppen, die auch bei histologisch gleich klassifizierten Tumoren auftreten.
Auf dieser Basis konnen zukinftig weitere, noch gezieltere Therapien entwickelt wer-

10,13,14,16,18,38,47,49,50,87
den )

Gen- und Protein-Expressionsanalysenwg'171’206'207

bieten die Mdglichkeit, auf der Basis der Expressi-
on definierter Schlliisselenzyme Prognosen Uber den Krankheitsverlauf und das individuelle Rezidiv-
Risiko, sowie pradiktive Aussagen Uber den Erfolg zielgerichteter molekularer Therapie-Regime zu
treﬁen10,13,14,16,18,40,49,51,52,89

mafigen Einsatzes in der klinischen Praxis erreicht.

. Bisher haben diese Methoden jedoch noch nicht den Status des routine-

Das Rezidiv-Risiko einer Brustkrebserkrankung, welches mit dem grundsatzlichen Nutzen einer Che-
motherapie in Zusammenhang steht, 1asst sich anhand der Expressionsstarke der proteolytischen
Enzyme uPA und PAI-1 abschatzen'?*"#°, Diese sind verantwortlich fiir die Metastasierungsfahigkeit
und Invasivitat eines Tumors. Prognosen auf der Basis von Markern der Metastasierungsfahigkeit
besitzen nachgewiesenermalen eine hohe Vorhersagegenauigkeit und sind als Prognosemarker in
der Onkologie akzeptiert2. Analysemethoden wie bspw. der MammaPrint-Assay oder Oncotype DX-
Test kdnnen derzeit nur bei bestimmten Gruppen von Brustkrebspatientinnen sinnvoll eingesetzt wer-

den10,51.

Schllsselrollen flr ein verstarktes Tumorwachstum spielen iberaktive Hormon- und Wachstumsfak-

tor-Rezeptoren (HER2, Ostrogen, Progesteron)'*'9*°

und intrazellulare Tyrosinkinasen, die an Sig-
nalwegen beteiligt sind, an deren Ende das Induzieren der Zellproliferation und verstarkte metaboli-
sche Aktivitat stehen (z.B. Abl, Src, Ras, Ki67, Rb, Myc, Akt, Bcl2, s. Abb. 1-5)'%1638405053.54 " Ganeti-
sche Expressionsanalysen (z.B. FEMTELLE-uPA/PAI-1-Test'>4"1"", OncotypeDX—Bz’169 und
Mammaprint-Assay'%°"""°)

rungsfordernden Faktoren und ermdglichen einen gezielten Einsatz von Antihormontherapien und
15-19,40,49

identifizieren diese individuell Gberaktiven proliferations- und metastasie-

Tyrosinkinase-Inhibitoren

Jedoch unterliegt der pradiktive Wert dieser Assays methodenbedingten, nicht zu unterschatzenden
Limitierungen. Die Analyse der DNA- und Proteinexpression einer Zelle kann zwar einen Hinweis auf
das Vorhandensein oder eine Uberexpression bestimmter Zielmolekiile geben, jedoch l3sst die reine
Expression eines einzelnen Proteins nicht zwangslaufig auf eine bestimmte phanotypische Reaktion

21,22,55,208

der Zelle schlief3en . Aufgrund des sehr komplexen, dynamischen und redundanten Zusam-

menspiels zwischen Proteinen intrazellularer Signalwege kann selbst bei einem wirkstoffinduzierten

2122 Diese

Aktivitdtsverlust eines Proteins die Signalgebung zur Proliferation aufrecht erhalten werden
Resistenzmechanismen einer Zelle gegeniiber Chemotherapeutika lassen sich mit Gen- und Protein-
expressions-Assays nicht identifizieren. Genexpressions-Analysen liefern weiterhin lediglich eine Mo-
mentaufnahme des aktuellen genotypischen Zustands einer Zelle. Es Iasst sich keine Aussage daru-
ber treffen, ob die fur den Therapieerfolg verantwortlichen Proteine Uber einen langeren Zeitraum
exprimiert werden und Einfluss auf die Chemosensitivitat haben®'??

Protein-Expressions-Analysen sowie Tests auf der Basis von Einzelzellsuspensionen (Abschnitt 1.7)

. AuRerdem koénnen Gen- und
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Uber die, fir die Sensitivitatseigenschaften eines Tumors ausschlaggebenden Faktoren der Tumor-
Mikroumgebung keine Informationen liefern.

3.2.2 Metabolische Testmethoden

Metabolische Testmethoden, zu denen auch das in dieser Arbeit beschriebene sensorbasierte Test-
system gehort, bieten die Mdglichkeit, Sensitivitat und Resistenz von individuellem lebenden Tumor-
gewebe anhand von Veranderungen der metabolischen Aktivitat als Reaktion auf eine Wirkstoffzuga-
be zu analysieren.

Ein groRRer Einfluss auf die Testaussage kann der Lange des Analyse-Zeitraums zukommen. Bei vie-
len Zytostatika, wie bspw. DOX, tritt aufgrund ihres Wirkmechanismus der zytostatische Effekt erst

"7 Eine zu kurze Testdauer

nach mehreren Tagen ein, da sie bevorzugt auf die Zellteilung wirken
von Proliferationstests kann somit zu falsch negativen Ergebnissen fiihren, da im Testzeitraum nicht
proliferierende, aber chemosensitive Tumorgewebeproben falschlicherweise als resistent gegeniber
dem Wirkstoff interpretiert werden. Auch in einer Probe moglicherweise vorhandene, wenig proliferie-
rende Tumorstammzellen kdnnen somit nicht in die Aussage Uber Chemosensitivitat oder Resistenz
mit einbezogen werden. Dies begriindet die relativ niedrige Vorhersagegenauigkeit der Chemosensiti-

vitat der bisher verfiigbaren Assays''®'**.

Fir die Untersuchung langsam auf den Zellmetabolismus wirkender Zytostatika und im Hinblick auf
langsam proliferierende Tumorzellen sollte somit ein mdglichst langer Zeitraum eines Chemosensitivi-
tatstests gewahlt werden. Jedoch ergeben sich auch hierbei Probleme bei der Interpretation der Che-
mosensibilitat von explantierten Tumorgewebeproben: neben dem Vitalitatsverlust als Folge der Ex-
plantation, kann es zu Veranderungen der metabolischen und Proliferationsaktivitat als Reaktion auf

204209 " Fine verstarkte Proliferationsrate resultiert in

die ex vivo Gewebekulturbedingungen kommen
haufigeren Mutationen Tumorzellen, die die Chemosensitivitat gravierend beeinflussen und somit das
Testergebnis verfalschen kénnen?®. Um einerseits eine fiir den Wirkeintritt von Zytostatika ausrei-
chende Zeitspanne zu gewahrleisten, andererseits aber das Risiko der Ergebnisverfélschung durch
Mutationen zu minimieren, muss der Zeitraum eines Chemosensitivitatstests sorgfaltig ausgewahlt

und in die Dateninterpretation mit einbezogen werden.

Ein groRes Problem bei der Interpretation von Wirkstoffeffekten bei metabolischen Chemosensitivitats-
assays ist eine moglicherweise sehr groRe Differenz zwischen der exakt bekannten Wirkstoffkonzent-

ration in vitro und der nur schwer abschatzbaren, tatsachlich erreichbaren individuellen Konzentration

108,127

des Therapeutikums in vivo . Die effektiv in vivo erreichbare Wirkstoffdosis hangt von individuel-

len physiologischen Parametern ab wie Nierenfunktion, Leberfunktion, Herz-/Kreislauf-Situation und

Tumorgewebeeigenschaften'"'%. Die im Blut-Plasma von Patienten maximal erreichbare DOX-Dosis

11

liegt bei ca. 5 yM, allgemein jedoch bei 1-2 yM""'. Eine CAA-Konzentration von 40 uM kann im Plas-

ma erreicht werden?"'

. Da die Auspragung zellularer Effekte einer Zytostatika-Behandlung stark mit
der eingesetzten Wirkstoffdosis korreliert'"’

test geeigneten Wirkstoffkonzentration somit schwierig. Dies verringert die Vergleichbarkeit mit der in

, ist die Wahl der fur den individuellen Chemosensitivitats-
vivo Situation. Liegt die effektive therapeutische Dosis deutlich unter der im Test eingesetzten, liefert
der Chemosensitivitatsassay moglicherweise ein falsch positives Ergebnis. Dies begriindet, dass

Sensitivitatstests eine hohere Fehlerquote aufweisen als einfache Chemoresistenztests.
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3.3 Potenzial sensorbasierter metabolischer Testmethoden

In den letzten Jahren wurde verstarkt der Ansatz verfolgt, mithilfe sensorbasierter Systeme die meta-
bolische Aktivitdt und Morphologie individueller Tumorgewebeproben anhand extrazellularer Parame-
ter zu untersuchen®*?°. Hierbei werden im Gegensatz zu Gen- und Protein-Expressionstests nicht nur
einzelne intrazellulare Proliferations- oder Metabolismus-Marker bestimmt, sondern die aus den kom-
plexen, intrazellular ablaufenden Mechanismen resultierende Gesamtheit der phanotypischen Reakti-
onen in vitro analysiert. Chemosensitivitdt oder Resistenz wird anhand der wirkstoffinduzierten Veran-
derungen der Vitalitat oder Morphologie von Tumorzellen definiert. Alle derzeit erhaltlichen sensorba-
sierten Systeme (XCELLigence-System'®¢, ECIS-System', Cytosensor Microphysiometer'®, CellKey-
System'®, XF-Analyser'®®, Bionas 2500 Discovery-System'®®, IMOLA®**'® IMR-System®'*?) sind bis-
her noch nicht ausreichend klinisch validiert und fiir die Routinediagnostik zugelassen.

Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile von sensorbasierten Methoden anhand des in dieser
Arbeit eingesetzten IMR-Systems analysiert und den derzeit verfiigbaren sensorbasierten Assays
gegenibergestellt.

Multiparametrische Analysen

Multiparametrische Messungen mit dem hier beschriebenen Messsystem ermoglichen eine direkte
Korrelation der vier relevanten Parameter des Zellmetabolismus und der Morphologie untereinander,
wodurch der Informationsgehalt und die Aussagekraft dieses Systems gegeniliber herkdmmlichen
Chemosensitivitdtsassays oder genetischer Analysen gravierend gesteigert wird.

Bei einigen im Handel erhaltlichen sensorbasierten Analyse-Systemen wird jedoch lediglich ein ein-
zelner Parameter analysiert und auf dieser Basis Aussagen Uber die metabolische Aktivitat und Vitali-
tat getroffen (xCELLigence-System'®¢'81% EC|S-System'®''®*| CellKey-System'®*'").

Viele durch extrazelluldre Stimuli ausgeldste zelluldre Reaktionen manifestieren sich zunachst auf
genetischer Ebene und im Zellmetabolismus. Erst nach einem langeren Zeitraum zeigen sie sich auch
in der Morphologie oder dem Anheftverhalten von Zellen. Dies wird am Beispiel der Behandlung von
MCF-7 Zellen mit den Zytostatika CAA und DOX deutlich (Abb. 2-20, Abb. 2-22). Es ist moglich, dass
durch einen Wirkstoff die Zellmorphologie gar nicht beeinflusst wird, wie aus der in Abb. 2-27 darge-
stellten Messung, am Beispiel der Effekte von variierenden extrazellularen pH-Werten und des Effekts
des NHE-1 Inhibitors Amilorid, ersichtlich wird. Es ist somit problematisch, auf der Grundlage nur ei-
nes Parameters auf die komplexen, in der Zelle ablaufenden metabolischen Prozesse und pharmako-
logischen Reaktionen zu schlieRen?'. Hierdurch kann es zu Fehlinterpretationen der Testergebnisse
kommen.

Markerfrei

Die markerfreie Bestimmung des Gehalts an Geldstsauerstoff im Kulturmedium ermdglicht Rick-
schlisse auf den zelluldren Sauerstoffverbrauch und somit eine Abschatzung der mitochondrialen
Aktivitat. Veranderungen des Medien-pH-Werts erlauben Rickschlisse auf die Ansduerungsaktivitat
und somit eine Abschatzung der glykolytische Aktivitat von Zellen und Geweben??®. Messungen der
Zellimpedanz ermdglichen Aussagen uber das Anheftungsverhalten von Zellen am Substrat. Die
Zellmorphologie wird mit mikroskopischen Aufnahmen dokumentiert. Die Datenerfassung des nicht
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3 Diskussion und Ausblick

invasiven sensorbasierten IMR-Messsystems wird nicht nach dem Prinzip der Endpunktmethoden
durchgefiihrt, sondern erfolgt fiir denselben Gewebeschnitt dynamisch Uber den gesamten Testzeit-
raum. Die kontinuierliche Datenaufzeichnung erlaubt Analysen der metabolischen Aktivitat jeder ein-
zelnen Probe mit hoher zeitlicher Auflésung vor, wahrend und nach einer Wirkstoffzugabe27’176'
179(Abb. 3-2). Die Messung der relativen metabolischen Anderungen erméglicht somit eine von der

absoluten Zellzahl eines Gewebeschnitts unabhangige Analyse.

Echtzeitmessung

Erfassung und Analyse der Messdaten finden beim IMR-System in Echtzeit statt. Hierbei lassen sich
sieben Messpunkte pro Well und 20 minttigem Pipettierzyklus sowie ein Foto aufzeichnen. Dank der
Echtzeit-Datenanalyse kann der Anwender in den Verlauf der Messung jederzeit interaktiv eingreifen.
Durch die hohe Datenrate sind dynamische Analysen schneller Veranderungen des Zellmetabolismus
moglich. Die Genauigkeit der Messdaten und deren Interpretation wird durch die simultane Messung

mehrerer zellularer Parameter®®?’ gravierend erhdht.

Automatisierung und Messzeitraum

Einige Publikationen demonstrieren das Potenzial von Chemosensitivitdtstests anhand von

212-214 227 oder Mammakarzinom-Gewebeschnitten*2°.

Zelllinien , primadren Tumorzellsuspensionen
Bisher wurden jedoch nur wenige Messungen mit sensorbasierten Messsystemen an primaren huma-
nen Gewebeproben iiber einen Zeitraum von mehr als 24 Stunden verdffentlicht®®. Kurze Testzeitrau-
me wurden einerseits wegen eingeschrankter Gewebe-Vitalitdt gewahlt, andererseits wegen techni-
scher Limitationen der Messmethode, wie bspw. Probleme bei der Versorgung mit Nahrmedien

(XCELLigence-System'® und XF Analyser'®).

Aufgrund der in dieser Arbeit entwickelten und optimierten SOP fiir die Probenpraparation lieen sich
die Uberlebensdauer des Primargewebes und damit der Messzeitraum im IMR-System auf vier bis
funf Tage verléngern%. Durch Automatisierung der Ablaufe und Verwendung mikrofluidischer Systeme
I&sst sich der Proben-Durchsatz erheblich steigern und gleichzeitig der Arbeits- und Kostenaufwand
reduzieren®'’®. Die simultane Messung von 24 Wells mit dem IMR-System ermdglicht es, eine gréRere
Anzahl Wirkstoffe an einer Probe parallel zu untersuchen und direkt miteinander zu vergleichen. Dies
erhoht die statistische Signifikanz der Messergebnisse. Die bisher verfligbaren sensorbasierten meta-
bolischen Assays mit Fluidiksystem erlauben hingegen maximal sechs bis acht parallele
Messungen184,195,196
suchungen von 96 Proben geplant.

. Zur weiteren Optimierung des IMR-Systems ist ein Verfahren fir parallele Unter-

Mithilfe des IMR-Systems kdnnen dank der dynamischen, mehrtdgigen und multiparametrischen Mes-
sungen sowohl kurzfristige Effekte auf den Zellmetabolismus und die Morphologie erfasst, als auch
komplexe langerfristige Wirkmechanismen von Medikamenten und Veranderungen der Apoptose- und

Proliferationseigenschaften von Zellen und Geweben analysiert werden®®2°"2'°,

Problematisch bei allen metabolischen und Proliferationstests ist, dass Zellen sich mit der Zeit an ver-
anderte Umgebungsbedingungen anpassen, und sich dadurch ihre urspriinglichen Sensitivitats- und
Resistenz-Eigenschaften verandern kdénnen. Im Gegensatz zu mikrofluidischen Systemen veréndert

193

sich bspw. bei dem XF Analyzer ™ die Zusammensetzung des Kulturmediums im Verlauf der Mes-

sung unkalkulierbar, da dieses nicht komplett ausgetauscht werden kann.
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3.3.1 Modifikationen der extrazellularen Bedingungen

Im Gegensatz zu Gen- und Protein-Expressionsanalysen bieten mikrofluidische, sensorbasierte
Messsysteme die Moglichkeit, sich verandernde extrazellulare Bedingungen zu simulieren. Die Zu-
sammensetzung des Kulturmediums beziglich des Sauerstoffgehalts und des pH-Werts, aber auch
die Nahrstoffverfigbarkeit kdnnen gezielt variiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden am Bei-
spiel der MCF-7 Zelllinie die Effekte der in Tumoren haufig variierenden extrazellularen pH-
Bedingungen auf den Sauerstoffverbrauch untersucht. Es zeigte sich eine zur extrazellularen Ansaue-
rung (pH 6,5 und pH 6,0) proportionale Abnahme des Sauerstoffverbrauchs, was auf eine Hemmung
der mitochondrialen Aktivitat als Folge einer intrazellularen Ansauerung hindeutet. Jedoch resultiert
der Wechsel des Medien-pH von 7,4 auf 7,0 in einer Zunahme des Sauerstoffverbrauchs der Zellen
(Abb. 2-25). Mdglicherweise ist dies, bedingt durch das Absinken des intrazellularen pH-Levels, auf
einen gestiegenen Energiebedarf zur verstérkten Aktivierung und Expression von Na'/H"-Antiportern
und weiterer membrangebundener lonen-Transportsysteme zuriickzufiihren?'’. Eine Zugabe des
NHE-1-Antiporter-Hemmers Amilorid demonstrierte die Abhangigkeit der Aktivitat eines Wirkstoffes
von dem extrazellularen pH-Milieu. Im Vergleich zu der deutlichen Hemmung des Sauerstoffver-
brauchs in Bereichen von einem extrazellularen pH-Wert von 7,0 und hoher, hat Amilorid bei extrazel-
luldren pH-Werten von 6,5 und 6,0 keinen Effekt auf die Sauerstoffverbrauchsrate der Zellen (Abb.
2-27). Auch firr die Wirksamkeit von Zytostatika wie bspw. DOX, Cyclophosphamid oder 5-FU wurde
eine starke Abhangigkeit vom intra- und extrazellularen pH-Wert nachgewiesen'*®?'®. Dieser Aspekt
wurde bisher bei Chemosensitivitdtsanalysen nicht bertcksichtigt.

3.4 Entwicklung eines sensorbasierten metabolischen Chemo-
sensitivitatstests

3.4.1 Anforderungen an einen klinisch routinemaBig einsetzbaren Chemo-
sensitivitiatstest mit hohem pradiktiven Wert

Die in der Einleitung in Abschnitt 1.10 beschriebenen Faktoren, welche den pradiktiven Wert eines
Chemosensitivitdtstests determinieren, sowie die Anforderungen an die klinische Anwendbarkeit sind
in Tabelle 3-1 zusammen gefasst. Diese Anforderungen wurden an den in dieser Arbeit zu entwi-
ckelnden Chemosensitivitatstest gestellt.
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3 Diskussion und Ausblick

Tabelle 3-1: Anforderungen an einen klinisch routineméafig einsetzbaren Chemosensitivititstest mit ho-
hem pradiktivem Wert

Pradiktiver Wert Klinische Anwendbarkeit

méglichst genaue Ubereinstimmung des Testergebnis-
ses mit der in vivo Chemotherapie

leichte Bedienbarkeit

hohe Evaluierbarkeit (>90%) Automatisierung

geeignete Testparameter zur Bestimmung von Chemo-

e . glinstige Kosten-Nutzen-Relation
sensitivitat und -Resistenz

Standardisierung und Reproduzierbarkeit in verschie-

zeitnahes Ergebnis
denen Labors

definierter Endounkt der M Verwendung kleiner Probenmengen, z.B. Feinnadel-
efinierter Endpunkt der Messun
P g Biopsate oder Reste der histopathologischen Proben

objektive und klar definierte Kriterien firr die Analyse und
Interpretation der Daten (Definition von Chemosensitivi-
tat und Resistenz)

Anwendbarkeit fir verschiedene Tumortypen

ausreichende Anzahl an Replikaten zur statistischen
Evaluierung

3.4.2 Analyse von Gewebeschnitten

Um mdglichst in vivo nahe Analyse-Bedingungen zu schaffen, wurde in dieser Arbeit entschieden,
einen Chemosensitivitatstest auf der Basis von Gewebeschnitten zu entwickeln. Ein wesentlicher Vor-
teil der Verwendung von Gewebeschnitten flir Chemosensitivitatstests gegentiber Zellsuspensionen
besteht darin, dass Proben in ihrem urspringlichen Zellverband belassen werden. Im Gegensatz zur
Verwendung von Zellsuspensionen verbessern die erhalten bleibenden Zell-Zell-Interaktionen inner-
halb des Gewebeverbands die Aussagegenauigkeit des Assays. Nicht-Tumor-Zellen wie tumorassozi-

ierte Fibroblasten**®

und Immunzellen®*®® besitzen, wie oben beschrieben, einen vergleichbaren
Einfluss auf die Progression und Chemosensitivitdt eines Tumors wie die einzelnen Karzinomzellen

selbst und kénnen somit den Erfolg einer Tumor-Therapie wesentlich mitbestimmen*2828486.88

Ein genereller Kritikpunkt an Messungen einzelner Gewebeschnitte ist, dass diese nur einzelne Berei-
che innerhalb eines Tumors widerspiegeln im Gegensatz zu Zellsuspensionen, die ein Gemisch aus
Zellen des gesamten Tumors darstellen. Es stellt sich somit die Frage, ob die Ergebnisse der Chemo-
sensitivitatstests an einzelnen Gewebeschnitten auf den gesamten Tumor Ubertragbar sind und eine
reprasentative pradiktive Aussage flr in vivo Chemotherapien liefern.

Als Losungsansatz werden bei dem hier vorgestellten metabolischen Analysesystem 24 Gewebe-
schnitte aus verschiedenen Bereichen einer Gewebeprobe untersucht und statistisch ausgewertet
(Abschnitt 2.4). Die Heterogenitat der Gewebeeigenschaften spiegelt sich sowohl in der Starke der
Vitalitatssignale verschiedener Gewebeschnitte als auch in deren unterschiedlichen metabolischen
Reaktionen auf Wirkstoffzugaben wider®®® (Abb. 2-14).
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3.4.3 Entwicklung eines Praparations- und Messprotokolls

Anforderungen und Umsetzung

Ziel war es, einen Chemosensitivitatstest mit hohem pradiktiven Wert zu entwickeln, der mdglichst
viele der genannten Anforderungen erfillt und die Probleme der bereits verfiigbaren Assays (s. Ab-
schnitte 1.7, 1.8 und 3.2) umgeht. Hierfir wurden eine Reihe konkreter Anforderungen an die Prépara-
tion vitaler Mammakarzinom-Gewebeproben und die Durchfiihrung der metabolischen Messungen
gestellt:

e Erhaltung der Vitalitat und Qualitat des Primargewebes Uber einen Messzeitraum von mindes-
tens drei bis vier Tagen. Unbehandelte Gewebeproben dirfen Uber den gesamten Testzeit-
raum nur geringfligig an Vitalitat verlieren, da dies fiir die Standardisierbarkeit des Tests sowie
die Vergleichbarkeit unterschiedlich behandelter Gewebeschnitte einer bzw. unterschiedlicher
Proben erforderlich ist.

e Die Praparation muss gewebsschonend und dabei praktikabel in der Durchfiihrung sein.

e Moglichst genaue Nachstellung der physiologischen in vivo Bedingungen fur aussagekraftige
Ergebnisse.

e Ausreichend groRe Anzahl an Replikaten fur statistische Signifikanz-Tests.

e Standardisierbarkeit und Reproduzierbarkeit des Praparations- und Messprotokolls.

Diese Anforderungen konnten in der entwickelten SOP (Abschnitt 4) grof3tenteils umgesetzt werden.
Die hierbei relevantesten Arbeitsschritte lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Praparation humaner Mammakarzinom-Gewebeproben im Testlabor unmittelbar vor der Mes-
sung.

e Dank der Schneidetechnik mit einem Vibratom Erhaltung einer hohen Vitalitat bei wenig zeit-
aufwandiger und schonender Praparation.

e Metabolische Messungen an Gewebeschnitten. Diese spiegeln die individuelle tumorspezifi-
sche in vivo Mikroumgebung von Karzinomzellen mit groRtmdglicher Genauigkeit wider.

e Standardisierung und Vergleichbarkeit der Messungen durch reproduzierbare Schnittgrofie
und Schnittdicke. 250 uym dicke Schnitte mit einem Durchmesser von 5 mm erweisen sich fur
metabolische Messungen mit dem IMR-System als am geeignetsten. Diese Schnittdicke ge-
wahrleistet eine zur Versorgung aller Gewebezellen ausreichende Diffusion von Nahrstoffen
und O, in alle Gewebeschichten.

e Eine Konzentration von 5% FCS im Messmedium zeigte sich in dieser Arbeit als geeignet zum
Erhalt der Vitalitat von Primargewebe. Serumersatz scheint weniger geeignet, patienteneige-
nes Serum konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert werden.

e Durchfiihrung der Messungen (Uber einen Zeitraum von mindestens drei Tagen.

e Medienwechsel im 20-Minuten-Rhytmus, Wirkstoffzugabe 24 Stunden nach Start der Mes-
sung uber einen Zeitraum von 24 Stunden.

Die Herstellung von Gewebeschnitten mit einem Vibratom erfordert einen geringeren zeitlichen und

' und Zellsuspensionen?'**?. Ein weite-

methodischen Aufwand als die Praparation von Spharoiden
rer wesentlicher Vorteil ist die nur geringe Beeinflussung der Probe durch duflere mechanische und

enzymatische Faktoren. Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten SOP zur Probenprapara-
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3 Diskussion und Ausblick

tion und des Messprotokolls konnte die Proben-Vitalitadt Gber einen Zeitraum von mehr als vier Tagen
erhalten werden.

Probleme bei der Entwicklung des Praparations- und Messprotokolls

Durch das in dieser Arbeit entwickelte Praparationsprotokoll fir Mammakarzinom-Gewebe kann zwar
eine gute Qualitat der Gewebeschnitte Uber einen mehrtagigen Messzeitraum erhalten werden, jedoch
besteht Verbesserungsbedarf hinsichtlich der Praktikabilitdt und des Zeitaufwands bei der Herstellung
von Gewebeschnitten:

e Der Zeitaufwand des Schneidevorgangs muss verringert werden. Derzeit sind alternative
Schneidemethoden in Entwicklung.

e Das Einlegen der Gewebeschnitte in die Messplatte ist umstandlich.

e Zur Befestigung des Gewebes auf dem Probenteller des Vibratoms sollte eine Alternative zu
dem mdglicherweise zellschadigenden Kleber gefunden werden.

¢ Feinnadel-Biopsiematerial kann fir metabolische Messungen mit dem IMR-System nicht ver-
wendet werden. Die Anzahl der gewonnenen Zellen ist auch bei Verwendungung etwas gro-
Rerer Kanllen zu gering, um detektierbare Signale zu erzielen. Hierzu sind Modifikationen des
Testsystems nétig, bspw. eine Verringerung des Kulturvolumens.

Anfangliche Messungen, die im Rahmen der Entwicklung des Praparations- und Messprotokolls
durchgefiihrt wurden, lieferten nach 24 Stunden nur eine geringe Anzahl vitaler Gewebeschnitte. Un-
behandeltes Gewebe zeigte eine rasch abnehmende Vitalitdt Gber den Verlauf der Messung bis hin
zum Absterben der Proben (Abb. 2-8, Abb. 2-9, Abb. 2-10). Bei diesen Vitalitatsverlusten konnte nicht
ausreichend zwischen mdglichen Transportschaden, Praparations- oder technischen Problemen
(bspw. einer schlechten Qualitat der optischen Sensorspots oder Fehler beim Pipettiervorgang) diffe-
renziert werden.

Manuell hergestellte Gewebeschnitte zeigten stark variierende Schnittdicken resultierend in stark
schwankenden Zellzahlen und somit metabolischen Signalstarken in der IMR-Messung (Abb. 2-14).
Schnitte mit Dicken von Uber ca. 350 um verhindern den Durchfluss des Mediums durch die Kultur-
kammer. Auch ist die Diffusion von O, und Nahrstoffen in innere Zellschichten bei diesen Schnittdi-
cken nicht gewahrleistet. Zu dinne Schnitte hingegen besitzen eine zu geringe Zellzahl, um eine aus-
reichende detektierbare Signalstarke zu generieren. Weiterhin ist bei Schnitten einer Dicke von <150
Mm der Prozentsatz an Zellen vermutlich sehr hoch, die durch den Schneidevorgang beschadigt wer-
den®". Fiir metabolische Untersuchungen mit dem Testsystem erwiesen sich Durchmesser von 5 mm
und Dicken von Gewebeschnitten von 200 bis 250 ym als am besten geeignet. Diese Schnittdicken
gewabhrleisten die Diffusion von Nahrstoffen, O, und Wirkstoffen auch in tieferliegende Gewebeschich-

178,221-223
ten .

Das Aufliegen der Gewebeschnitte auf einem Nylonnetzchen ermdéglicht den Medienaustausch an den
Sensoren, birgt aber die Gefahr, dass die direkt auf dem Netz aufliegende Gewebebereiche nicht mit
Kulturmedium versorgt werden und absterben kénnten (Abb. 3-1). Dies kdnnte dazu flhren, dass die
untersuchten Gewebeschnitte sich in ihren Sensitivitats- und Resistenzeigenschaften nicht in vivo
entsprechend verhalten. Hier sind Optimierungen, bspw. durch ein verandertes Layout der Messplatte
und somit ein Vermeiden der Netzchen, sinnvoll.
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Abb. 3-1: Mammakarzinom-Gewebeschnitt in einem Well der Messplatte

Aufsicht auf ein Well mit eingelegtem Nylonnetz und Gewebeschnitt (250 uym Dicke). Das Nylonnetz verhindert
den direkten Kontakt der Probe mit den Sensoren auf dem Plattenboden. VergréfRerung 20x.

Die Behandlung wahrend des Vorgangs der Explantation und des Transports zum Testlabor spielen
neben einem schonenden Praparations- und Messprotokoll eine gravierende Rolle bei der Erhaltung
einer hohen Vitalitdt von Primargewebe. Schon wahrend der Explantation oder des Transports kann
es zu Schaden der Proben kommen, die einen erheblichen Vitalitdtsverlust zur Folge haben. Eine
Rolle spielen kénnen hierbei eine mogliche Austrocknung des Gewebes nach der Explantation, eine
nicht ausreichend kihle Lagerung, ein ungeeignetes Transportmedium oder eine zu lange Transport-
dauer (>24 Stunden). Im Rahmen dieser Arbeit konnten der Ablauf der Probenentnahme in der Klinik
und der Transport nicht llickenlos nachvollzogen werden und deshalb bei der Interpretation der Mes-
sergebnisse nicht berticksichtigt werden. Es ist daher erforderlich, zusatzlich zu der im Rahmen dieser
Arbeit etablierten SOP fir Praparation und Messung, den Explantationsablauf und Probentransport zu
standardisieren und zu dokumentieren. Die derzeitige Transportdauer von bis zu 24 Stunden sollte im
Hinblick auf die Probenqualitat deutlich verkirzt werden.

Mit der Definition und Festlegung einer SOP zur reproduzierbaren Herstellung von geeigneten Gewe-
beschnitten sowie den parallel durchgefiihrten technischen Optimierungen des Testsystems konnte
die Anzahl der vitalen Schnitte pro Messung drastisch gesteigert und das Gewebe Uber einen Zeit-
raum von mehreren Tagen am Leben erhalten werden (Abb. 2-16, Abb. 2-10). Die parallelen Messun-
gen von 24 Gewebeschnitten ermdglichen signifikante statistische Auswertungen. Der geringe Vitali-
tatsverlust der Gewebeschnitte erlaubt sensorbasierte metabolische Messungen Uber Zeitraume von
mehr als vier Tagen.
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3.5 Validierung der Aussagekraft des IMR-Systems

3.5.1 Metabolische Analysen mit herkdmmlichen Methoden und mit dem IMR-System

Zur Validierung der Aussagegenauigkeit des IMR-Systems wurden mit der MCF-7 Zelllinie durchge-
fuhrte IMR-Messungen mit parallel und vergleichbar durchgefiihrten etablierten Endpunktassays ver-
glichen. Als Vitalitatsparameter wurden bei den Messungen mit dem IMR-System der Sauerstoffver-
brauch aus dem Kulturmedium, die Ansauerung des Mediums und die Morphologie der Zellen be-
trachtet. Parallel wurden anhand etablierter Methoden die Vitalitdt (Resazurin-Test), die Proliferations-
aktivitat (Zellzahlbestimmung) und Morphologie (Fotoaufnahmen) der Zellen bestimmt. Die Ergebnisse
zeigten im Vergleich zu den Messungen von Sauerstoffverbrauch, Ansauerungsaktivitat und Morpho-
logie mit dem IMR-System prinzipiell vergleichbare dosisabhangige Effekte der Zytostatika CAA, DOX
und 5-FU (Abb. 2-19, Abb. 2-20, Abb. 2-21, Abb. 2-22, Abb. 2-23, Abb. 2-24). Die Aussagen des IMR-
Systems konnten somit anhand herkdmmlicher etablierter Assays verifiziert werden.

Der direkte Vergleich demonstriert jedoch die Limitierungen in Informationsgehalt und Aussagekraft
von Endpunktassays gegeniber sensorbasierten Methoden. In Abb. 3-2 sind Testergebnisse eines
Resazurin-Tests und einer IMR-Messung gegenibergestellt. Endpunktanalysen erfordern fir jeden
Messzeitpunkt eine eigene Probe, wodurch eine sehr hohe Probenzahl bendtigt wird. Da Schnitte aus
einem individuellen humanen Tumor haufig eine sehr heterogene Gewebezusammensetzung aufwei-
sen, kann deren metabolische Aktivitat und Reaktion auf &auRere Einflisse wie Zytostatika-
Behandlungen variieren**"*'"'. Dies verringert erheblich die Vergleichbarkeit der Messwerte der je-
weiligen Zeitpunkte und somit die Aussagekraft des Endpunkttests. Uber metabolische oder morpho-
logische Veranderungen im Intervall zwischen den einzelnen Messpunkten kdnnen auf der Basis von
Endpunktmethoden keine Riickschliisse gezogen werden (Abb. 3-2a). Sensorbasierte Messsysteme
hingegen ermoglichen basierend auf der nicht-invasiven Datenerfassung eine dynamische Analyse
der metabolischen Aktivitat eines Gewebeschnitts Gber den gesamten Testzeitraum mit hoher zeitli-
cher Auflosung®2?®'7¢° Dies erfasst eine Vielzahl von Informationen, die anhand Endpunktmetho-
den nicht erhalten werden kénnen. Bspw. zeigt die in Abb. 3-2b dargestellte sensorbasierte Messung
innerhalb der ersten 12 Stunden nach der Zugabe von CAA [25 um] eine sehr starke, in den folgenden
12 Stunden jedoch moderate Verringerung des Sauerstoffverbrauchs von MCF-7 Zellen. Diese dyna-
mischen Veranderungen kénnen durch den alle 24 Stunden durchgeflhrten Resazurin-Test nicht dar-
gestellt werden (Abb. 3-2a). Fur eine bessere Kinetik misste eine groRere Anzahl an Messungen zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt werden.
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Abb. 3-2: Limitierter Informationsgehalt von Endpunktmessungen im Vergleich zu sensorbasierten Me-

Veranderungen der metabolischen Aktivitdt von MCF-7 Zellen als Folge einer CAA-Zugabe. (a) Vitalitat
gemessen durch den Resazurin-Test, (b) Gesamt-Sauerstoffverbrauch gemessen durch das IMR-System. Die
IMR-Messung demonstriert dynamische, nicht linear verlaufende Veranderungen der metabolischen Aktivitat als
Folge einer Wirkstoffzugabe. Der Resazurin-Test lasst als Endpunktmethode keine Ruckschlisse auf
metabolische Veranderungen der Proben im Intervall zwischen den Messpunkten zu. Da fiir jeden Messzeitpunkt
eine eigene Probe bendtigt wird, kann die Ausagekraft des Resazurin-Tests durch mdgliche individuelle
metabolische Aktivitdten verschiedener Proben herabgesetzt sein.
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Im Gegensatz zu nicht-invasiven und markerfreien sensorbasierten Testsystemen erfordern Analyse-
methoden wie der Resazurin-Test die Zugabe von organischen oder reduzierenden Agentien zum
Kulturmedium. Mdéglicherweise beeinflussen diese die metabolische Aktivitat oder sind innerhalb eines
nicht bestimmbaren Zeitraums toxisch fiir Zellen. Bei dem in dieser Arbeit als alternative Testmethode
angewendeten Resazurin-Test werden laut Herstellerangabe, anhand der mitochondrialen Dehydro-
genase-Aktivitdt Rickschlisse auf die Funktion der Mitochondrien gezogen. Hierbei ist jedoch nicht
auszuschliel®en, ob nicht noch weitere, bisher nicht identifizierte mitochondriale und zytoplasmatische
104162 Diese konnten die Regulation der
mitochondrialen Atmung beeinflussen, von Resazurin jedoch nicht umgesetzt und somit durch die

Enzyme an der Umsetzung des Farbstoffs beteiligt sind

Messung nicht erfasst werden. Hierdurch kann die Aussage Uber die mitochondriale Aktivitat ver-
falscht werden.

3.5.2 \Validierung der Messergebnisse von Gewebeproben

Zur Validierung der mit dem IMR-System erhaltenen Ergebnisse von Mammakarzinom-
Gewebeschnitten wurden diese mit identisch durchgefiihrten Messungen an der MCF-7 Zelllinie ver-
glichen. Da fir eine IMR-Messung 24 Gewebeschnitte mit Dicken von 250 ym und Durchmessern von
mind. 5 mm bendtigt werden, ist fiir eine Messung eine Gewebeprobe mit den Mindestmafien von 0,7
cm x 0,7 cm x 6 cm bzw. zwei Proben mit den MalRen 0,7 cm x 0,7 cm x 3 cm erforderlich. Haufig war
diese Gewebemenge aufgrund geringer Tumorgré3en jedoch nicht verfiigbar. Deshalb waren paralle-
le vergleichende Analysen mit bereits etablierten herkdmmlichen Methoden (z.B. Resazurintest) nicht
durchfihrbar, fir die als Endpunktmethoden eine weitaus grolkere Gewebemenge erforderlich gewe-
sen ware.

Metabolische Untersuchungen mit dem IMR-System an Tumorproben und Zelllinien lieferten nach
Zugabe verschiedener Wirkstoffe gut tbereinstimmende Ergebnisse. Es sind dosisabhangige Effekte
auf die metabolische Aktivitdt der Zellen und der Gewebeschnitte zu beobachten (Abb. 2-20, Abb.
2-22, Abb. 2-24, Abb. 2-13). Die hemmende Wirkung von Zytostatika (CAA, DOX, 5-FU) auf die meta-
bolische Aktivitdt von Tumorgewebeschnitten tritt im Vergleich zu den Zelllinien mit einer zeitlichen
Verzogerung ein. Wie in Abb. 3-3 am Beispiel des Sauerstoffverbrauchs dargestellt, ist flr einen ahn-
lich starken Wirkstoff-Effekt auf den Zellmetabolismus eine etwa doppelt so hohe Konzentration des
Wirkstoffs im Vergleich zu Zelllinien erforderlich.

Bei Gewebeschnitten muss das Pharmakon durch mehrere Zellschichten diffundieren, um auf alle
Gewebezellen einwirken zu kdnnen. Dies erklart mdglicherweise das verzdgerte Auftreten der meta-
bolischen Effekte. Desweiteren wird die Konzentration des aktiven Wirkstoffs gravierend durch die

individuellen Eigenschaften des Tumorgewebes beeinflusst®®%6108127,

Im Gegensatz hierzu sind Einzelzellsuspensionen unmittelbar nach der Zugabe der Substanzen der
gewulinschten Konzentration ausgesetzt, resultierend in einer unmittelbaren Reaktion auf die Behand-
lung. Ein Vergleich mit einer friiheren Studie mit einem ahnlichen sensorbasierten Testsystem zeigt
bei Zugabe derselben CAA-Konzentration eine deutlich schnellere Abnahme des Sauerstoffver-
brauchs als bei den in dieser Arbeit untersuchten Proben?.

Da explantiertes Primargewebe unter ex vivo-Bedingungen kontinuierlich an Vitalitat zu verliert?™,

zeigt ein Teil der Experimente eine stetige leichte Abnahme der metabolischen Aktivitdt von un-
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behandelten Gewebeschnitten iber den Verlauf der Messung (Abb. 3-3). Um die Vitalitatsschwankun-
gen einzelner Gewebeschnitte in das metabolische Testergebnis mit einzubeziehen, wurden maglichst
viele Gewebeschnitte einer Probe derselben Behandlung unterzogen und die Ergebnisse statistisch
ausgewertet.
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Abb. 3-3: Vergleichbare aber zeitlich verzogerte Wirkstoffeffekte auf Gewebeproben und MCF-7 Zellen

Dynamische Veranderungen des Sauerstoffverbrauchs von Gewebeschnitten einer Mammakarzinom-Probe
(blau) und MCF-7 Zellen (schwarz) nach CAA-Zugabe. Unbehandelte Schnitte zeigen eine leicht abfallende,
unbehandelte MCF-7 Zellen eine Zunahme der metabolischen Aktivitat Uber den Messzeitraum. Die Zugabe von
CAA (Gewebeschnitte: 50 uM, MCF-7 Zellen: 25 uM) erfolgt 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden. Die Zytostatika-Behandlung resultiert in einer dosisabhangigen Abnahme (Linie mit
Kreuzen) des Sauerstoffverbrauchs von Gewebe und Zelllinie. Trotz einer doppelt so hohen CAA-Konzentration
tritt die hemmende Wirkung auf den Sauerstoffverbrauch des Gewebes im Vergleich zu der Zelllinie, bedingt
durch die Diffusionsstrecke durch mehrere Gewebeschichten, mit Verzégerung ein. Angegeben sind die Stunden
nach Testbeginn. Dargestellt sind Mittelwerte gleich behandelter Gewebeschnitte (n=5) und Zellkulturen (n=6).
Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert.
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3.6 Mehrtagige Chemosensitivitatstests an humanem Mammakarzinom

Die Mdglichkeit von Wirkstoffanalysen (ber einen Zeitraum von mehreren Tagen wurde bereits in
anderen Arbeitsgruppen an Zelllinien demonstriert, konnte jedoch bisher noch nicht fir Gewebepro-
ben etabliert werden. Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein Praparations- und Messverfahren
zu entwickeln welches es ermdglicht, die Vitalitdt von Tumorgewebeproben Uber 72 bis 96 Stunden
auf einem hohen Niveau zu erhalten. Teilweise waren bis zu 132 Stunden Messdauer moglich. Wie
aus einem Teil der Messungen hervorgeht, wird ein Zeitraum von 48 Stunden nach Beginn der Wirk-
stoffzugabe bendtigt, um nicht nur sichtbare, sondern auch statistisch signifikante (p<0,05) Hemmun-
gen des Sauerstoffverbrauchs und der Ansauerungsaktivitat durch Zytostatika nachzuweisen (Abb.
2-13).

Markerfreie Langzeitmessungen der metabolischen Aktivitdt mit hoher zeitlicher Auflésung stellen
einen markanten Fortschritt in der Erforschung pharmakologischer Wirkmechanismen dar, insbeson-
dere im Bereich der klinischen Onkologie.

3.6.1 Nachweis von Chemosensitivitdt und Chemoresistenz individueller
Mammakarzinom-Gewebeproben

Im Rahmen dieser Arbeit konnten individuelle metabolische Reaktionen von Gewebeproben mehrerer
Patientinnen auf unterschiedliche Zytostatika nachgewiesen werden.

Bei einigen Proben konnte als Reaktion auf eine DOX-Behandlung eine Abnahme des Sauerstoffver-
brauchs bis hin zum Absterben der behandelten Gewebeschnitte gezeigt werden (Abb. 2-14). Eine
Probe reagierte mit einer sichtbaren, aber statistisch nur fir den Sauerstoffverbrauch signifikanten
Abnahme (Abb. 2-15), eine andere zeigte gar keine Verdnderungen ihrer metabolischen Aktivitat
(Abb. 2-16).

Die mit CAA behandelten Mammakarzinom-Proben zeigten im Gegensatz zu DOX behandelten Pro-
ben eine schnell eintretende, direkt hemmende Wirkung sowohl auf den Sauerstoffverbrauch als auch
mit Verzdgerung auf die Ansauerungsaktivitat, resultierend im Absterben aller untersuchten Proben
(Abb. 3-4, Abb. 2-15, Abb. 2-13, Abb. 2-16, Abb. 2-17).

Der unmittelbar eintretende Effekt von CAA ist auf eine Zunahme an Reactive Oxygen Species (ROS)
und einen Abfall des mitochondrialen Membranpotenzials zurlickzufiihren®#'*. Der Wirkstoff hat somit
einen unmittelbaren, zellzyklusunabhangigen Effekt auf die metabolische Aktivitat der Tumorzellen"'*
" Im Gegensatz zu den Wirkmechanismen von CAA wird vermutet, dass DOX in der verwendeten
Konzentration von 5 uM hauptsachlich DNA-Schaden induziert, die die Zellproliferation verhindern und
den Zelltod zur Folge haben, aber der Zellmetabolismus in dieser Konzentration erst mit Verzdégerung
beeinflusst wird. Obwohl die Zytotoxizitat von DOX prinzipiell nicht Zellzyklus-spezifisch ist, zeigt der
Wirkstoff eine verstarkte Aktivitat wahrend der spaten S-Phase des Zellzyklus. Weitere zellschadigen-
de Effekte scheinen erst ab hdheren Konzentrationen einzutreten'"'"”. Somit hat DOX einen stérke-
ren Effekt auf schnell proliferierendes Tumorgewebe als CAA, das einen unmittelbaren, zellzyklusun-
abhangigen Effekt aufweist. Der zeitlich unterschiedliche Wirkungseintritt von CAA und DOX konnte in
dieser Arbeit konzentrationsunabhangig nachgewiesen werden. Die pharmakologischen Effekte mani-
festieren sich auch dann, wenn das Zytostatikum nach einer 24-stiindigen Behandlung wieder abge-
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setzt wird. Die beobachteten metabolischen Effekte und ausgeldsten zellularen Reaktionen scheinen
bereits bei niedrigen Konzentrationen irreversibel zu sein. Wegen der nicht vollstandig aufgeklarten
Wirkmechanismen von Zytostatika erschwert die Vielzahl an unbekannten Effekten eine valide Vo-
raussage Uber die therapeutische Wirksamkeit und Uber mdgliche Nebenwirkungen auf gesundes
Gewebe.

Die ausgepragte Reaktion aller mit CAA und einiger mit DOX behandelten Gewebeschnitte weist eine
ausreichende Wirkstoff-Diffusion auch in tiefer gelegene Gewebeschichten nach. Somit liegen bei den
Messungen, bei denen DOX keine Wirkung auf die Vitalitat zeigte, vermutlich keine durch die Lange
der Diffusionsstrecke methodisch bedingten Fehler vor.

Die im Rahmen dieser Arbeit fir Chemosensitivitatstests eingesetzten Konzentrationen von CAA [50
und 100 yM] und DOX [5 und 10 yM] entsprechen nicht genau den Wirkstoffdosen, die in der klini-
schen Behandlung tatsachlich auf die Tumorzellen einwirken''"?'". Wie bereits beschrieben, kdnnen
individuelle physiologische Parameter, die die Wirkstoffkonzentration im Kdrper beeinflussen, nicht
bertcksichtig werden. Jedoch war es nicht das Ziel dieser Arbeit, die in vivo Zytostatika-
Konzentrationen moglichst genau nachzustellen. Vielmehr sollte nachgewiesen werden, dass Chemo-
sensitivitditsmessungen mit dem IMR-System prinzipiell mdglich sind. In folgenden Untersuchungen
mussen sowohl die Zytostatika-Konzentrationen als auch der Zeitraum der Wirkstoffoehandlung an die
in vivo Bedingungen angepasst werden.

3.6.2 Veranderung des metabolischen Profils durch CAA-Behandlung

Aufgrund der multiparametrischen Messungen erlaubt das IMR-System, das Verhaltnis des Sauer-
stoffverbrauchs zur Ansduerungsaktivitat zu analysieren. So lassen sich Veranderungen des metabo-
lischen Profils (Quotient Sauerstoffverbrauch / Ansduerungsaktivitat) als Folge einer Behandlung mit
CAA zeitaufgelOst darstellen. Unbehandelte Gewebeschnitte zeigen ein tber den Verlauf der Mes-
sung konstant bleibendes Verhaltnis dieser beiden Vitalitdtsparameter. Als Folge einer CAA-Zugabe
zeigt sich im Verlauf der Wirkstoffbehandlung eine deutliche, dosisabhéngige Abnahme des metaboli-
schen Profils (Abb. 3—4)25. Dies lasst auf einen rapiden Funktionsverlust der Mitochondrien nach der
Wirkstoffzugabe schlieRen, wahrend die glykolytische Aktivitat erst mit Verzdégerung beeintrachtigt
wird.
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Abb. 3-4: Verdnderungen des metabolischen Profils durch eine CAA-Behandlung

(a) Sauerstoffverbrauch und (b) Ansauerungsaktivitdit von Gewebeschnitten einer Mammakarzinom-Probe nach
CAA-Zugabe [50 oder 100 pM] ab Stunde 24 (ber einen Zeitraum von 24 Stunden. Es ist eine
konzentrationsabhangige Hemmung der metabolischen Aktivitdt erkennbar. (c) Aus diesen Daten berechnetes
metabolisches Profil als Quotient O, / pH Uber 90 Stunden. Unbehandelte Gewebeschnitte zeigen ein
gleichbleibendes metabolisches Profil, CAA-behandelte Gewebeschnitte eine konzentrationsabhangige
Verschiebung hin zu einem verminderten Sauerstoffverbrauch. Angegeben sind die Stunden nach Testbeginn.
Die Daten wurden auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe normiert. Dargestellt sind Mittelwerte gleichbehandelter
Gewebeschnitte (n=3).

3.6.3 Definition von Chemosensitivitit und Chemoresistenz

Zur Interpretation der metabolischen Messungen mit dem IMR-System wurden die Daten jeweils
gleichbehandelter Gewebeschnitte einer Patientenprobe auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe nor-
miert und gemittelt. Es wurden zwei Kriterien fir die Sensitivitat von Proben gegeniiber Wirkstoffen
definiert:

e Signifikanter (p<0,05) Vitalitadtsverlust wahrend einer Zytostatika-Behandlung im Vergleich zu
unbehandelten Proben desselben Tumors im Verlauf der Messung.

e Am Ende der Messperiode mdglicherweise noch detektierbare Signale von Ansauerungsakti-
vitat und Sauerstoffverbrauch liegen unter 20% des Ausgangssignals.

Zur Definition von ,Zelltod“ als eindeutiger Parameter flir die Chemosensitivitat einer Gewebeprobe ist
eine markante Abnahme beider metabolischen Parameter (Sauerstoffverbrauch und Ansduerungsak-
tivitat) ausschlaggebend. Es kann jedoch vorkommen, dass bei multiparametrischen Messungen nur
ein Parameter eine signifikante Reaktion auf eine Wirkstoffzugabe zeigt. Fur zukinftige klinische An-
wendung des IMR-Systems stellt sich somit die Frage, wie solche nicht eindeutigen Messergebnisse
zu interpretieren sind.
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Das Ziel geplanter weiterfihrender Studien ist es, anhand einer gréReren Datenbasis objektive und
eindeutige Kriterien fir Chemosensitivitat oder Resistenz von Tumorgewebeproben zu definieren.

Aufgrund der Messung mehrerer Replikate derselben Gewebeprobe bietet sich die Mdglichkeit, die
metabolische Aktivitat einzelner Gewebeschnitte vergleichend zu analysieren und deren Relevanz fur
das Testergebnis zu bestimmen. Weiterhin ware bei der Interpretation multiparametrischer Messun-
gen eine starkere Gewichtung eines Parameters mdglich. In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die
Sauerstoffverbrauchsrate tendenziell schneller abnimmt als die Ansauerungsaktivitat (z.B. Abb. 2-15).
Es ist bekannt, dass in Abhangigkeit vom Wirkmechanismus viele Zytostatika zunachst die Mitochond-
rien schadigen, bevor sie die Proliferationsaktivitat beeintrachtigen''*. Tumorzellen koénnen jedoch
auch bei einer beeintrachtigten Funktion der Mitochondrien iberleben®. Aus diesem Grund wére bei
der Definition von Zellvitalitat eine gréRere Gewichtung der Ansauerungsaktivitat sinnvoll, da diese
Hinweise auf die Starke der glykolytischen Aktivitat gibt.

Eine weitere, Ubliche Methode der Interpretation unklarer Testergebnisse ist die Klassifizierung der
Chemosensibilitat einer Probe als ,intermediar‘. Dies wird derzeit bspw. beim Mammaprint und

Oncotype DX-Test angewendet'®*'"°.

3.7 Einsatzmodglichkeiten des IMR-Systems im Bereich Forschung und
Entwicklung

Neben der Mdglichkeit der Chemosensitivitats- und Resistenz-Testung im Vorfeld einer Chemothera-
pie bieten sensorbasierte metabolische Testsysteme in der pharmakologischen und Grundlagenfor-
schung eine Reihe weiterer Anwendungsmdglichkeiten?*?%.

Beim Wirkstoff-Screening kdnnen heutzutage mithilfe von Hochdurchsatz-Verfahren in kurzer Zeit eine
Vielzahl von Molekulaktivitdten vollautomatisch analysiert werden. Das IMR-Messsystem wurde hier-
bei die Mdoglichkeit bieten, die durch molekulare Hochdurchsatz-Screenings identifizierten
Wirkstoffkanditaten innerhalb kurzer Zeit kostengtinstig auf ihren phanotypischen Effekt auf Zellen und
Gewebe zu untersuchen. Derzeit sind solche Analysen nur im Rahmen zeitaufwandiger Tierversuche
und klinischer Studien moglich.

Als Beispiel fir einen pharmakologischen Wirkstofftest mit dem IMR-System wurden in dieser Arbeit
die metabolischen Effekte des kaliumsparenden Diuretikums Amilorid untersucht. Neben der dosisab-
hangigen Hemmung des Sauerstoffverbrauchs war ein deutlicher Einfluss des extrazellularen pH-
Werts auf die Starke des metabolischen Wirkstoffeffekts nachweisbar (Abb. 2-27). Es ist somit mog-
lich, metabolische und morphologische Effekte verschiedener Medikamente im Kontext eines variie-
renden extrazellularen Milieus zu analysieren. Effekte diverser intra- oder extrazellular agierender
Medikamente wie bspw. Antikérper oder Zytostatika kdnnten zukinftig mit nur geringem Aufwand
analysiert und validiert werden.

Weitere Einsatzgebiete des Testsystems kdnnten sich in der regenerativen Medizin ergeben, um zu
transplantierende Organe auf ihre Qualitat hin zu untersuchen. Nicht zuletzt bieten zellbasierte Assays
die Méglichkeit, Toxizitat und Risiken neu entwickelter Produkte ohne Tierversuche zu prifen.
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3.8 Perspektiven der personalisierten Medizin in der Onkologie

In den vergangenen zwei Jahrzehnten gelang trotz intensiver Forschung und Neuentwicklungen von
Medikamenten keine zufriedenstellende Verbesserung der onkologischen Therapien. Die enorme
Heterogenitat zwischen verschiedenen Tumoren des gleichen Typs, aber auch die Heterogenitat der
Sensitivitats- und Resistenzeigenschaften innerhalb desselben Tumors fiihren dazu, dass Patienten in
unterschiedlicher Weise auf das gleiche Medikament ansprechen5’6. Da die kostenintensive Entwick-
lung immer neuer pharmazeutischer Wirkstoffe nicht den gewlinschten Erfolg bringt, gewinnt die Per-
sonalisierung von vorhandenen Behandlungsstrategien zunehmend an Bedeutung. Das Ziel pradikti-
ver Chemosensitivitats-Analysen im Vorfeld einer systemischen Tumortherapie ist es, eine individuelle
Behandlungsstrategie mit dem potenziell wirksamsten Medikament bzw. einer Medikamenten-
Kombination gezielt auswahlen zu kénnen. Ein aussagekraftiges Testergebnis wiirde die Mdglichkeit
bieten, ineffiziente sowie korperlich und psychisch belastende Chemotherapien und deren Spatfolgen
fur den Patienten weitgehend zu vermeiden und eine Steigerung der Lebensqualitdt und Lebenser-
wartung zu erzielen. Angesichts der derzeitigen Kosten fiir eine Chemotherapie bis in den flinfstelligen
Euro-Bereich sowie der Behandlung der Nebenwirkungen ist die Entwicklung und der Einsatz aussa-

gekraftiger Chemosensitivitatstests schon aus 6konomischen Griinden sinnvoll??®.

Ein allgemeiner Kritikpunkt an allen derzeit erhaltlichen Chemosensitivitdtsassays ist jedoch das Ver-
haltnis des finanziellen Aufwands zu dem bisher nicht eindeutig durch klinische Studien nachgewiese-
nen Nutzen fiir den Patienten'"??’. In den meisten Fillen ibernehmen Krankenkassen deshalb die
Testkosten noch nicht. Allein der FEMTELLE- uPA/PAI-1-Test'**"""! wurde bisher in die Leitlinien zur
,Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms" der AWMF, der Deutschen Krebsge-
sellschaft e.V. sowie der Deutschen Krebshilfe e.V. vom Juli 2012 aufgenommen?.

Der finanzielle Aufwand eines Gen-Expressions-Tests belauft sich auf ca. 1000 — 3000 €. Da die Mes-
sungen und Datenauswertungen bei dem in dieser Arbeit vorgestellten Testsystem weitgehend auto-
matisiert stattfinden, sind die Personalkosten im Vergleich zu anderen Chemosensitivitatstests erheb-
lich niedriger. Unter der Annahme von ca. 50 Tests pro Gerat und Jahr ergeben sich unter Berlcksich-
tigung der Anschaffungs-, Personal- und Wartungskosten Gesamtkosten von ca. 800 € pro Patient.
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3.9 Ausblick

Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Analysesystem sind prinzipiell Chemosensitivitats-Messungen
fur alle Tumortypen und Erkrankungsstadien moglich. Obwohl die mit diesem Verfahren erhaltenen
Messergebnisse von Gewebeschnitten aus Mammakarzinom-Explantaten prinzipiell ein grol3es Po-
tenzial fur erfolgreiche pradiktive Chemosensitivitatstests versprechen, sind Optimierungen des Sys-
tems fir einen effizienten klinischen Einsatz noétig. Derzeit unterliegen die Analysen mit dem
Messsytem der grofen Limitierung, nur fur einen Bruchteil der Patienten anwendbar zu sein. Voraus-
setzung fir einen Test ist, dass der Tumor einerseits operabel sein muss, andererseits eine gewisse
MindestgréRe aufweisen muss, um Uberhaupt fir eine Chemosensitivitats-Analyse in Frage zu kom-
men.

Ein weitaus groBeres Potenzial fur einen klinischen Einsatz wirde somit ein Messsystem bieten, das
die Analyse von Biopsiegewebe (typischer Durchmesser 1,2 mm) ermoglicht. Nadelbiopsien werden
sehr haufig im Rahmen einer Diagnose bei verschiedenen Typen solider Tumoren, unterschiedlichen
Tumorlokalisierungen sowie bei Metastasen entnommen und histopathologisch analysiert. Durch ein
gezielt auf die Analyse von Biopsiegewebe abgestimmtes Testverfahren wiirden sich Einsatzmaoglich-
keiten sowohl bei der neoadjuvanten als auch bei der adjuvanten und palliativen Therapieplanung
ergeben. Weiterhin bietet die Analyse von Gewebeproben im Rahmen eines neoadjuvanten Settings
die Mdoglichkeit, vergleichsweise zeitnahe Ergebnisse aus vergleichenden, prospektiven Studien zu
erhalten und den Nutzen des Systems zu validieren. Zur Analyse von Nadelbiopsaten mit dem in die-
ser Arbeit vorgestellten IMR-System missen jedoch einerseits die Praparationstechnik auf eine gerin-
gere Menge an Tumormaterial angepasst, andererseits die Messplatte mit der Sensorik und Fluidik
miniaturisiert werden.

Durch eine Miniaturisierung wéare es weiterhin mdglich, eine grolRere Anzahl an Wells auf einer Multi-
well-Platte unterzubringen. Hierdurch kann eine gréRere Anzahl an Proben eines Tumors parallel ana-
lysiert werden, wodurch die statistische Genauigkeit der Messergebnisse erhéht und somit die pradik-
tive Aussage Uber Chemosensibilitdt von Tumorgewebeproben verbessert wird.

Eine weitere Herausforderung stellt die Integration der Praparations- und Testabldufe in die klinischen
Routineablaufe dar. Diese mussen so einfach und reproduzierbar wie moglich gehalten werden und
sollten mit mdglichst wenig Personalaufwand verbunden sein. Beispielsweise sind effizientere Metho-
den zur Schnittherstellung erforderlich, die im Gegensatz zum Schneiden mit einem Vibratom, optimal
in die klinischen Ablaufe integrierbar sind.

Da aber vor allem die Kombination verschiedener zellularer Parameter bei der Interpretation die pra-
diktive Aussagekraft eines Chemosensitivitatstest drastisch steigert, bringt die parallele Analyse von
Tumorgewebeproben durch metabolische und molekulare Methoden einen erheblich gréfieren klini-
schen Nutzen.

Zusammenfassend betrachtet, kdnnte das IMR-System unter Berucksichtigung des voraussichtlich
breiten Anwendungsgebiets, einen groften Nutzen bei vergleichsweise geringen Kosten nicht nur in
der personalisierten Medizin bieten. Hierzu ist jedoch, wie bei allen derzeit verfigbaren Testsystemen,
die klinische Validierung der pradiktiven Genauigkeit der Chemosensitivitdt von humanem Tumorge-
webe anhand prospektiver, randomisierter Studien erforderlich.
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4 Standard Operating Procedure (SOP)

Im folgenden Abschnitt ist die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte SOP ,Praparation von lebenden
humanem Mammakarzinom-Gewebe fir metabolische Messungen mit dem Intelligent Microplate
Reader (IMR)-Testsystem* dargestellt.
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Praparation von lebendem humanem Mammakarzinomgewebe

Die folgende Arbeitsanweisung beschreibt die Arbeitsschritte zur Préparation von geeigneten Gewebeschnitten
einer humanen Mammakarzinom-Gewebeprobe fiir metabolische Chemosensitivitdts-Messungen mit dem
Intelligent Microplate Reader (IMR).

1.) Hinweise und MaBnahmen

Von den verwendeten Gewebeproben und Substanzen kann eine biologische oder chemi-
sche Gefdhrdung fiir das Personal und die Umwelt ausgehen. Es ist darauf zu achten, dass
Personen mit direktem Kontakt zum Mess- und Arbeitsbereich entsprechende Vorsichts-
maBnahmen ergreifen.

o -—=uglf)

Bei allen Arbeiten an Zell- und Gewebekulturen ist geeignete Schutzkleidung zu tragen (Laborkittel,
Schutzhandschuhe, geschlossene Laborschuhe und Gesichtsschutz).
Offene Arbeiten an Zell- und Gewebekulturen, sowie an Materialien die spater mit Zell- oder Gewebekul-

turen in Kontakt kommen, missen innerhalb einer Sterilwerkbank durchgefiihrt werden.

Alle Formen eines Transportes von sterilem Material durch unsterile oder potentiell unsterile Bereiche

missen in geeigneten Transportboxen durchgefiihrt werden.

- Alle Arbeitsbereiche und —Flachen sind vor und nach dem Gebrauch zu reinigen und zu desinfizieren.

- Arbeitsrdume dirfen nur von zugelassenem geschultem Personal betreten werden.

- Personal, dass Kontakt zu humanen Probenmaterial hat, sollte in geeigneter Weise gegen humane Pa-
thogene geimpft sein.

- Verwendete Proben und Materialien missen eindeutig gekennzeichnet und vor dem Zugriff Unbefugter
geschiitzt sein.

- Aus den Vorarbeiten und Messungen entstandene Abfalle miissen ihres Gefahrdungspotentials entspre-

chend fachgerecht entsorgt werden.
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2.) Chronologische Beschreibung der Arbeitsschritte

fVorbereitende Arbeitsschritte Vorbereitung der Probe
. . . fiir Schneidevorgang mit
einige Tage vor der Praparation dem Vibratom Schneidevorgang TR TG
- Nylonnetze vorbereiten mit dem Gewebeschnitte

. - Gewebetransport zum Testlabor 3
- Herstellung Agaroseklétzchen Vibratom in die Testplatte

- Vorbereitung des Vibratoms

- Herstellung der Pufferlésung .
- Aufkleben der Gewebestiicke

(Kuhlaggregat vorkihlen auf den Vibratomteller

Abb. 1: Chronologischer Ablauf der Probenpraparation

Vorbereitende Arbeitsschritte

Die vorbereitenden Arbeitsschritte kénnen einige Tage vor der Ge-
webepraparation durchgefiihrt werden. Es ist auf eine kihle und
sterile Lagerung der Agarose-Kl6tzchen, des Schneidepuffers und des
Kihlaggregats zu achten.

Nylonnetze vorbereiten

Um den direkten Kontakt der Gewebschnitte mit der Well-Oberflache

und den Sensorspots zu vermeiden, werden runde Nylonnetzchen in

die Wells der Messplatte gelegt und die Schnitte darauf platziert.
e Benotigt werden 24 Netzchen (Abb. 2) aus Nylongewebe.
Diese werden manuell durch Ausschneiden aus der Meterwa-

re hergestellt, der Durchmesser soll 6.0 mm betragen.
e Die Nylonnetzchen miissen vor Gebrauch sterilisiert werden Abb. 2: Nylonnetz
(z.B. Autoklav).
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Herstellung Agaroseklétzchen

Die Gewebeprobe wird wahrend des Schneidevorgangs im Vibratom
von drei Seiten durch ein u-férmiges Agarosekl6tzchen stabilisiert.

e Eine Agarose-Losung (3% Agarose in Phosphat-gepufferter
isotonischer Kochsalzlésung, PBS) wird auf 100° Celsius er-
hitzt und die heifRe Losung in steriler Umgebung in eine Petri-
schale gegossen.

e Nach dem Gelieren wird mit einem Skalpell ein U-formiges
Stiick ausgeschnitten oder mithilfe einer entsprechenden
Form ausgestochen (Abb. 3).

e Die GroRe der Ausbuchtung des U muss hierbei der GroRe
der zu schneidenden Probe entsprechen (0.5 x 0.5 cm)

e Vorbereitete Agarose-Stiicke kénnen bis zur Verwendung ste-
ril im Kiihlschrank gelagert werden.

Kiihlaggregat vorkiihlen

e Das Kiihlaggregat fur die Pufferwanne lber Nacht bei - 20 °C
vorkihlen.

Herstellung der Pufferl6sung

Der Schneidevorgang im Vibratom wird in einer gekihlten Pufferlo-
sung durchgefiihrt, um Schaden an der Probe zu vermeiden (Tempe-
ratur und Austrocknen).

e Den fir das Schneiden der Gewebeproben mit dem Vibratom
bendtigten ,Schneidepuffer” steril herstellen: Phosphat-
gepufferte isotonische Kochsalzlésung (PBS) + Ca**/Mg”,
+ 25 mM Glukose. Bendétigt werden ca. 500 ml. Der Schnei-
depuffer wird vorgekiihlt verwendet (Kiihlschrank).

Herstellung Kulturmedium

Die Herstellung des Kulturmediums erfolgt moglichst frisch.

e Das fir den Probentransport benétigte , Kulturmedium® steril
herstellen: DME-Medium Base (ohne Phenolrot) + 5% FCS,
+ 4.5g/| D-Glucose, + 4mM L-Glutamin, +50 pg/ml Gentamycin,
gepuffert mit 20 mM HEPES. Medium bis zum Gebrauch gekihlt
lagern (Kihlschrank).

Abb. 3: U-férmiges Agarosestiick zur
Stabilisierung der Gewebeprobe wah-
rend des Schneidevorgangs.
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Vorbereitung der Probe fiir das Schneiden mit dem Vibratom

Alle Praparationsschritte des Gewebes missen unter moglichst sterilen Bedingungen durch-
geflihrt werden!

Schutzkleidung mit Mundschutz, Schutzbrille und Handschuhe beim Arbeiten am Vibratom
verwenden!

o -~

Gewebetransport zum Testlabor

Zum Erhalt der Probenqualitat (Vitalitait) muss die Gewebeprobe
stets befeuchtet sein und gekihlt transportiert werden.

e Es muss auf eine standardisierte, moglichst sterile Entnahme
der Proben im OP geachtet werden.

e Die Transportdauer von der Klinik ins Testlabor sollte mog-
lichst kurz gehalten und ein Transport von mehr als 24 Stun-
den vermieden werden.

e Gewebeproben werden in sterilen 50- ml Zentrifugen-
Rohrchen transportiert, die komplett mit sterilem DME-
,Kulturmedium” aufgefullt werden.

e Die Proben werden in einer mit Kiihlelementen gekihlten
Styropor-Box versendet.

Vorbereitung des Vibratoms

e Vibratom nach Herstelleranleitung in Betrieb nehmen (hier
verwendet: Mikrotom HYRAX V 50 Fa. Zeiss).

e Das Vibratom sollte in einer moglichst sterilen Umgebung be-
trieben werden (z.B. Laminar Flow) und alle Bestandteile, die
mit den Gewebeproben oder dem Schneidepuffer in Kontakt
kommen, miissen vor Gebrauch mit 70 % Ethanol desinfiziert
werden (Rasierklingen, Pinzetten, Probenhalter, Pufferwanne
usw.).

e Das vorgekiihlte Kihlaggregat in Pufferwanne einlegen und
Pufferwanne mit vorgekihltem Schneidepuffer (Phosphat-
gepufferte isotonischer Kochsalzlésung (PBS) + Ca**/Mg** und
25 mM Glukose) befillen.
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Aufkleben der Gewebestiicke auf den Vibratomteller

? Bei allen Arbeitsschritten besonders darauf achten, dass die Gewebeprobe stets mit Kulturmedium
' benetzt ist und nicht trocken wird!
¥
Y
[

Alle Arbeitsschritte sollen moglichst ziigig und steril durchgefihrt werden.

e Als Kleber wird z.B. Loctite 406 verwendet, dabei darauf ach-
ten, dass die Klebeflachen nicht nass, sondern nur leicht
feucht sind.

e Das vorbereitete U-férmige Agarose-Stlick wird mittig auf die
Probenhalterung des Vibratoms geklebt (Abb. 4).

e Gewebeprobe aus dem Transportgefal in eine mit Kulturme-
dium gefillte Petrischale Gberfihren.

Abb. 4: U-formiges Agarosestilick-
chen und Gewebeprobe auf dem

e  Probe manuell mit einer sterilen chirurgischen Klinge in einen Vibratomteller aufgeklebt.

Waiirfel mit einer Kantenldange von ca. 0.5 cm schneiden oder
mit geeigneter Gewebestanze ausstanzen.

e Klebeflache der Probe kurz auf einem sterilen Tuch abtupfen
und auf die Probenhalterung in die Ausbuchtung des U-
formigen Agarose-Stiicks kleben; hierbei darauf achten, dass
die Probe die Seiten des Agarosestiicks berihrt, dies verhin-
dert ein mogliches Verrutschen der Probe beim Schneidevor-
gang.

e Einsetzen der Probenhalterung in die mit Schneidepufferge-
flllte Pufferwanne, hierbei die Probe in Richtung der Vibra-
tom-Klinge orientieren.
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Schneidevorgang mit dem Vibratom

o -anilf)

Hersteller-Anleitung des Vibratoms beachten.

Schnitteinstellungen

e die Schnitteinstellungen miissen entsprechend der Konsis-
tenz der Probe und der gewiinschten Schnittdicke ange-
passt werden; Tabelle 1 zeigt geeignete Schnitteinstellun-
gen am Vibratom fiir Schnitte mit 200-300 um von Gewe-
beproben mit festerer Konsistenz.

e jeden Schnitt mit einer sterilen Pinzette unmittelbar nach
dem Schneidevorgang (Abb. 5) entnehmen und in eine mit
gekihltem, HEPES- gepufferten Kulturmedium gefillte 24-
Well-Platte Uberfiihren (auf diese Weise ist eine spatere
Zuordnung der Position der Gewebeschnitte zu der ur-
spriinglichen Position in der Gewebeprobe maglich).

Alle Arbeitsschritte sollen moglichst ziigig und moglichst steril durchgefiihrt werden!

Abb. 5: Schneidevorgang mit dem
Vibratom. Auf der Klinge befindet
sich ein Gewebeschnitt. Die Un-
scharfe resultiert aus den seitli-
chen Bewegungen der Klinge.

Tabelle 1: Schnitteinstellungen des Vibratoms fiir die Herstellung von Mammakarzinom-

Gewebeschnitten

Winkel der Klinge 2°

Frequenz 80-85 Hz
Amplitude 1-1.2 mm
Geschwindigkeit 0.3-0.6 mm/sec

Schnittdicke 200-250 pm
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Transfer der Gewebeschnitte in die Testplatte

Besonders darauf achten, dass der Schnitt nach Zugabe des
Mediums nicht aufschwimmt oder sich zusammenrollt!

o --uglll]

Jeden Schnitt in einer mit Medium gefillten Petrischale
vorsichtig mit der Hilfe von zwei Pinzetten auf ein steriles,
auf die GroRe eines Wells der IMR-Messplatte zugeschnit-
tenes Nylonnetz schieben und moglichst mittig platzieren.

Nylonnetz mit darauf liegendem Schnitt mithilfe einer Pin-
zette in ein Well der Testplatte Giberfuihren (Abb. 6), hierbei
werden die Schnitte ihrer Position in der 24-Platte den ent-
sprechenden Wells in der Messplatte zugeordnet. Das Ny-
lonnetz verhindert den direkten Kontakt des Schnitts mit

Abb. 6: Mammakarzinom-
dem Boden des Wells. Gewebeschnitt auf einem Nylon-

Unmittelbar nach dem Einlegen eines Schnitts 500 pl Kul- Netzchen im Kulturbereich der

turmedium in das Well zugeben; hierbei darauf achten, Messplatte

dass der Schnitt nicht aufschwimmt und somit seine Positi-
on im Well verdndern kdnnte.
e Auf diese Weise mit allen weiteren Gewebeschnitten ver-

fahren.
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Deckel der Testplatte aufsetzen

° --Il

Besonders darauf achten, dass nach dem Deckelaufsetzen
keine Luftblasen in den Wells vorhanden sind!

Die Testplatte so positionieren, dass die Kontaktleiste nach
vorne (zum Anwender) zeigt (Abb. 7).

Den Deckel mit den 24 Verdrangungskorpern nach unten auf
die Testplatte aufsetzen.

Die schrdge Kante des Deckels stimmt mit der schragen Kan-
te der Testplatte liberein.

Wenn die 24 Verdrdangungskorper des Deckels genau tber
den Kulturbereichen der Testplatte stehen, sinkt der Deckel
leicht nach unten. Nun die Testplatte von unten auf Luftbla-
sen kontrollieren.

Falls Luftblasen erkennbar sind, Deckel nochmals vorsichtig
herausheben und wieder einsetzen

Den Deckel fest auf die Platte aufdriicken.

Start der Messung im IMR-System laut SOP , Metabolische
Chemosensitivitdtstests an Gewebeproben mit dem IMR-
System”.

Abb 7: Aufsetzen des Deckels nach
dem Transfer der Gewebeschnitte in
die Multiwell-Platte
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3.) Liste benotigter Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Die angegebenen Bezugsquellen fiir viele der bendtigten Gerate, Materialien, Reagenzien und Medien sind als

Beispiele anzusehen. Sie konnen unter Umstanden durch gleichwertige Produkte anderer Anbieter ersetzt

werden.

A Gerate:

Bezeichnung

e Feinwaage

e Wasserbad, 37 °C

e  HYRAX V50 Mikrotom mit
vibrierender Klinge

e  Elektrische Heizplatte

e Inversmikroskop CK2

e Manuelle oder elektronische
Pipetten, flir Volumina im Bereich
bis 10 ul, 200 pl, 1000 pl

B Verbrauchsmaterial:

Bezeichnung

e Pipettenspitzen, Volumenbereiche
bis 10 pul, 200 pl, 1000 pl

e Serologische Pipette 10 ml

e Serologische Pipette 25 ml

e  Zentrifugenréhrchen 15 ml

e  Zentrifugenréhrchen 50 ml

¢ Nylon-Siebgewebe

e Edelstahl-Pinzette, fein

e PMP-Pinzette

e Rasierklingen

e Fusselfreie, sterile Papiertiicher

o  Klebstoff

o  Sterilfilter

Hersteller

z.B. Sartorius AG, Gottingen
z.B. Isothemp 210, Fisher Scientific, Schwerte
z.B. Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Jena

z.B. IKAMAG RCT, Janke & Kunkel, Staufen i. Br.
z.B. Olympus Optical Co., Japan

2.B. Eppendorf AG, Hamburg

Produkt-Nr., Hersteller

z.B. Eppendorf AG, Hamburg

z.B. 94010 TPP AG, Trasadingen, Schweiz

z.B. 94024 TPP AG, Trasadingen, Schweiz

z.B. 91015 TPP AG, Trasadingen, Schweiz

z.B. 91051 TPP AG, Trasadingen, Schweiz

z.B. PA-245/45/CF Franz Eckert GmbH, Waldkirch
z.B. 232-2191 VWR International GmbH, Darmstadt
z.B. 232-1911 VWR International GmbH, Darmstadt
z.B. Feather, Carbonstahl

z.B. Kimberly-Clark GmbH, Koblenz

z.B. Loctite 406, Henkel AG

z.B. 180C5 Sartorius StedimBiotech S.A., AubagneCedex,
France
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C Reagenzien:
Bezeichnung Produkt-Nr. Hersteller
e D-Glukose z.B. 1083370250 Merck KGaA, Darmstadt
e Natriumhydrogencarbonat z.B. 1063290500 Merck KGaA, Darmstadt
e DME-Medium, Base (D5030) z.B. D5030 SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA
e Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung z.B. D5030 SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA

(PBS) mit Ca**/Mg”**
e Ethanol vergallt z.B. K928.2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe
e Fotales Kalberserum z.B. 12133C Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
e  Gentamycin 50 mg/ml z.B. G1272 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
e |-Glutamin 200mM z.B. G7513 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
e Natriumchlorid z.B. 1064041000 Merck KGaA, Darmstadt
e Agarose z.B. A6013 SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA
D Medien:
Bezeichnung Zusammensetzung
e  Kulturmedium DME-Medium, Base (D5030) + 5% FCS, + 4.5

g/| D-Glucose + 4 mM L-Glutamin, + 50 pg/ml Gentamycin)

e Schneidepuffer Phosphat-gepufferte isotonischer Kochsalzlésung (PBS)

+Ca2'/Mg” + 25 mM Glukose
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5 Anhang

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Labormaterial, Zelllinien und Gewebe

Tabelle 5-1: Chemikalien und Lésungen

Chemikalien und Lé6sungen Hersteller

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
(4-(2-Hy yethyD)-1-pip v Sigma-Aldrich GmbH (H 4034) , Deutschland

(HEPES)

5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride (EIPA) Sigma-Aldrich GmbH (A 3085), Deutschland
5-Fluoruracil (5-FU) Sigma-Aldrich GmbH (F6627), Deutschland
Accutase PAA Laboratories GmbH (L11-007), Osterreich
Agarose, low gelling temperature Sigma-Aldrich GmbH (A9414), Deutschland
Alginat Sigma-Aldrich GmbH (A2033) , Deutschland
Amiloridehydrochloridehydrate (Amilorid) Sigma-Aldrich GmbH (A 7410), Deutschland
Calciumchlorid (CaCly) MERCK KGaA (102382), Deutschland
Chloracetaldehyd (CAA) Sigma-Aldrich GmbH (31.727-6), Deutschland
Collagenase / Dispase Roche GmbH (10269638001), Deutschland
Doxorubicin (DOX) Sigma-Aldrich GmbH (D1515), Deutschland

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM 5030) Sigma-Aldrich GmbH (D5030), Deutschland

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM D5648) Sigma-Aldrich GmbH (D5648), Deutschland

Ethanol 70% VWR Prolab GmbH, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS) Sigma-Aldrich GmbH (F7524), Deutschland
Fructose (D-Fructose 1,6-Diphosphate) Sigma-Aldrich GmbH (F0752), Deutschland
Gentamycin (50 mg/ml) Sigma-Aldrich GmbH (G1397), Deutschland
Glucose wasserfrei MERCK KGaA (108337), Deutschland

L-Glutamin 200 mM Sigma-Aldrich GmbH (G 7513), Deutschland
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Loctite 406

Henkel AG & Co. KGaA, Deutschland

Morpholin-ethansulfonsaure Hydrat (MES)

Sigma-Aldrich GmbH (M8250), Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

MERCK KGaA (6404), Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

MERCK KGaA (106329), Deutschland

Natriumhydrogenphosphat(di-)Dihydrat (NaH2PO,)

MERCK KGaA (6580), Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

MERCK KGaA (106498), Deutschland

Panexin

PAN-Biotech GmbH, Deutschland

Phenolrot

MERCK KGaA (7241), Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,4

Sigma-Aldrich GmbH (P-5368), Deutschland

Piperazine-N,N’-bis(ethanesulfonic acid) (PIPES)

Sigma-Aldrich GmbH (P6757), Deutschland

Resazurinsodiumsalt (Resazurin)

Sigma-Aldrich GmbH (R 7017), Deutschland

Salzsaure (HCI)

MERCK KGaA (1.00321), Deutschland

Sucrose

SERVA Electrophoresis GmbH (35579), Deutschland

TC10™ Trypan Blue Dye

BIO-RAD GmbH (145-0021), Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Carl Roth GmbH (4855), Deutschland

Triton-X-100 (100%)

Sigma-Aldrich GmbH (T 9284), Deutschland

Trypan Blue

Sigma-Aldrich GmbH (T 6146), Deutschland

Trypsin

Roche GmbH (840-7075IH), Deutschland
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Tabelle 5-2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Deckglaser (20 x 20 mm)

Menzel GmbH, Deutschland

Deepwell-Platte (24 Well)

Ritter GmbH (43001-0066), Deutschland

Einmalhandschuhe Gentle Skin

Roésner-Mautby Meditrade GmbH (1221R), Deutsch-
land

Filteraufsatz rapid Filtermax 500 (0,2 um PES)

TPP AG (99505), Schweiz

Intelligente Multiwellplatte (iIMWP, 24 Well)

Erwin Quarder Systemtechnik GmbH, Deutschland

Loctite 406

Henkel AG & Co. KGaA, Deutschland

Multiwellplatten (6 Well, 24 Well)

TPP AG (92006, 92024), Schweiz

Mundschutz

Résner-Mautby Meditrade GmbH, Deutschland

Nylonnetz (PA-475/56)

Franz Eckert GmbH, Deutschland

Objekttrager

Gerhard Menzel GmbH, Deutschland

Parafilm

NeolLab Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Deutschland

Pasteur-Pipetten (Glas, 150 mm)

VWR International GmbH, Deutschland

Petrischale (60,1 cm?, 147 cm?)

TPP AG (93100, 93150), Schweiz

Pipettenspitzen (10, 100, 250, 1000 pl)

Eppendorf AG, Deutschland

Pipettenspitzen fur IMR-Roboterkopf (250 pl)

Biozym Scientific GmbH, Deutschland

Rasierklinge Wilkinson Sword

Wilkinson Sword GmbH (4501021287), Deutschland

Safe-Lock Tubes (1,5 ml, 2ml)

Eppendorf AG (0030123.328), Deutschland

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

TPP AG, Schweiz

Surgical Disposable Scalpel

Aesculap AG (5518059), Deutschland

TC10™ Counting Slides

BIO-RAD Laboratories GmbH, Deutschland

Wischtiicher KIMTECH SCIENCE

Kimberly-Clark GmbH (7216), Deutschland

Zellkulturflaschen (25 cm?)

TPP AG (290025), Schweiz

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

TPP AG (91015, 91051), Schweiz
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Tabelle 5-3: Gerite

Gerate

Hersteller

Analysewaage (Kern 440-35N)

KERN & SOHN GmbH, Deutschland

Digitalkamera NIKON 5400

Nikon Corporation, Japan

FLUOstar Galaxy

BMG LABTECH GmbH, Deutschland

Gewebestanze

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik,
TU Minchen, Deutschland

Handmikrotom

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik,
TU Minchen, Deutschland

Inkubator (37 °C, 10% CO,)

Binder, Deutschland

Intelligent Microplate Reader (IMR)

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik,
TU Miinchen; HP Medizintechnik GmbH, Deutschland

Inversmikroskop CK2

OL Olympus Optical Co., Japan

Magnetriihrer mit Heizplatte (RCT classic IKAMAG
safety control)

VWR International GmbH, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Carl Roth GmbH, Deutschland

pH-Meter inoLab 720

WTW GmbH, Deutschland

Pipetten (10, 100, 200, 1000 pl)

Eppendorf AG, Deutschland

Pipettenspitzen Premium Tips

Biozym GmbH, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetus

HIRSCHMANN Laborgerate GmbH & Co. KG,
Deutschland

Pipettierkopf fir IMR-System

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik,
TU Miinchen; HP Medizintechnik GmbH, Deutschland

Semimikrowaage Genius Sar

Sartorius AG, Deutschland

Sterilbank Hera Safe

Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland

TC10™ Automated Cell Counter

Bio-Rad Laboratories GmbH, Deutschland

Varioklav Dampfsterilisator

Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland

Verdunstungsschutz fiir Deepwell-Platte (24 Well)

Heinz Nixdorf-Lehrstuhl fiir Medizinische Elektronik,
TU Minchen, Deutschland

Vibratom (HYRAX 'V 50)

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Deutschland

Wasserbad (Isotemp 200)

Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland

Zellkultur-Inkubator

BINDER GmbH, Deutschland

Zentrifuge (Multifuge 3 S-R)

Thermo Fisher Scientific GmbH, Deutschland
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Tabelle 5-4: Software

Software Hersteller
Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation, USA
Origin 7.5G OriginLab Corporation, USA

iMWP Data Viewer 1.3

HP Medizintechnik GmbH, Deutschland

IMROS (IMR Operating System)

SHZ Softwarehaus Zuleger GmbH, Deutschland

Tabelle 5-5: Zelllinien und Mammakarzinom-Gewebe

Zellen und Gewebe

Herkunft

Kennzeichen

MCF-7 Zelllinie

Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ), ACC 115

Gewonnen aus dem Pleuraerguss
eines Adenokarzinoms der Brust,
adherent, Ostrogen-Rezeptor posi-

tiv20®

humanes Mammakarzinom-
Gewebe

Institut flr diagnostische Histopa-
thologie und Zytologie Hamburg
(Prof. Dr. med. A. Niendorf)**

Mammakarzinom-Gewebe, anony-
misiert
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Tabelle 5-6: Zusammensetzung Basismedien Dulbeccos Modified Eagles Medium D5648 und D5030 (Sig-

ma-Aldrich GmbH)

D5648 [powder] g/|

D5030 [powder] g/I

Inorganic Salts

CaCl, * 2H,0 0,2 0,2
Fe(NO;); * 9H,0 0,0001 0,0001
MgSO, 0,09767 0,09767
KCl 0,4 0,4
NaHCO; - -
NaCl 6,4 6,4
NaH,PO, 0,109 0,109
Amino Acids

L-Alanyl-L-Glutamin - -
L-Arginine * HCL 0,084 0,084
L-Cysteine * 2HCI 0,0626 0,0626
L-Glutamine 0,584 -
Glycine 0,03 0,03
L-Histidine * HCl *H,0 0,042 0,042
L-Isoleucine 0,105 0,105
L-Leucine 0,105 0,105
L-Lysine * HCI 0,146 0,146
L-Methionine 0,03 0,03
L-Phenylalanine 0,066 0,066
L-Serine 0,042 0,042
L-Threonine 0,095 0,095
L-Tryptophan 0,016 0,016
L-Tyrosine * 2Na *2H,0 0,10379 0,10379
L-Valine 0,094 0,094
Vitamins

Choline Chloride 0,004 0,004
Folic Acid 0,004 0,004
myo-Inositol 0,0072 0,0072
Niacinamide 0,004 0,004
D-Pantothenic Acid * %Ca 0,004 0,004
Pyridoxal * HCI 0,004 0,004
Pyridoxine * HCI - -
Riboflavin 0,0004 0,0004
Thiamine * HCI 0,004 0,004
Other

D-Glucose 4,5 -
HEPES N -
Phenol Red * Na 0,0159 -
Pyruvic Acid * Na - -
ADD

D-Glucose - 4,5
L-Glutamine - 0,584
NaHCO, 3,7 3,7

\Y
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Tabelle 5-7: Zusammensetzung Zellkultur-, Transport- und Messmedium

Kulturmedium

Transportmedium

Messmedium

gepuffertes Messmedium

DMEM D5648
+3,9 g/l NaHCOs
+5% FCS

DMEM D5030

+ 25 mM D-Glucose

+ 50 pg/ml Gentamycin
+ 4 mM L-Glutamin

+ 25 mM HEPES

+5% FCS

DMEM D5030

+ 25 mM D-Glucose

+ 50 pg/ml Gentamycin
+ 4 mM L-Glutamin
+5% FCS

DMEM D5030

+ 25 mM D-Glucose

+ 50 pg/ml Gentamycin
+ 4 mM L-Glutamin
+5% FCS

+ 10 mM HEPES (pH 7,4 u. 7,0) oder MES (pH 6,5 und 6,0)

5.1.2 Zellkultur

Die adharente Zelllinie MCF-72% (Ostrogen-Rezeptor positiv) (Tabelle 5-5) wurde in Kulturmedium
(DMEM D5648 mit Phenolrot, ohne Antibiotika, supplementiert mit 3,9 g/l NaHCO;und 5 % FCS) bei
37 °C im CO, (10 %) begasten Inkubator kultiviert. Hierfiir wurden 25 mm? Kulturflaschen und ein Vo-
lumen von 5 ml Kulturmedium verwendet. Bei Erreichen einer Konfluenz des Monolayers von ca. 90 %

wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen zwei Mal mit Accutase gewaschen und in 1 ml Accutase
10 min lang im Inkubator (37 °C, CO2) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium
resuspendiert, in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und in der gewunschten Konzentration in neue

Kulturflaschen oder Testplatten ausgesat.
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5.1.3 Praparation von Gewebeproben

Frisch explantierte, anonymisierte humane Mammakarzinom-Gewebeproben wurden im Rahmen des
vom BMBF geforderten ,AHA“-Projekts (,Automatisierte High Content Analyseplattform zur Entwick-
lung individualisierter Therapiestrategien®, BMBF Projekt 0315114 A, 03/2009-08/2011)** vom Institut
fur diagnostische Histopathologie und Zytologie (Prof. Dr. med. A. Niendorf, Hamburg)202 zur Verfu-
gung gestellt. Der Probentransport erfolgte gekihlt in einem 5 ml Zentrifugenréhrchen in Transport-
medium (DMEM D 5030, supplementiert mit 25 mM D-Glucose, 50 pg/ml Gentamycin, 4 mM L-
Glutamin, 25 mM HEPES und 5% FCS). Die maximale Transportdauer betrug 24 Stunden. Zur repro-
duzierbaren Herstellung von Gewebeschnitten wurde das Vibratom HYRAX V50 (Carl Zeiss GmbH>*)
verwendet.

Alle Arbeitsschritte der Probenpraparation wurden unter sterilen Bedingungen und in gekihlten Medi-
en durchgefiihrt. Die Praparation erfolgte zligig und mdglichst schonend fiir das Gewebe. Um ein Aus-
trocknen zu vermeiden wurde streng darauf geachtet, dass die Proben bei jedem Praparationsschritt
mit ausreichend Flussigkeit benetzt waren.

Enzymatische Disaggregation von Gewebe

Chemosensitivitatstests konnen sowohl an Zellsuspensionen als auch an Gewebeschnitten durchge-
fuhrt werden. Zur mechanischen und enzymatischen Herstellung von Zellsuspensionen wurden die
Gewebeproben zerkleinert und eine oder zwei Stunden lang bei 37 °C in der Verdaulésung unter
leichtem Schitteln inkubiert (Tabelle 5-8). Alle 20 min wurden bereits abgeléste Zellen enthommen,
mit PBS (Ca®*- und Mg®*- frei) gewaschen und in Kulturmedium Uberfiihrt. AnschlieBend wurde eine
Trypan-Blau-Farbung durchgefihrt, um die Anzahl an lebenden Zellen abzuschatzen.

Tabelle 5-8: Zusammensetzung der Verdaulésung

PBS (Ca** und Mg** frei)
Collagenase / Dispase (1 mg/ml)
DNase 1 pg/pl,

Glukose 2 mg/ml
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Herstellung von Gewebeschnitten per Hand, Gewebestanze und Handmikrotom

Die manuelle Praparation von Gewebeschnitten wurde mit einer chirurgischen Klinge durchgefihrt.
Die Dicke der Gewebeschnitte wurde hierbei abgeschatzt, Ziel war eine Schnittdicke von 250 ym.

Als weitere Methode der Praparation wurde eine Gewebestanze verwendet (Abb. 2-2a), mit der eine
Probe aus dem Gewebe ausgestanzt und anschlieRend mit der gewilinschten Schnittdicke aus der
Spritze gedruckt wurde. Die Gewebeschnitte wurden mit einer chirurgischen Klinge abgeschnitten.

Weiterhin wurde ein Handmikrotom getestet. Durch eine Stellschraube wurde das Herausdriicken in
100 ym Schritten reguliert. Die groRe Auflageflache sollte ein praziseres Abschneiden eines Gewebe-
schnitts ermoglichen (Abb. 2-2b).

Herstellung von Gewebeschnitten mit dem Vibratom

Schneidevorgang:

Um die gewtlnschte Schnittdicke der Gewebeproben (250 uym) reproduzierbar erzeugen zu kénnen,
wurde ein Vibratom mit vibrierender Klinge (Mikrotom HYRAX V50, Carl Zeiss GmbH?*®) verwendet
(Abb. 2-3). Nach Empfehlung der Herstellerfirma wurden die Tumorproben mit handelsublichem Alles-
kleber mittig auf den Probenteller aufgeklebt. Dieser wurde in die Pufferwanne eingesetzt, wobei die
Probe komplett in den Schneidepuffer eingetaucht sein muss. Als Schneidepuffer wurde gekiihltes
PBS versetzt mit 25 mM Glukose verwendet. Der Schneidevorgang wurde nach Angaben der Herstel-
lerfirma durchgefﬂhrt2°3, die Schnitteinstellungen mussten hierbei an die Konsistenz des Mammakar-
zinom-Gewebes angepasst werden (Tabelle 2-1). Die hergestellten Gewebeschnitte mit Schnittdicken
von 250 ym wurden unmittelbar nach jedem einzelnen Schneidevorgang aus der Pufferwanne ent-
nommen und in jeweils ein Well einer mit gekiihitem Messmedium geflllten 24-Well-Platte Gberfuhrt.
Dies ermdglicht die Zuordnung der mit dem IMR-System gemessenen metabolischen Signale der
Gewebeschnitte zu ihrer urspriinglichen Position in der Gewebeprobe. Das Einlegen der Gewebe-
schnitte in die IMR-Messplatte und der Ablauf einer IMR-Messung an Gewebe-Proben werden in Ab-
schnitt 2.1.4 und 2.3.1 beschrieben.

Da bei jedem Schneidevorgang das Risiko besteht, dass weiche Gewebeproben durch die Klinge
nicht geschnitten, sondern nach hinten weggedriickt werden, wurden neben dem direkten Festkleben
der Probe auf den Probenteller alternative Mdglichkeiten untersucht, um die Probe wahrend des
Schneidevorgangs zu stabilisieren. Diese werden im Folgenden beschrieben.

Stabilisierung der Probe durch Einbetten in Agarose:

Zur Einbettung in Agarose wurde die Gewebeprobe auf einen Wirfel mit einer Kantenlange von 5 mm
zugeschnitten und in einer kleinen Petrischale komplett in Agarose (3% in PBS) eingegossen. Hieraus
wurde ein Wirfel mit der Kantenlange von ca. 1 cm hergestellt. In diesem war die Probe komplett
eingebettet. Der Wirfel wurde anschlielend auf den Vibratom-Teller geklebt und mit dem Vibratom
geschnitten.
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Stabilisierung der Probe durch Einbetten in Alginat:

Zum Einbetten einer Gewebeprobe in Alginat (Tabelle 5-9) wurde die Probe zunachst auf eine GréRRe
von 5 x 5 mm zugeschnitten und 10 min in 200 ml Alginat-Puffer 1 unter Ruhren inkubiert. 400 pl
Alginat-Puffer 2 wurden in eine kleine Petrischale pipettiert, die Probe darin platziert und mit 800 ul
Alginat-Puffer 2 bedeckt. Es wurden 3 ml Ca**-Puffer 1 um den Alginat-Puffer 2 pipettiert und nach 30
Sekunden mit Ca**-Puffer 1 komplett bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 2 Minuten wurde die
eingebettete Probe in 200 ml Ca”*-Puffer 2 iiberfiihrt und 10 Minuten unter Riihren inkubiert. Im An-
schlul wurde die eingebettete Probe in Pyramidenform geschnitten und auf den Probenteller des
Vibratoms aufgeklebt. Der Schneidevorgang fand im Schneidepuffer statt.
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Tabelle 5-9: Zusammensetzung Alginat-Puffer

Alginat-Puffer 1

Alginat-Puffer 2

Ca?*-Puffer 1

Ca® -Puffer 2

Schneidepuffer

PBS

1 % Alginat

25 mM Glukose
138 mM NaCl
pH 6,9

PBS

2 % Alginat

25 mM Glukose
138 mM NaCl

pH 6,9

PBS

500 mM CaCl,
25 mM Glukose
138 mM NaCl

pH 6,9

PBS

150 mM CaCl,
25 mM Glukose
138 mM NaCl

pH 6,9

PBS
25 mM Glukose

pH 6,9

Xi
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Stabilisierung der Probe durch Abstlitzen mit einem u-férmigen Agaroseklétzchen:

Zur Stabilisierung der Probe beim Schneidevorgang wurde ein Agarose-Klétzchen eingesetzt. Hierflr
wurde eine 3 % Agarose-Lésung (in PBS) ca. 6 mm hoch in eine Petrischale gegossen, gelieren ge-
lassen und ein u-férmiges Agarose-Klétzchen ausgeschnitten. Die Offnung der Schenkel des
»,U“ musste hierbei der Grofde der zu schneidenden Probe entsprechen (Wirfel mit Kantenlange von 5
mm). Vorbereitete Agarose-Klétzchen kénnen im Kihlschrank gelagert werden.

Zum Schneiden mit dem Vibratom wurde ein u-férmiges Agarose-Kldtzchen mittig auf dem Probentel-
ler des Vibratoms aufgeklebt (Loctite 406, Henkel AG). AnschlieRend wurde die erhaltene Mamma-
karzinom-Gewebeprobe manuell mit einer chirurgischen Klinge auf einen Wirfel mit einer Kantenlan-
ge von 5 mm zurechtgeschnitten. Dies entspricht dem fur die IMR-Messung erforderlichen Durchmes-
ser der Gewebeschnitte. Die Klebeflache der Probe wurde kurz auf einem Tuch trocken getupft und
die Probe auf den Probenteller geklebt, sodass sie durch das Agaroseklétzchen von drei Seiten abge-
stiitzt wurde. Im Anschluss wurde der Probenteller mit der Offnung des u-férmigen Agarose-
Kldétzchens zur Vibratom-Klinge hingewandt in das Vibratom eingesetzt (Abb. 2-4). Als Schneidepuffer
wurde gekuhltes PBS versetzt mit 25 mM Glukose verwendet (Tabelle 5-9).

5.1.4 Durchfiihrung Lichtmikroskopie, Resazurintest und Zellzahlbestimmung

Die Chemosensitivitatstests an herkdbmmlichen Methoden wurden nach dem prinzipiell gleichen Ablauf
wie bei einer IMR-Messung (Abschnitt 5.1.5) durchgefiihrt. Zur Vorbereitung des Resazurintests'®,
der Zellzahlung und der Lichtmikroskopie wurden pro Well einer 24-Well-Platte jeweils 500 pl mit einer
Gesamtzellzahl von 3x10* ausgesat. Die Messungen wurden zu jedem Messzeitpunkt hintereinander
an den jeweils selben Wells durchgeflihrt. Der zeitliche Verlauf eines Experiments ist in Abb. 5-1 dar-
gestellt. Fur jede Testbedingung wurden drei gleich zu behandelnde Wells vorgesehen. Da die ver-
wendeten Assays Endpunktmethoden sind und alle 24 Stunden Messungen durchgefiihrt wurden,
wurden fUr ein 96 stlindiges Experiment vier Platten angelegt. Der Austausch des Zellkulturmediums
erfolgte alle 24 Stunden. Die Zellen wurden Uber den gesamten Verlauf der Messung in Kulturmedium
bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 10 % CO, inkubiert. Alle 24 Stunden wurden die Messdaten er-
fasst. Nach Aufnahme der lichtmikroskopischen Bilder mit einem Inversmikroskop wurde ein Resazu-
rin-Test mit dem FLUOstar Galaxy und im Anschluss eine Zellzdhlung mit dem TC10™ automated cell
counter durchgefihrt. Zur Untersuchung von Zytostatika-Effekten erfolgte die Wirkstoffzugabe 24
Stunden nach der Aussaat fur einen Zeitraum von 24 Stunden. Der detaillierte zeitliche Ablauf der
Experimente ist in Abb. 5-1a dargestellt.

Fir die Untersuchung des Einflusses des extrazellularen pH-Wertes auf Amilorid-Effekte wurden die
Zellen in Messmedium mit Puffer (DMEM D5030 supplementiert mit 25 mM D-Glucose, 4 mM L-
Glutamin, 5 % FCS und 10 mM HEPES, ohne Gentamicin) mit einem pH-Wert von 7,4 ausgesat. 6
Stunden nach der Aussaat wurde das Medium gegen Messmedium mit Puffer mit pH-Werten von 7,0,
6,5 oder 6,0 ausgetauscht. Die Amilorid-Zugabe erfolgte 30 Stunden nach der Aussaat Giber den wei-
teren Verlauf der Messung. Die Kultivierung wahrend der Experimente bei unterschiedlichen Medien-
pH-Werten erfolgte bei 37° C in einem CO,-freien Inkubator (Abb. 5-1b). Zur Auswertung der Experi-
mente wurden alle Daten auf den Zeitpunkt der Wirkstoffzugabe zu Stunde 24 normiert.

Xii



Material und Methoden

[}] [}]
o o
) o)
- F-
EE o =
= 0 T O
S0 TR
_ m W x
Zeit [Stunden] s S
-4 0 24 48 72 96
____I ______ _I ______ | 1 | 1 |
I L
c =)
3 :
S
k) 1. Bildaufnahmen s
= 2. Resazurin-Test °
s 'u
© 3. Zellzdhlung o
2 2
< L
a
(]
o
= ©
o>
o 3
o D
ST
25
m —
Zeit [Stunden] E
-4 0 6 24 48 72 96
____I ______ _' ______ 1 1 1 1 L~
1 T >
s ] g
3 2 2
Al 8 2
g = 1. Bildaufnahmen s
= E 2. Resazurin-Test °
. u
© ;. 3. Zellzdhlung °
2 - T
< - w
b

Abb. 5-1: Schematischer Ablauf von Resazurin-Test, Zellziahlung und Mikroskopie mit Zytostatika-Zugabe
oder Medien-pH-Wert-Wechsel und Amiloridzugabe

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf von Resazurin-Test, Zellzdhlung und Mikroskopie an Zelllinien. Die Zellen
werden 28 Stunden vor der Wirkstoffzugabe ausgesét. Alle 24 Stunden werden anhand je einer Messplatte die
Analysen durchgefiihrt. Nach Aufnahme der lichtmikroskopischen Bilder mit einem Inversmikroskop wird ein
Resazurin-Test und im Anschluss eine Zellzahlung durchgefiihrt. Die Messung wird nach einem Zeitraum von 96
Stunden beendet. (a) Messung mit Zytostatika-Behandlung ab Stunde 24 Uber einen Zeitraum von 24 Stunden.
(b) Messung mit einem pH-Wert-Wechsel des Mediums nach 6 Stunden und Amilorid-Zugabe zu Stunde 24. Die
Amilorid-Behandlung wird bis zum Ende der Messungen durchgeflhrt.
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Lichtmikroskopie

Zur Bestimmung der morphologischen Veranderungen von Zellen als Folge von Wirkstoffzugaben
wurde ein inverses Lichtmikroskop (VergroBerung 100-fach) verwendet. Die Bilder wurden unmittelbar
vor der Resazurin-Zugabe aufgenommen.

Resazurin-Test

Vitale Zellen reduzieren Resazurin zu Resorufin und Dihydroresorufin. In der Zelle wird Resazurin
vermutlich durch die Aktivitdt mitochondrialer Enzyme in seine reduzierte Form umgewandelt, da es
Elektronen von NADPH, FADH, FMNH, NADH und von Cytochromen aufnimmt. Dies resultiert in der
Farbanderung von der blauen oxidierten Form des Farbstoffs in eine fluoreszierende rote Form. Je-
doch sind nicht alle zellularen Mechanismen bekannt, die Resazurin umsetzen konnten™. In dieser
Arbeit wurde der Resazurin-Test zur Vitalitatsbestimmung herangezogen. Die zur Vitalitat der Zellen
proportionale Starke des Fluoreszenz-Signals wurde in dieser Arbeit bei einer Anregungswellenlange
von 540 nm und einer Emissions-Wellenldnge von 590 nm gemessen. Diese ist proportional zur Vitali-
tat von Zellen.

Zur Durchfiihrung des Assays wurden die zu untersuchenden Wells (Medienvolumen je 500 ul) mit
10 pl Resazurin (1 g/l) pro Well versetzt und nach 2 stiindiger Inkubationszeit die Fluoreszenz-
Intensitat mit dem Fluoreszenz-Microplate Reader FluostarGalaxy ausgelesen. Zur Datenanalyse
wurden Referenzwerte von zellfreien Medium von den Mittelwerten jeweils gleich behandelter Wells
abgezogen.

Zellzahlbestimmung

Die im Rahmen des Resazurin-Tests zu analysierenden 24-Well-Platten wurden mit dem TC10™
automated cell counter gezahlt. Hierfir wurden nach Entnahme des Kulturmediums die adherenten
Zellkulturen zwei Mal mit 200 pl Accutase-Lésung gewaschen. Anschlieffiend wurden 100 pl Accutase-
Lésung zu den Kulturen hinzu gegeben und 10 min lang im Inkubator inkubiert. Nach Vereinzelung
der Zellen wurden 100 pl Zellkulturmedium zugegeben. 10 ul der Zellsuspension wurden in die spezi-
ellen Slides des TC10™ automated cell counter pipettiert und ausgezahlt. Hierbei wurde die Zellzahl

von jedem Well 3 Mal bestimmt.
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5.1.5 Messungen mit dem IMR-System

Versuchsablauf einer Messung an Zelllinien

Vier Stunden vor geplantem Messbeginn wurden 5*10* MCF-7 Zellen pro Well in 200 pl Kulturmedium
in den Zellkulturbereich einer intelligenten Multiwellplatte (iIMWP) ausgesat und flr 2 Stunden bei
37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 10 % CO,inkubiert. Dies ermdglicht die Adhasion der Zellen an der
Well-Oberflache. AnschlieRend wurden die Wells auf ein Medien-Volumen von 500 ul aufgefiillt und
weitere zwei Stunden inkubiert. Das Aufsetzen des Deckels erfolgte langsam unter Vermeidung von
Luftblasenbildung. Nach Einsetzen der Platte in das Messsystem wurde die Messung Uber die
IMROS-Software gestartet. Der Start der Messung im IMR-System wurde als Stunde 0 definiert.

Mindestens zwei Stunden vor Beginn einer Messung mit dem IMR-System wurden unter sterilen Be-
dingungen der Roboterkopf mit Spitzen bestlickt und im IMR-Systems montiert, der Inkubator einge-
schaltet (37 °C) und das frisch hergestellte, in 24 Well-Deepwell-Platten abgefillte Messmedium
(DMEM D5030 supplementiert mit 25 mM D-Glucose, 50 pg/ml Gentamycin, 4 mM L-Glutamin und
5 % FCS) (Tabelle 5-6) zum Vorwarmen hineingestellt. Um die optischen Messungen von Sauerstoff-
gehalt und pH-Wert des Mediums zu ermoglichen, enthalt das Messmedium standardmafig kein Phe-
nolrot und maoglichst keinem Puffer.

Das Standard-Messprotokoll fir Zelllinien sieht einen Medienaustausch von 100 pl in 20 mindtigem
Rhythmus und eine Datenaufzeichnung mit dem Mikroskop von sieben Messpunkten pro 20 minuiti-
gem Zyklus fiir jeden metabolischen Parameter und jedes Well vor. Bildaufnahmen erfolgen alle 20
Minuten. Die Zytostatika-Zugabe erfolgt 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber einen Zeitraum
von 24 Stunden (Abb. 5-2a).

Amilorid wurde 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber die gesamte Messdauer zugegeben
(Abb. 5-2b). Alle 24 Stunden erfolgt ein Wechsel des Pipettierroboters auf ein frisches Medien-
Vorratsgefald.

Sollte ein pH-Wert-Wechsel des Mediums erfolgen, wurde sechs Stunden nach Start der Messung auf
ein neues Medien-Vorratsgefall wechselt. In diesem befand sich gepuffertes Messmedium (DMEM
D5030 supplementiert mit 25 mM D-Glucose, 50 ug/ml Gentamycin, 4 mM L-Glutamin, 5 % FCS und
10 mM HEPES (pH 7,4 und 7,0) oder MES (pH 6,5 und 6,0) mit den gewtlinschten pH-Werten (Abb.
5-2b).
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Abb. 5-2: Schematische Ablaufe fiir IMR-Messungen an Zelllinien mit Zytostatika-Zugabe oder Medien-pH-
Wert-Wechsel und Amilorid-Zugabe

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf von Messungen mit dem IMR-System an Zelllinien. Der Start der Messung mit
dem IMR-System wird als Stunde 0 definiert. Vier Stunden vor geplantem Messbeginn erfolgt die Aussaat der
Zellen in die Messplatte. Zwei Stunden vor Messbeginn werden die erforderlichen Vorbereitungen des
Messsystems getroffen. (a) Messung mit Zytostatika-Behandlung ab Stunde 24 Uber einen Zeitraum von 24
Stunden. (b) Messung mit einem pH-Wert-Wechsel des Mediums nach 6 Stunden und Amilorid-Zugabe zu
Stunde 24. Die Amilorid-Behandlung wird bis zum Ende der Messungen durchgefiihrt.
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Versuchsablauf einer IMR-Messung an humanem Mammakarzinom-Gewebe

Im Vorfeld der Praparation von Mammakarzinom-Gewebeproben wurden alle Vorbereitungen getrof-
fen, um einen unmittelbaren Start der IMR-Messung nach Herstellung der Gewebeschnitte zu ermég-
lichen. Unter sterilen Bedingungen wurde der Roboterkopf mit Spitzen bestiickt und im IMR-Systems
montiert, der Inkubator eingeschaltet (37 °C) und das frisch hergestellte, in 24 Well-Deepwell-Platten
abgefillte Messmedium (DMEM D5030 supplementiert mit 25 mM D-Glucose, 50 ug/ml Gentamycin,
4 mM L-Glutamin und 5% FCS) zum Vorwarmen fiir 2 Stunden hineingestellt. Um die optischen Mes-
sungen von Sauerstoffgehalt und pH-Wert des Mediums zu ermdglichen, enthalt das Messmedium
standardmaRig kein Phenolrot und mdglichst wenig Puffer.

Die Praparation von Gewebeschnitten erfolgte anschlieRend. Es wurden hierflr verschiedene, in Ab-
schnitt 5.1.3) beschriebene Methoden getestet und im Rahmen dieser Arbeit eine Standardarbeitsan-
weisung (Abschnitt 4) definiert. IMR-Messungen an Zellsuspensionen wurden nicht durchgefihrt.

Einlegen der Gewebeschnitte in die Messplatte:

Zum Einlegen in die intelligente Multiwellplatte wurden die frisch praparierten Gewebeschnitte auf
einem runden Nylonnetz (Durchmesser 6 mm) platziert, auf den Boden der Wells gelegt (Abb. 5-3)
und die Wells sofort mit 500 yl Messmedium aufgefiillt. Nach Aufsetzen des Deckels unter Vermei-
dung von Luftblasenbildung wurde die Platte in das Messsystem eingesetzt und die Messung tber die
IMROS-Software gestartet. Der Start der Messung wird als Stunde 0 definiert.

Messprotokoll:

Das Standard-Messprotokoll fur humanes Mammakarzinom-Gewebe sieht einen Medienaustausch
von 100 pl in 20 mindtigem Rhythmus und eine Datenaufzeichnung mit dem Mikroskop von sieben
Messpunkten pro 20 minttigem Zyklus flr jeden Parameter und jedes Well vor. Fotoaufnahmen erfol-
gen alle 20 Minuten. Die Zytostatika-Zugabe erfolgt 24 Stunden nach dem Start der Messung Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden. Alle 24 Stunden erfolgt ein Wechsel des Pipettierroboters auf ein
frisches Medien-Vorratsgefal’. Der zeitliche Versuchsablauf einer IMR-Messung an humanem Mam-
makarzinom-Gewebe ist in Abb. 5-4 dargestellt.

Abb. 5-3: Einlegen der Gewebeschnitte in die Messplatte

Zum Einlegen in die intelligente Multiwellplatte werden die Gewebeschnitte auf einem runden Nylonnetz
(Durchmesser 6 mm) platziert, auf den Boden der Wells gelegt und die Wells sofort mit 500 pyl Messmedium
aufgefllt.
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Abb. 5-4: Schematischer Ablauf einer IMR-Messung an Mammakarzinom-Gewebeproben

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf von Messungen mit dem IMR-System an Mammakarzinom-Gewebeproben.
Der Start der Messung mit dem IMR-System wird als Stunde 0 definiert. Vor der Probenpraparation werden die
erforderlichen Vorbereitungen des Messsystems getroffen. Die Zytostatika-Behandlung beginnt ab Stunde 24
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. Die Messung wird nach einem Zeitraum von 96 bis 120 Stunden beendet.
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