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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Lungenkarzinom

Maligne Tumore stellen nach den kardiovaskularen Erkrankungen die haufigste
Todesursache in Industrienationen dar [1]. Das Lungenkarzinom ist dabei
weltweit das bei Mannern am zweithaufigsten und bei Frauen am dritthaufigsten
diagnostizierte Karzinom [2]. Aufgrund der hohen Mortalitat handelt es sich
beim Lungenkarzinom um die haufigste krebsbedingte Todesursache [2-4]. Die
schlechte Prognose liegt in dem spatem Auftreten von Symptomen, der
frGhzeitigen Metastasierung und der raschen Entwicklung von Chemotherapie-
Resistenzen begrundet [3, 4].

Das Lungenkarzinom lasst sich histologisch in das kleinzellige Lungenkarzinom
(Small Cell Lung Cancer, SCLC) und die nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome
(Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) einteilen [5, 6]. Die NSCLC stellen mit
ca. 85 % aller Lungenkarzinome die grof3ere Gruppe dar [6]. Sie werden in
Adenokarzinome (50 %), Plattenepithelkarzinome (30 %), groflzellige
Lungenkarzinome sowie Mischtypen unterteilt [6, 7]. Diese Einteilung kann
aufgrund von schlechter Differenzierung der Tumorzellen und heterogener
histologischer = Zusammensetzungen  erschwert sein, sodass eine
Unterscheidung zunehmend anhand zugrundeliegender molekularbiologischer
und genetischer Veranderungen getroffen wird [8].

Im Genom aller Tumorzellen kdnnen somatische Mutationen nachgewiesen
werden, die besonders haufig in onkogenen Signalwegen auftreten und
entscheidend fur die Entstehung von Neoplasien sind [9, 10]. Als
Hauptrisikofaktor fir Mutationen im Lungenkarzinom gilt das Rauchen, welches
am haufigsten bei Patienten mit SCLC ursachlich ist, wohingegen bei
Nichtrauchern haufiger das Adenokarzinom auftritt [7, 11]. Mit einer sinkenden
Zahl an Rauchern in der westlichen Welt wird in Zukunft mit einer relativen
Zunahme an Adenokarzinom-Fallen unter den Lungenkarzinomen gerechnet [7,
12].
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In Adenokarzinomen liegen die haufigsten zugrundeliegenden Mutationen im
Kirsten Ratten Sarkom Homolog (KRAS)-Gen und im Epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)-Gen [8, 13, 14]. Weitere mdgliche
Mutationen kdonnen im Rapid-Akzeleriertes-Fibrosarkom Homolog B1 (BRAF)-
Gen oder im Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)-Gen auftreten. Auch eine
Amplifikation des Hepatozyten Wachstumsfaktorrezeptors (HGFR) oder
strukturelle Veranderungen in der Anaplastischen Lymphom Kinase (ALK) sind
bekannt [11].

Eine aktivierende Mutation im EGFR-Gen liegt in 10-40 % aller
Adenokarzinome vor, wobei die Pravalenz bei Frauen, Nichtrauchern und
Patienten asiatischer Herkunft hoher ist [11, 15, 16]. Zugrunde liegen in 85 %
der EGFR-Mutationen eine Deletion (del) in Exon 19 der intrazellularen Tyrosin-
Kinase-Domane des EGFR (delE746-A750) oder eine Punktmutation in
Exon 21 (L858R) [11, 17-19].

1.2. Die EGFR-Signalkaskade

Fir die Entdeckung des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) und dessen
proliferativer Wirkung auf Epithelzellen in den 50er Jahren erhielt Stanley
Cohen den Nobelpreis fir Medizin [20]. Diese und die anschliellende
Entdeckung des EGFR stellten einen Wendepunkt in dem Verstandnis der
Embryogenese und der Zellphysiologie im erwachsenen Menschen dar [21-23].
Die Entwicklung von epithelialen Strukturen von Haut, Lunge, Pankreas,
Gastrointestinaltrakt, Auge und zentralem Nervensystem wird uber den EGFR
gesteuert [19, 24]. Dabei reguliert die EGFR-Signalkaskade Uberleben,
Wachstum, Proliferation, Angiogenese, Invasion und die Differenzierung von
Zellen und spielt eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Tumoren [11,
19, 25, 26].

Beim EGFR handelt es sich um eine transmembrandse Rezeptor-Tyrosin-
Kinase (RTK), bestehend aus einer extrazellularen Domane, an die passende
Liganden binden konnen, einer transmembranosen und einer intrazellularen,

zytoplasmatischen Domane mit katalytischer Kapazitat [26-28].
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Die Familie der humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (HER)
beinhaltet neben dem EGFR (HER-1) noch drei weitere Rezeptoren: HER-2,
HER-3 und HER-4 [27]. Der EGFR und der HER-2 spielen als Onkogene und
als Angriffspunkte flr zielgerichtete Therapien eine grof3e Rolle [26]. Bindet
einer von elf verschiedenen Liganden aus der EGF-Familie an den EGFR, fihrt
dies zu einer Homodimerisierung oder zu einer Heterodimerisierung der
Rezeptoren. Es kommt zu einer Autophosphorylierung der zytoplasmatischen
Tyrosin-Kinase, wodurch vielschichtig vernetzte intrazellulare Signale und
Interaktionen in Gang gesetzt werden [19, 26-28].

Die Autophosphorylierung der dimerisierten Rezeptoren fuhrt zunachst zu einer
Bindung von Adapter-Proteinen [19, 24], welches verschiedene Signalwege in
Gang setzt. Die entscheidenden Signalkaskaden sind dabei der Mitogen-
Aktivierte-Protein-Kinase (MAPK)-Weg, der fur die Stimulation von
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Zelliberleben zustandig ist, und der
PI3K-Weg, Uber den insbesondere die Inhibition der Apoptose aber auch die
Regulation des Metabolismus, der Proliferation und des Glukosehaushalts
gesteuert werden (siehe Abbildung 1) [19, 24, 29-32].

Uber verschiedene Aktivatoren, wie beispielsweise die Janus-Kinase 2 (JAK 2),
oder Uber das mechanische Zielmolekll von Rapamycin (mTOR) laufen einige
der Wege in den Signaltransduktoren und Transkriptionsaktivatoren (STAT)
zusammen [33]. Die STAT besitzen eine Doppelrolle als zytoplasmatische
Botenstoffe und als Transkriptionsfaktoren im Zellkern. Im Verlauf werden
schlieR®lich unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, wie das zyklische
Adenosinmonophosphat response element bindende Protein (cAMP response
element-binding protein, CREB) oder c(cellular)-Jun, Uber die Signalkaskaden
aktiviert und greifen in die Transkription von Genen ein (in Abbildung 1 nicht
dargestellt) [24, 30, 34]. Eine Vielzahl an Interaktionen und Ruckkoppelungs-
Schleifen zwischen den Signalmolekilen sind bekannt und Gegenstand
weiterer Forschungen [24].

Die Signalkaskade wird unter anderem durch Endozytose und den lysosomalen
Abbau des EGFR nach Binden der Liganden beendet [26].
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die EGFR-Signalkaskade. Es werden der MAPK-Weg
und der PI3K-Weg unterschieden. Onkogene und wachstumsférdernde Prozesse sind
in dem blau hinterlegten Kasten aufgelistet,
kontrollierenden Prozesse in den grau hinterlegten Kasten dargestellt sind. Bildquelle:
modifiziert nach [19, 35] (19: mit freundlicher Genehmigung von Elsevier; 35: Creative
Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License).
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In Tumoren kann es aufgrund von aktivierenden Mutationen, Uberexpression
des EGFR sowie autokriner oder parakriner Synthese der Liganden zu einer
Uberschief3enden Aktivitat der durch den EGFR aktivierten Signalwege kommen
[27]. Die zuvor beschriebene aktivierende EGFR-Mutation in Exon 19 fuhrt zu
einer Liganden-unabhangigen Autophosphorylierung des Rezeptors und einer
dauerhaften Aktivitat der Signalwege. Die Induktion von Proliferation,
Wachstum, Angiogenese und Invasivitat der Zellen sowie die Inhibition der
Apoptose fuhren zur Entstehung von Zellen mit onkogenem Potential [10, 11].
Es entwickelt sich eine Abhangigkeit der Zellen gegeniber den dauerhaft
aktivierten Signalwegen (oncogene addiction) [36], wodurch die Signalmolekile
dieser Kaskaden ideale Angriffspunkte flr das gezielte Eingreifen in
uberlebenswichtige Prozesse der Krebszellen darstellen [8, 36]. Diese
zielgerichteten Therapien (targeted therapies) fuhren meist zu ausgepragten
antiproliferativen Ergebnissen und weisen eine bessere Vertraglichkeit auf als
klassische Chemotherapeutika [36-39]. Die EGFR-Familie ist beispielsweise der
Angriffspunkt von monoklonalen Antikorpern, wie dem Anti-HER-2-Antikorper
(Trastuzumab), der die Rezeptordimerisierung verhindert. Auch RTK-Inhibitoren
wie Gefitinib, das mit Adenosintriphosphat (ATP) um die ATP-Bindungsstelle
konkurriert und die zytoplasmatische Rezeptor-Aktivitat inhibiert, kommen zum
Einsatz [26, 27, 31].

1.3. Gefitinib

Gefitinib (Iressa®, AstraZeneca) ist neben Erlotinib (Tarceva® Roche) ein
reversibler, oraler EGFR-Tyrosin-Kinase-Inhibitor (EGFR-TKI) der ersten
Generation, der in der Behandlung von Adenokarzinomen mit einer
aktivierenden EGFR-Mutation eingesetzt wird.

Vor der Einfuhrung von Gefitinib wurden trotz bekannter histologischer und
morphologischer Unterschiede alle fortgeschrittenen Tumorerkrankungen aus
der heterogenen Gruppe der NSCLC mit einer Platin-haltigen Kombinations-
Chemotherapie behandelt [40, 41]. Darunter verlangerte sich das
progressionsfreie Uberleben um nur vier bis sechs Monate und das

durchschnittliche Gesamtlberleben lag bei zehn bis zwolf Monaten [42].
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NSCLC mit einer aktivierenden EGFR-Mutation zahlten zu den NSCLC mit der
schlechtesten Prognose [43].

Gefitinib erhielt als erste zielgerichtete Therapie des NSCLC 2003 von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) eine beschleunigte
Zulassung aufgrund der Uberlebensverbesserung in ansonsten palliativen
Situationen [44-46]. Allerdings konnte in einer randomisiert-kontrollierten Studie
kein Effekt auf das Gesamtiberleben gezeigt werden, sodass eine Restriktion
der Zulassung erfolgte [8, 47]. Auffallig war, dass am meisten Frauen,
Nichtraucher und Patienten asiatischer Herkunft von einer Therapie mit Gefitinib
profitierten [18, 48, 49]. Erst die Assoziation des Therapieerfolges in nur
10-20 % der Behandelten mit dem Vorliegen einer EGFR-Mutation fUhrte zu der
gezielten Selektion von Patienten und dem verbreitetem Einsatz von Gefitinib
[8, 17, 45, 50, 51].

Gefitinib ist eine Anilinoquinazolin-Verbindung, die reversibel an die ATP-
Bindungstasche des EGFR bindet und diesen kompetitiv inhibiert. Dabei zeigt
Gefitinib eine hoéhere Affinitat fur die mutierte Variante des EGFR als fur den
Wildtyp-EGFR [17, 52, 53]. Dies fuhrt zu einer selektiven Inhibition der
mutierten Rezeptoren, einem gezielten Ansprechen der mutierten Tumorzellen
und einem reduzierten Nebenwirkungsprofil [54]. Zu den unerwilnschten
Wirkungen gehoren Hautausschlage oder Diarrhoe, was mit der erhdhten
EGFR-Expression in Epithelien zusammenhangt [48, 50, 51]. Unter der
Therapie mit Gefitinib kam es im Vergleich zur Standard-Chemotherapie zu
einem signifikant haufigeren Therapieansprechen, einer signifikant verzogerten
Progredienz und einem verlangerten Gesamtuberleben von insgesamt
27-30 Monaten [55-57].

In klassischen zytotoxischen Chemotherapie-Regimen wird meist die beste
Wirksamkeit durch Medikament-Konzentrationen erzielt, die mit starken
Nebenwirkungen einhergehen. Die Dosierung muss nach maximal tolerierbaren
Nebenwirkungen gewahlt werden und wird dadurch limitiert. In den
zielgerichteten Therapien hingegen ist das Nebenwirkungsprofil oftmals weniger
ausgepragt und es steht im Vordergrund, die optimale Konzentration fur eine

maoglichst effektive, antiproliferative Behandlung zu finden [58-60].
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1.4. Resistenzmechanismen

In der Entwicklung von Resistenzen wird zwischen primaren Resistenzen (ab
initio) und sekundaren, erworbenen Resistenzen (de novo) unterschieden. Ein
primares Nichtansprechen auf die Therapie mit Gefitinib weisen unter anderem
Tumore mit Mutationen in KRAS-, BRAF-, (Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase-
Kinase) MEK- und dem Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 3-Kinase,
katalytische Untereinheit Alpha (PIK3CA)-Gen auf [61].

In der Behandlung von EGFR-TKI-sensitiven NSCLC ist die Entstehung von de
novo Resistenzen innerhalb weniger Monate nach Behandlungsbeginn ein
grolRes Problem [32, 61]. Ursachlich fir ein Therapieversagen von Gefitinib
nach initialem Ansprechen kann zum einen die Selektion von primar resistenten
Zellen in heterogenen Lungentumoren oder zum anderen die Entwicklung von
neuen Resistenzen durch die Therapie sein. Es haben sich keine Unterschiede
in der Resistenzbildung in Hinblick auf die zugrundeliegende EGFR-Mutation
(L858R- oder delE746-A750- Mutation) gezeigt [62]. Das gleichzeitige Vorliegen
verschiedener Resistenzmechanismen ist keine Seltenheit und kann
unterschiedliche Therapieansatze verlangen [62]. Die durchschnittliche Zeit bis
zum Therapieversagen von Gefitinib betragt 9-13 Monate [55-57].

In mehr als der Halfte aller erworbener Resistenzen kommt es zu einer T790M-
Mutation in Exon 20 des EGFR-Gens, die durch den Austausch der Aminosaure
Threonin mit Methionin in Position 790 charakterisiert ist [62-66]. Diese
Mutation fuhrt zu einer erhdohten ATP-Affinitat des mutierten EGFR in den
Tumorzellen [67]. Es kommt zu einer starkeren Konkurrenz von ATP um die
Bindung an den EGFR und folglich zu einer verminderten Inhibition durch
Gefitinib  [67]. Ein  weiterer beschriebener Mechanismus fur die
Resistenzbildung aufgrund der T790M Mutation ist die Blockade des
B-Zelllymphom 2 (Bcl2)-interagierenden-Zelltodmediator (BIM) [68]. BIM ist ein
pro-apoptotisches Protein, das durch die Proteinkinase B (AKT) gehemmt wird
und durch den Einsatz von EGFR-TKIs den programmierten Zelltod initiiert [68].
In T790M mutierten Zellen kommt es demnach zusatzlich zu einem Abfall der
Apoptoserate. Weitere Mutationen wie T854A, D761Y oder L747S, die den
EGFR beeinflussen, finden sich seltener [68-70].
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In etwa 15-20 % entwickelt sich eine Gefitinib-Resistenz aufgrund einer
Amplifikation des Mesenchymale-Epitheliale-Transition(MET)-Gens, das fur den
HGFR kodiert und Uber diesen den PI3K/AKT-Weg aktiviert [71, 72]. Eine
Amplifikation flhrt - unabhangig vom inhibierten EGFR - Uber intrazellulare
Signalwege zu Proliferation, Wachstum, Angiogenese und Inhibition der
Apoptose in den Tumorzellen [71, 72].

Ein weiterer Mechanismus der Resistenzbildung ist die Epitheliale-
Mesenchymale-Transition (EMT), die den Ubergang von Epithelzellen zu Zellen
mit mesenchymalen Charakteristika beschreibt. Diese Transition ist in der
Embryogenese, aber auch fur die Invasion und die Metastasierung von
Tumorzellen relevant [73-75]. Es zeigt sich ein Verlust der Zell-Zell-Kontakte
Uber eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die eine Ausbildung von
Adhasionsmolekilen wie E-Cadherin herabregulieren [76-79]. Durch die
abnehmende Adhasionsfahigkeit wird eine Veranderung der Zellmorphologie
und ein vermehrtes Migrationspotential der Zellen moglich [73, 80].

In der Entwicklung von Resistenzen ist aul’erdem eine histopathologische
Konversion der NSCLC-Zellen zu spindelférmigen SCLC-Zellen beschrieben
[65, 81]. Dieser Ubergang ist haufig mit anderen Mechanismen der
Resistenzbildung assoziiert und nur nach einer Therapie mit EGFR-TKIs
beschrieben. Ein kausaler Zusammenhang bleibt jedoch unklar [62]. Die
phanotypisch veranderten Lungentumorzellen zeigen ein vermehrtes
Ansprechen auf die klassische Radiochemotherapie des SCLC, sodass eine
frhzeitige ldentifizierung das Therapieregime beeinflusst [62]. Auch wurden
Falle beschrieben, in denen die entwickelten Resistenzen nach Beendigung der
EGFR-TKI-Therapie reversibel waren und sich im weiteren Lauf eine erneute
Sensibilitat fur Gefitinib zeigte [65].
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1.5. Tissue Engineering

Nur etwa 8 % aller Medikamente, die fur Phase | Studien zugelassen werden,
werden spater auch in der Regelbehandlung eingesetzt [82]. Grund dafir ist
unter anderem die unzulangliche Vorhersage von Sicherheit und Wirksamkeit
eines Medikaments in praklinischen Testreihen wie beispielsweise
zweidimensionalen (2D) Zellkulturen oder Tiermodellen [82, 83]. Fur eine
effiziente und therapierelevante Erforschung von Tumoren und ihrer Therapien
sind daher einfache und kosteneffiziente Modelle erforderlich, die sowohl die
Gegebenheiten im menschlichen Organismus mit moglichen Zell-Zell-
Interaktionen widerspiegeln, als auch eine zugige und verlassliche Testung von
Medikamenten erlauben.

Die Untersuchung von Tumoren und deren Therapien erfolgt gegenwartig
anhand von frischem Tumorgewebe, Zelllinien und Tiermodellen [84].

Die Beschaffung von frischem Tumorgewebe kann eine technische und
finanzielle Herausforderung darstellen. Es handelt sich dabei um sehr
heterogene Gewebe aus diversen malignen und nicht-malignen Zellen
unterschiedlicher Individuen, die eine vergleichende Untersuchung unter
normalisierten Bedingungen nicht erlauben [84].

Versuche mit Tumorzelllinien haben gezeigt, dass diese in der 2D in vitro
Kultivierung ihre Differenzierung beibehalten kdnnen und so eine Untersuchung
ohne einflussnehmende Umgebungsfaktoren, wie beispielsweise Stroma- und
Entzindungszellen ermdglichen [85, 86]. Dies lasst eine Isolierung von
charakteristischen Mutationen sowie eine beinahe unendliche und schnelle
Reproduktion der Zellen zu [87]. Von Vorteil sind dabei die einfache
Handhabung, ein besseres Verstandnis der Tumor-Molekularbiologie, eine
weltweite  Reproduzierbarkeit von  Versuchsergebnissen und zlgige
Medikamententestungen [88]. Die Kultivierung von Zelllinien Gber einen
langeren Zeitraum flhrt jedoch zu einem Verlust der urspringlichen
Tumoreigenschaften oder zu einer Selektion von irrelevanten Subpopulationen,
sodass die Zellen nicht mehr als reprasentativ fir den Tumor gelten [84, 87,
89]. Besonders aber das schnelle Zellwachstum spiegelt die in vivo

Gegebenheiten nicht korrekt wider [90].
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Die Umgebung eines Tumors spielt ebenfalls seine grol’e Rolle fur die lokale
Ausbreitung, die Differenzierung, das Wachstum, die Angiogenese und die
Invasivitat von malignen Zellen [10, 87, 91-93]. Diese Interaktion der
Tumorzellen mit dem Stroma, Immunzellen und dem GefalRsystem ist durch
eine Implantation von Tumorzellen in Nagetiere (Xenografts) imitierbar [94, 95].
Die Untersuchungen zu Sicherheit und Wirksamkeit von Medikamenten in
Tierversuchen sind sehr verbreitet. In mehr als der Halfte der Falle sind die
Erkenntnisse jedoch nicht auf den menschlichen Organismus Ubertragbar oder
erlauben keine aussagekraftige Vorhersage Uber mogliche Reaktionen und
Interaktionen [96, 97]. Dies liegt unter anderem an deutlichen Spezies-
spezifischen Unterschieden und der schweren Durchflhrbarkeit von
Echtzeitversuchen und Untersuchungen unter dem Mikroskop [96, 97]. Zudem
ist fur die Tierversuche ein groRRer zeitlicher und finanzieller Aufwand natig.
Unter ethischen und ideologischen Gesichtspunkten sowie nach Maligabe der
aktuell geltenden Tierschutzvorschriften mit Umsetzung des 3R-Prinzips —
replace (Vermeiden), reduce (Verringern) und refine (Verbessern)- sollte eine
weitere Reduktion von Tierversuchen angestrebt werden [98-100].

Das Tissue Engineering ist ein interdisziplinares Forschungsgebiet von
Zellbiologie, Materialtechnik und Biotechnologie, das sich dem Aufbau
funktionaler Gewebe widmet und so eine Bricke zwischen 2D Zellkulturen und
Tierversuchen bildet [90, 101-103]. Erste Versuche wurden bereits 1933 von
Bisceglie unternommen [104] und seit 1980 widmen sich viele Forschergruppen
der Konstruktion von Geweben [101, 102]. Die Herstellung von artifiziellen
Geweben im Rahmen der regenerativen Medizin oder von Krankheitsmodellen
fur die Forschung wird dadurch mdglich [105]. Dabei werden biologische oder
synthetische Tragerstrukturen mit Zellen besiedelt und ein maoglichst
naturgetreues Gewebe in vitro hergestellt (Abbildung 2). Das spezielle
biologische Mikromilieu im menschlichen Korper kann durch biologische
Tragerstrukturen imitiert werden, die Interaktionen zwischen Extrazellular-Matrix

und Zellen ermdglichen.

10



Einleitung

Diese haben grof’en Einfluss auf die Zell-Morphologie, die Aktivierung von
Signalwegen und Zellinteraktionen, welche in dreidimensionalen (3D) Modellen
ohne Tragerstruktur nicht berucksichtigt werden [91, 106-108]. Denkbare und
bereits  eingesetzte = Anwendungen reichen  von Geweben  zur
Grundlagenforschung und pharmakologischen Testsystemen uUber den Ersatz
von nicht regenerierbaren Organen und Geweben bis hin zur Etablierung von

patientenspezifischen Tumormodellen [107, 109-112].

Testsystem
©8s BEY ¢i &
> @ > .@-g@ =N
> —_—r
E)
Zellisolation  Zellexpansion Aussaat Kultur

auf eine Matrix (statisch/dynamisch)
und Zelldifferenzierung

l

———————————————————————— Implantat

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Prinzipien des Tissue Engineering.
Aus dem Patienten/einem lebenden Organismus entnommene Zellen werden nach
einer in vitro Isolation und Expansion auf eine biologische oder synthetische
Tragerstruktur (Matrix oder Scaffold) ausgesat und unter verschiedenen Bedingungen
kultiviert. Dadurch kommt es zu einer Differenzierung der Zellen. Diese kdnnen
entweder in den Patienten ruckimplantiet werden oder als Testsysteme zur
Verwendung kommen. Bildquelle: modifiziert nach [113],
Creative Commons Attribution 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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1.6. Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Dosis-Wirkungs-Beziehung von Gefitinib und
die Entstehung von Gefitinib-Resistenzen in einem etablierten humanen
Lungentumormodell zu untersuchen. Dabei steht insbesondere die Eignung des
Lungentumormodells flr Untersuchung der zeit- und konzentrationsabhangigen
Wirkung von Gefitinib im Vordergrund.

Die Bestimmung der Gewebevitalitat als Kriterium des Behandlungserfolges
wurde durch eine Anpassung des CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassay und des
RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay von Promega an das statische
3D Lungentumormodell mdglich. Es wurde die Vitalitat in der 2D Zellkultur und
im statischen 3D Lungentumormodell bestimmt und die Effekte von Gefitinib auf
Proliferation, = Apoptose, = Wachstumsverhalten, = Markerexpression  und
Signalwegsaktivierungen untersucht.

Anschliel3end erfolgte die Kultivierung von Gefitinib-sensitiven und —resistenten
Zellen flr die vergleichende Charakterisierung der beiden Subpopulationen. Fir
weiterfihrende Untersuchungen auf dem Gebiet der Resistenzentwicklung

sollte eine resistente Subpopulation generiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Gerat

Hersteller/Lieferant

Accu-jet Pipettierhilfe
Analysenwaage
Absaugsystem Vacusafe
Abzug

Aufnahmestation FluorChem Q

Autoklaven:
DX-45 Tischautoklav
Dampfsterilisierer “Varioklav”
Technoclav

Blot-Kammer Biometra Fastblot B44

Bioreaktor Inkubator

Paraffineinbettstation EG1150H
Brutschrank (37°C, 5% COy)
Dampfgarer ,MultiGourmet"
Digitalkamera
Duales Gelsystem PerfectBLue
Twin S
Einbettautomat (STP120 spin) und
Aufblockstation
Einfrierhilfe ,Mr. Frosty“
Einhangethermostat fir das
Wasserbad
Einkanalpipetten
Eismaschine AF-80
Fllssigstickstofftank MVE 815 P190
(-180°C)
Gefrierschrank

-20°C: Comfort

-80°C: HFU586 Basic
Handzahler
HeilBluftsterilisator
Kassettenbeschriftungsgerat VCP
5001
Kihlraum 4 °C
Kuhlplatte EG1150 C

Brand (Wertheim, D)

Kern (Balingen-Frommern, D)
NTEGRA Biosciences (Fernwald, D)
Prutscher Laboratory Systems
(Neudorfl, A)

Biozym Scientific (Oldendorf, D)

Systec (Wettenberg, D)

HP Medizintechnik (Oberschleiltheim, D)
Biomedis (Giessen, D)

Biometra GmbH (D)

Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (TERM Wirzburg,
D)

Leica (Wetzlar, D)

Heraeus (Hanau, D)

Braun (Kronberg, D)

Canon (Krefeld, D)

Preglab Blotechnologie (Erlangen, D)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich, D)

VWR (Darmstadt, D)
Lauda (Lauda-Kdénigshofen, D)

Eppendorf (Hamburg, D)
Scotsman (Mailand, I)
German-cryo (Juchen, D)

Liebherr (Biberach a.d. Riss, D)
Heraeus Med (Hanau, D)

neolLab (Heidelberg, D)

Memmert Heraeus (Hanau, D)
Vogel Medizintechnik (Giessen, D)

Genheimer (Hochberg, D)
Leica (Wetzlar, D)
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Kuhlschrank ,MedLine*
Magnetrihrer mit Heizung 720-HPS
Mikroplattenleser Tecan Infinite
M200
Mikroskope:
Lichtmikroskop
Fluoreszenzmikroskop BZ-
9000
Multikanal Pipette plus
Multistep Pipette
Neubauer Zahlkammer
Objekttragerbeschriftungsgerat VSP
5001
Orbitalschuttler
Peristaltische Pumpe
pH-Meter
Pipettenstopfmaschine
Pumpschlauch-Kassette
Rollmixer
Schlittenmikrotom
Spulmaschine
Sterilwerkbank SAFE2020
Stromversorgungseinheiten (EV202
und EV243)
Thermostat
Trockenschrank
Vortex “Genie 2”
Warmeschrank
Wasseraufbereitungssystem
Wasserbad
Wasserbad fur Paraffinschnitte
Wippschduttler
Zentrifugen:
Zentrifuge 5417R
Multifuge X12
Multifuge X1R
Pico 17
Rotilabo

Liebherr (Biberach a.d. Riss, D)
VWR (Darmstadt, D)
Tecan (Crailsheim, D)

Zeiss (Gottingen, D)
Keyence (Neu-Isenburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Brand (Wertheim, D)

Hartenstein (Wlrzburg, D)

Vogel Medizintechnik (Giessen, D)

neolLab (Heidelberg, D)

Ismatec (Wertheim-Mondfeld, D)
Mettler Toledo (Giessen, D)

Bellco Glass (Asbach, D)

Ismatec (Wertheim-Mondfeld, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)

Leica (Wetzlar, D)

Miele (Gutersloh, D)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich, D)
Peqglab Biotechnologie (Erlangen, D)

Eppendorf (Hamburg, D)
Memmert (Schwabach, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)
Medite (Burgdorf, D)
Millipore (Schwalbach, D)
(Lauda-Konigshofen, D)
GFL (Burgwedel, D)
neolLab (Heidelberg, D)

Eppendorf (Hamburg,D)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, D)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, D)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)
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2.1.2. Labormaterialien

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Labormaterialien

Labormaterial

Hersteller/Lieferant

Aufbewahrungsbox (Plastik)
Becherglaser

Beschwerungsringe, C-Form (fur das
Wasserbad)

Bioreaktoren (Fluss-)

Deckglaser

Edelstahlgussform
Elektrodenhalter
Eppendorfpipetten: 0,5-10, 10-100,
10-200, 100-1000 uL
Feuchtkammer
Glaspasteurpipetten
Glaspipetten: 5, 10, 25 mL
Kalteschutzhandschuhe
Laborglasflasche:

50, 100, 250, 1000 mL
Laborglasflasche (Schott, D) mit
Glasschlauchanschluss (‘Oliven’)
Loffelspatel
Ldsungsmittelfesterstift Dako Pen
Luer-Gewinde (weiblich)

Luer Sicherungsring (weiblich)
Luer T-Ansatz (weiblich)
Luer-Ventil (nadelfrei, swabable)
Magnetrahrstabchen
Magnetstabentferner
Messzylinder

Objekttragerboxen
Objekttragerstander (Glas, Edelstahl)
Pinzetten

Pipettencontainer
Reaktionsgefallstander
Schlauchkupplung

Schutzbrille Gunmetal
Skalpellhalter

Sprihflasche

Stander fur Zentrifugenrdéhrchen
Tischstander fur Vernichtungsbeutel
Trichter

Wageschalchen (Plastik)
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neolLab (Heidleberg, D)
Schott (Mainz, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)

GT-Labortechnik (D), Design:
Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (Wurzburg, D)
Menzel-Glaser (Braunschweig, D)
VWR (Darmstadt, D)

Labonord (Ménchengladbach, D)
Hartenstein (Wrzburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Werkstatt der Uniklinik (Wurzburg, D)
Brand (Wertheim, D)

Brand (Wertheim, D)

VWR (Darmstadt, D)

Schott (Mainz, D)

Weckert (Kitzingen, D)

Hartenstein (Wrzburg, D)
Dako (Hamburg, D)
Mednet (Munster, D)
Mednet (Munster, D)
Mednet (Munster, D)
Mednet (Munster, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)
Brand (Wertheim, D)
neolLab (Heidelberg, D)
Mercateo (Munchen, D)
Assistant (Sondheim, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)
neolLab (Heidelberg, D)
Mednet (Minster, D)
VWR (Darmstadt, D)
Bayha (Tuttlingen, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)
neolLab (Heidelberg, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)
Hartenstein (Wurzburg, D)
VWR (Darmstadt, D)
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Zellkronen (A4, PEEK) GT-Labortechnik (D), Design:
Lehrstuhl fur Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (Wirzburg, D)

2.1.3. Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

Aluminiumfolie Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Dichtungsring MVQ 70 rot Arcus Dichtelemente (Seevetal, D))
2772,5 mm, MVQ 10 rot 37*3 mm

Einbettfilterpapier Labonord (Ménchengladbach, D)
Einbettkassetten Klinipath (Duiven, NL)

Einmalpipetten: 5, 10, 25, 50 mL Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)
Nerbe Plus (Winsen, D)

Handschuhe (Nitril) Medline (Kleve, D)
Klarsichtfolie Cofresco Frischhalteprodukte (Minden, D)
Kryordhrchen: 1,8 mL Nunc (Wiesbaden, D)
Luer-Lock Spritze 5mL, 10 mL BD Biosciences (Heidelberg, D)
Microtomklingen, Typ S35 pfm medical (Kdln, D)
Nitrozellulosemembran: Protan Whatman (Maidstone, UK)
Objekttrager:
unbeschichtet Menzel (Braunschweig, D)
Polylysine™ Langenbrinck (Emmendingen, D)
Papierhandtticher IGEFA (Ahrensfelde, D)
Parafilm®, M Carl Roth (Karlsruhe, D)
Petrischalen: 145 x 20 mm Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)
Pipettenspitzen: 0,5-10, 10-100, Eppendorf (Hamburg, D)
100-1000 pL
Pumpschlauch Ismatec (Wertheim-Mondfeld, D)

Reaktionsgefalle: 0,5 mL, 1,5 mL, Sarstedt (NUrnbrecht, D)
2mL

Skalpellklingen (rund) Bayha (Tuttlingen, D)
Silikonschlauch Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)
Steriler Luftfilter, Porengrofle Sartorius Stedium Biotech (Géttlingen, D)
0,2 um
Vernichtungsbeutel Hartenstein (Wurzburg , D)
Whatman Filterpapier Hartenstein (Wurzburg, D)
Zellkulturflaschen: 75, 150 cm? TPP Techno Plastic Products AG
(Trasadingen, D)
Zellkultur-Multiwellplatten: TPP Techno Plastic Products AG
12-, 96-Well (Trasadingen, D)
Zellkultur-Multiwellplatte: Greiner Bio-One (D)
96-Well, weily und schwarz
Zellschaber Sarstedt (NUrnbrecht, D)
Zentrifugenréhrchen: Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)
15 mL, 50 mL Nerbe Plus (Winsen, D)
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2.1.4. Chemikalien

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromid (MTT)
Aceton

Acrylamid (30 %)

Albumin fraction V (BSA)
Ammoniumpersulfat (40 %, APS)
Antikorperverdunnungslosung

Beta-Mercaptoethanol
Bromphenolblau (1 %)
BSA-Proteinstandard
Chloroform

Citronensaure

DAPI Fluoromount-GTM
Demineralisiertes Wasser
Descosept
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase

Entellan

Eosin

Eselserum

Ethanol (denaturiert, 96 %)
Ethylen-diamin-tetra-acetat (EDTA)
Fetales Kalberserum
Gefitinib

Glycerin (86 %)

Haematoxylin sauer nach Mayer
Incidin plus

Isopropanol

Methanol

Milchpulver

Mowiol 4-88

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdodezylsulfat (10 %, SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH), Tabletten
Natriumorthovanadat
Natriumpyruvat

N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Paraffin
Paraformaldehyd (PFA)

Serva (Heidelberg, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (karlsruhe, D)

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
(Hamburg, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
VWR (Darmstadt, D)
SouthernBiotech (Birmingham, USA)
Uniklinik Warzburg (Wirzburg, D)
Seidel medipool (Reichertshofen, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Roche (Penzberg, D)

Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich, Munchen (GER)
Life technologies (Darmstadt, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Bio&SELL (Feucht, D)

Absource Diagnostics GmbH
(Minchen, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
Morphisto (Frankfurt am Main, D)
Ecolab (Monheim am Rhein, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

BioRad (Munchen, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Sleeze, D)
Sigma-Aldrich (Minchen, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
AppliChem (Darmstadt, D)
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Penicillin/Streptomycin (100-fach) PAA (Cdlbe, D)

Phosphate Buffered Saline (PBS Sigma-Aldrich (Minchen, D)

ohne Mg und Ca)

Phosphate Buffered Saline (PBS" mit Sigma-Aldrich (Minchen, D)

Mg und Ca)

Pierce ECL Western Blotting Substrat Thermo Fisher Scientific (Dreieich, D)
ProSieveR QuadColor™ Protein Marker Lonza (Kolin, D)

Proteaseinhibitor-Cocktail, Tablette Roche (Penzberg, D)
Reinstwasser Millipore (Schwalbach, D)
Roticlear-Histofix 4 % Carl Roth (Karlsruhe, D)
RPMI-1640 medium Life technologies (Darmstadt, D))
Tris Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Trypanblau, (0,4 %) Sigma Aldrich (Munchen, D)
Trypsin/EDTA (0,5 %, 10x EDTA, Invitrogen (Darmstadt, D)

4 Na)

Tween-20 Sigma-Aldrich (Minchen, D)
Xylol Carl Roth (Karlsruhe, D)

2.1.5. Medien, Puffer und Losungen

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Medien, Puffer und Lésungen fiir die Zellkultur
Medium/L6sung Zusammensetzung

0,05 % Trypsin/EDTA 10 mL Trypsin/EDTA Stammldsung (10-fach
90 mL konzentriert) PBS”
Lagerung bei 4 °C

Einfriermedium 40 % (v/v) FCS
10 % (v/iv) DMSO (als Gefrierschutzmittel)
In RPMI
Gefitinib Stammldsung 10 mg Gefitinib
(0,1 M) 2,238 mL DMSO

Steril filtriert und aliquotiert
Lagerung bei -20 °C
Gefitinib 1 mM 1 yuL  Stammldsung
99 uL zellspezifisches Medium
Vorbereitung direkt vor Anwendung

HCC827 20 % (v/v) FCS (nicht hitzeinaktiviert)
Zellkulturmedium In RPMI-1640

Lagerung bei 4 °C
MTT Reagenz 3 mg/mL MTT in Reinstwasser (pH 7,2)

Steril filtriert und aliquotiert
Lagerung bei -20 °C
MTT Loésung 25 % (viv) MTT Reagenz
in zellspezifisches Medium
Vorbereitung direkt vor Anwendung
PBS™ Lésung 5g PBS
500 mL Reinstwasser (pH 7,2)
Autoklaviert, Lagerung bei 4 °C
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PBS/EDTA Lésung 5L

PBS™ Losung
EDTA-Nay*2H,0 (pH 7,2)

Autoklaviert, Lagerung bei 4 °C

PBS" Losung 5L

0,59

PBS™ Losung
MgClI;*6 H,0, 0,5 g CaCl; (pH 7,2)

Steril filtriert, Lagerung bei 4 °C

Waschpuffer 2 mM

EDTA

in PBS”
Lagerung bei 4 °C

Tabelle 6: Ubersicht liber die Losungen und Puffer fiir Histologie und

Immunhistochemie
Losung/Puffer

Zusammensetzung

Antikorper-
Verdlinnungsldsung
Blockierungslosung

5 % (wlv)
5 % (viv)

Citratpuffer (Arbeitslésung) 10 % (v/v)

Citratpuffer (Stammlésung 42 g/L
10 —fach) 17,6 g/L
Eosin 1 % 19
100 mL

Ethanol 90 % 900 mL
100 mL

Ethanol 70 % 700 mL
300 mL

Ethanol 50 % 500 mL
500 mL

Lyse-Puffer RLT 1mL
10 uL

Mowiol/DAPI 0,1 %
PFA 4 % 40 g
1L

Strippingpuffer (mild) 1,5 % (viv)
0,1 % (w/v)

1% (VIv)

Waschpuffer PBS-T
(0,05 M)

10 % (v/v)
0,5 % (viv)

19

BSA

in PBS™ Losung, Lagerung bei 4 °C
Eselserum

in AK-Verdunnungslosung
Citratpuffer Stammldsung

in VE-Wasser, Lagerung bei RT
Citratmonohydrat
Natriumhydroxid-Granulat

In VE-Wasser (pH 6,0)
Lagerung bei RT

Eosin

VE-Wasser

96 % Ethanol
VE-Wasser

96 % Ethanol
VE-Wasser

96 % Ethanol
VE-Wasser

RLT Puffer
B-Mercaptoethanol

DAPI in Mowiol,
Lagerung bei -20 °C
Paraformaldehyd

PBS

(pH 7,4) Lagerung bei RT
Glycin

SDS

Tween 20

in VE-Wasser (pH 2,2)
PBS Stammloésung 0,5 M
Tween 20

In VE-Wasser, Lagerung bei RT
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Tabelle 7: Ubersicht iiber Losungen und Puffer fiir die Proteinchemie

Lésung/Chemikalie

Zusammensetzung

Blockier-Losung
(Western Blot)

Lammli Puffer

Elektrophoresepuffer

Trenngelpuffer (4-fach
Konzentrat)

Lyse-Puffer: modifizierter
RIPA Puffer

Sammelgel (5 %)

Stripping-Puffer (mild)

PBS-T-Wasch-Puffer
0,05 M

Transfer-Puffer

5 % (w/v)

1,5M

10 % (viv)
5 % (viv)

2 % (wlv)

0,01 % (w/v)

192 mM
25 mM
0,15 %

1,5M
0,4 %

20 mM
137 mM

10 % (v/v)
1%

2 mM

0,5 % (viv)
0,1 % (wlv)
50 mM

1 mM

4 % (vIv)
1,25 mL
0,5mL
12 uL

12 uL
3,2 mL

1,5 % (v/v)
0,1 % (wiv)
1% (vIv)

100 mL
5mL
900 mL

25 mM

192 mM
20 % (viv)

20

Milchpulver in tris-buffered saline with
Tween (TBS-T)

Lagerung bei 4 °C

Tris-Base (pH 6,8)

Glycerin

B-Mercaptoethanol

SDS

Bromphenolblau Na-Salz
Lagerung bei -20 °C

Glycin

Tris-Base

SDS

in Reinstwasser, Lagerung bei RT
Tris Base (pH 8,8)

SDS

Lagerung bei RT

Tris Base (pH 8,0)

NaCl

Glycerin

NP-40

EDTA
Natrium-Desoxycholylsaure

SDS

NaF

in Reinstwasser, Lagerung bei 4 °C
Zugabe direkt vor der Anwendung:
Natrium-Orthovanadat

25-fach Proteinase Inhibitor Cocktail
Upper Tris

Acrylamid

APS 40 %

TEMED

Reinstwasser

Vorbereitung direkt vor der
Anwendung

Glycin

SDS

Tween 20

pH 2,2

PBS Stock 0,5 M

Tween-20 (0,5 %)

VE-Wasser

Lagerung bei RT

Tris

Glycin

Methanol
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0,03 % (w/v) SDS
in VE-Wasser, Lagerung bei RT
Trenngel (10 %) 2,5mL Lower Tris
3,3 mL Acrylamid
2mL Glycerin
14 uL APS 40 %
14 yL TEMED
2,2 mL Reinstwasser
Vorbereitung direkt vor der

Anwendung
Sammelgelpuffer 0,5M Tris
(4-fach konzentriert) 0,4 % (w/v) SDS

(pH 6,8) Lagerung bei RT

2.1.6. Kits
Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Kits
Kit Hersteller
CellTiter-Glo® Luminescent Promega (Mannheim, D)
Zellvitalitatsassay Kat. Nr G7570
CellTiter-Glo® 3D Vitalititsassay Promega (Mannheim, D)
DC Protein Assay BioRad (Minchen, D)
Kat. Nr. 500-0112
M30 CytoDeath™ ELISA Peviva (Bromma, SE)
Prod. Nr. 10900
Pierce ECL Western Blotting Thermo Fisher Scientific
(Dreireich, D)
Art.Nr. 32106
Proteome Profiler™ Humaner Phospho- R&D Systems (Abingdon, UK)
Kinase Array Kat. Nr. ARY003B
Proteome Profiler™ Humaner Phospho- R&D Systems (Abingdon, UK)
RTK Array Kat. Nr. ARY001B
RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay Promega (Mannheim, D)
Venor®GeM Mycoplasmen Detektions Kit  Minerva Biolabs GmbH (Berlin, D)
(PCR) Kat. Nr. 11-1025/-1050/-1100/1250
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die in der Inmunhistochemie verwendeten Antikorper

Antikorper Wirt Klon Verdiinnung Hersteller
Kat. Nr.
Alexa Fluor 555  Esel 1:400 Invitrogen
Anti- Kaninchen A-31572
Alexa Fluor 647  Esel 1:400 Invitrogen
Anti-Maus A-31571
Beta-Catenin Kaninchen E246 1:100 Abcam
Ab32572
E-Cadherin Maus 36/ 1:100 BD Biosciences
E-Cadherin 610181
Ki67 Kaninchen SP6 1:100 Abcam
Ab16667
Mucin-1 Maus GP1.4 1:1000 Imgenex
Pan-Cytokeratin Maus C-11+PCK- 1:100 Sigma-Aldrich
26 +CY-90+ C2562-2ML
KS-A3+M20
+A53-B/A2
Vimentin Kaninchen 1:100 Abcam
Ab92547

Tabelle 10: Ubersicht iiber die fiir Western Blot verwendeten Antikdrper

Antikorper  Wirt Klon Molekular- Verdiinnung/ Hersteller
gewicht Losung Kat. Nr.
AKT Kaninchen C67E7 60 kDa 1:2000 Cell
5% BSA in Signaling
TBS #4691
0,1 % Tween
pAKT Kaninchen Ser473 60kDa 1:1000 Cell
5% BSA in Signaling
TBS
0,1 % Tween
a-Tubulin Maus 52 kDa 1:2000 Cell
Lade- 5% BSA in Signaling
kontrolle TBS #2125
0,1 % Tween
B-Aktin Maus 45 kDa 1:1000 Cell
Lade- 5% Signaling
kontrolle Milchpulver in #3700
TBS
0,1 % Tween
EGFR Kaninchen D38B1 175 kDa 1:1000 Cell
5% BSA in Signaling
TBS #4267
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pEGFR

ERK 1/2

PERK 1/2

HGFR

pHGFR

Sekundare
Anti-Maus
AK
konjugiert
an HRP
Sekundare
Anti-
Kaninchen
AK
konjugiert
an HRP

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Ziege

Ziege
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Tyr106
Y68

p44/
p42
137F5

Thr202
Tyr204
D13.14
4E
D1C2

Tyr123
4/1235
D26

135 kDa

42 kDa/

44 kDa

42 kDa/
44 kDa

140 kDa/

170 kDa

145 kDa

160 kDa

160 kDa
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1:1000

5%
Milchpulver in
TBS

0,1 %Tween
1:1000

5% BSA in
TBS

0,1 %Tween
1:10000

5% BSA in
TBS

0,1 %Tween

1:10000
5% BSA in
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0,1 %Tween
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Signaling
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2.1.8. Zelllinien
Tabelle 11: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Lieferant/
Hersteller
HCC827 Humane NSCLC-Zelllinie DMSZ

Kat.Nr. ACC566
HCCres A2 Gefitinib-resistente HCC827-Subpopulation  Claudia Géttlich
TERM
(Universitat
Wirzburg, D)
HCCres A5 neu generierte, gegen Gefitinib resistente Subpopulation
HCC827-Subpopulation der HCC827

Die in dieser Arbeit verwendete humane Krebszelllinie HCC827 entstammt dem
pulmonalen Adenokarzinom einer 39-jahrigen Patientin mit NSCLC. Dabei
handelt es sich um grof3e adharente Epithelzellen, die als Monolayer wachsen
und eine aktivierende Mutation in der Tyrosin-Kinase-Region des EGFR-Gens
aufweisen (Exon 19, del E746-750).

Bei den HCCres A2 und HCCres A5 handelt es sich um aus der HCC827-
Zelllinie hervorgegangene, gegen Gefitinib resistente Subpopulationen. Die

Generierung erfolgte durch kontinuierliche Zugabe von 1 uM Gefitinib.

2.1.9. Software

Tabelle 12: Ubersicht iiber die verwendete Software
Software Hersteller

AlphaView 3.2.2. flr FluorChem Q Alpha Innotec (Kasenburg, D)
BZ Observer and Analyzer fur das Keyence Corporation (Neu-lsenburg, D)
Keyence-Mikroskop

ImageJ Wayne Rasband (NIH, USA)
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Origin Pro 8.6 OriginLab (Northampton, USA)
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen fand unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO,,
95 % Luftfeuchtigkeit) in einem Brutschrank in T75 oder T150 Flaschen statt.
Alle Zellen wurden bis zur Passage 20 verwendet. Als Nahrmedium diente das
Zellkulturmedium Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640), versetzt mit
20 % fetalem Kalberserum (FCS). Ein Nahrmedienwechsel erfolgte alle zwei bis
drei Tage. Eine Uberpriifung der Zellen hinsichtlich ihrer Morphologie, der
Konfluenz oder bakterieller Kontaminationen wurde in regelmafligen Abstanden
durchgefuhrt. Die Arbeit mit den Zellkulturen erfolgte unter sterilen Bedingungen
an Sicherheitswerkbanken der Klasse Il mit laminarem Luftstrom. Alle mehrfach
verwendbaren Labormaterialien mussten vor dem Gebrauch autoklaviert oder
heilluftsterilisiert und alle unsterilen Losungen sterilfiltriert werden. Alle Medien

und Lésungen wurden vor der Verwendung auf 37 °C erwarmt.

2.2.1.1. Passagieren von Zellen

Die adharent wachsenden Zellen wurden in T75 bzw. T150 Flaschen bis zu
einer Konfluenz von 70-90 % kultiviert und dann passagiert. Um die Zellen von
der Flasche zu l6sen, wurde zunachst das Nahrmedium aspiriert und
uberbleibende Medienreste mit Phosphat-gepufferter Saline ohne Magnesium
und Calcium und Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat (PBS/EDTA; T75: 10 mL, T150:
15 mL) abgespult. Dabei wurden Calcium-lonen entfernt und Zell-Zell-Kontakte
getrennt. Das Abldsen der Zellen erfolgte durch dreiminitige Inkubation mit
0,05 % Trypsin/EDTA (T75: 5mL, T150: 9mL) bei 37 °C. Nach einer
lichtmikroskopischen Kontrolle des Abldsevorgangs (Abkugeln der Zellen)
wurde die Enzymreaktion durch FCS (T75: 1 mL, T150: 2 mL) gestoppt. Die
Zellsuspension wurde in 50 mL Zentrifugenréhrchen Gberflhrt und bei 270 x g
fur finf Minuten zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstands und dem
Resuspendieren des Zellpellets in Nahrmedium erfolgten die Bestimmung von
Zellzahl und Zellvitalitét (siehe 2.2.1.2) und schlie3lich die Aussaat in der

gewulnschten Zelldichte in eine neue Zellkulturflasche.
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2.2.1.2. Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat

Zellzahl und Zellvitalitat wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Dafur wurden 10 yL der Zellsuspension mit 0,4 % Trypanblau in
einem Mischverhaltnis von 1:2 angefarbt und in die Zahlkammer Uberfuhrt.
Trypanblau farbt tote Zellen dunkelblau, wahrend sich lebende Zellen nicht
anfarben lassen und unter dem Lichtmikroskop durchsichtig erscheinen. Bei
einer zehnfachen VergroRerung lasst sich so die Anzahl der lebenden und der
toten Zellen in allen vier GroRquadraten der Zahlkammer erfassen und nach
folgenden Formeln die Lebendzellzahl/mL (Formel 1) und die Zellvitalitat in

Prozent (Formel 2) bestimmen.

Formel 1:

Zahl der lebenden Zellen
ZeIIzahI/mL = 2 x Volumen(Zahlkammer) x Verdinnungsfaktor
Formel 2:

o Zahl der lebenden Zellen
Zellvitalitat [%]= Gesamizelizahi x 100

2.2.1.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um die Zellen in niedrigen Passagen zu konservieren, wurden 1-2 x 10° Zellen
nach den wie in 2.2.1.1 beschriebenen Passagierschritten in 1mL
Einfriermedium in Kryoréhrchen (Nunc, Deutschland) eingefroren. Das
Einfriermedium besteht aus Kulturmedium, versetzt mit 40 % Volumen/Volumen
(v/v) FCS und 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO). Zellen wurden nur bis
Passage 10 zur Konservierung verwendet. Nach dem Hinzufigen von DMSO
wurden die Zellen unverziiglich in einem Mr. Frosty ™ Einfrierbehélter (Thermo
Fisher Scientific, Deutschland) eingefroren, um die Toxizitat des
Gefrierschutzmittels bei Raumtemperatur (RT) zu vermeiden. Mr Frosty ™
erlaubt durch den langsamen, stetigen Temperaturabfall von 1 °C/min das
sichere  Einfrieren der Zellen ohne  Eiskristallbildung. Fiar die
Kurzzeitkonservierung wurden die Réhrchen bei -80 °C aufbewahrt und fur die
Langzeitkonservierung in Flissigstickstofftanks Gberfuhrt.

26



Material und Methoden

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryorohrchen mit den Zellen dem
Stickstofftank entnommen und bei 37 °C in einem Wasserbad leicht
geschwenkt, bis nur noch ein kleiner Eiskristall zu erkennen war. Die Rohrchen
mussten anschlielend von auf3en grindlich desinfiziert werden, bevor die
Zellsuspension in ein 50 mL Zentrifugenrohrchen mit 9 mL zellspezifischem
Kulturmedium Uberfuhrt werden konnte. Nach funfminatigem Zentrifugieren bei
270 x g erfolgte das Absaugen des DMSO-haltigen zelltoxischen Uberstandes.
Die Zellen wurden in frischem Nahrmedium resuspendiert und in einer

Zellkulturflasche ausgesat. Ein Medienwechsel erfolgte am nachsten Tag.

2.2.1.4. Etablierung einer Gefitinib-resistenten Subpopulation

Fir die Generierung neuer, gegen Gefitinib resistenter Zellen (HCCres A5)
wurden die HCC827-Zellen bis zu einer 70 %igen Konfluenz ohne Zugabe von
Gefitinib kultiviert. Es folgte anschlieRend die dauerhafte Zugabe von 1 uM
Gefitinib in das Nahrmedium und eine regelmalige lichtmikroskopische
Kontrolle von Zellzahl und Konfluenz. Bei einer Konfluenz von 70-90 % wurden
die Zellen passagiert. Nach 40-tagiger Kultivierung unter Dauerbehandlung mit
1 umol/L (uM) Gefitinib wurde die Gefitinib-Resistenz der neu generierten
HCCres A5-Zellen getestet.

2.2.1.5. Mykoplasmendetektion

Um eine Kontamination mit Mykoplasmen auszuschlie3en, wurde alle vier bis
sechs Wochen 1mL des Nahrmediums aus 90-100% konfluenten
Zellkulturflaschen entnommen und bei 270 x g fur funf Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurden 500 uL des Uberstandes bei 95 °C inkubiert, wodurch die
Mykoplasmen lysiert und die Desoxyribonukleasen (DNasen) inaktiviert werden
konnten. Nach einer kurzen Inkubation auf Eis erfolgte die Aufbewahrung des
Lysats bei -20 °C, bis es mit Hilfe des Venor®GeM Mykoplasmen Detektions Kit
(Minerva Biolabs, Deutschland) nach Angaben des Herstellers analysiert

werden konnte.
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2.2.2.2D Zellkultur

Es wurde die Abhangigkeit der Zellvitalitat von der Gefitinib-Konzentration in
einer 2D Kultur der Zelllinien dargestellt. Daflir wurden 3000 Zellen der Zelllinie
HCC827 pro Well in einer weillen 96-Well Platte ausgesat und mit je 200 pL
Medium fur funf Tage kultiviert. Ein Medienwechsel mit Zugabe von Gefitinib in
den Konzentrationen 0,01 uM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,5puM; 1 M und 5 uM
erfolgte am zweiten und vierten Tag. Am funften Tag wurde der
CellTiterGlo® luminescent Zellvitalitatsassay (Promega) durchgefiihrt (siehe
2.24.1).

2.2.3. Aufbau des humanen 3D Lungentumormodells

2.2.3.1. Herstellung der Matrix SISmuc

Als Tragermatrix fur das 3D Lungentumormodell wurde die luminale Seite
(Mukosa) eines azellularisierten Dunndarmsegments aus dem deutschen
Landrasseschwein verwendet [35, 114-117]. Dafir wurden die Schweine (8-11
Wochen alt, 16-18 kg) am Zentrum fur Experimentelle Molekulare Medizin
(ZEMM) narkotisiert, heparinisiert und anschlieBend eingeschlafert. Die Tiere
wurden nach den Tierschutzrichtlinien des National Institute of Health gehalten
(NIH, Veroffentlichung 85-23, revidiert 1996) [118]. Die Organentnahmen
wurden nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes (§4 Absatz 3)
durchgefuhrt und es erfolgten regelmallige Kontrollen durch den
Tierschutzbeauftragten des Instituts und der zustandigen Behdorden.

Nach der Enthahme des Dinndarms wurde dieser an den Lehrstuhl fir Tissue
Engineering und Regenerative Medizin (TERM) transportiert, wo die
Dezellularisierung der Darmschlingen nach standardisiertem Protokoll (siehe
Tabelle 13) stattfand [119, 120]. Die azellulare, sterile Dinndarm Submukosa
mit Mukosa (Small Intestinal Submucosa with mucosa, SISmuc) wurde bei 4 °C
in PBS gelagert. Zur Qualitatskontrolle wurden Proben fur Gallsauretest und

Histologie entnommen.
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Tabelle 13: Herstellung der SISmuc aus porcinem Diinndarm

Tag Schritt Losung Dauer/Bedingung
(je SISmuc)

1 Explantation von Dinndarm und Mesenterialgefalen
Herstellung der 10-15L DOC  125,5 g Natriumdesoxycholat je
Dezellularisierungs- 5 L Millipore-Wasser
I6sung (DOC)

Saubern des Lumens PBS’ Wiederholtes Fullen des Lumens
und Ausstreichen, bis keine
Fakalreste mehr ausgespult
werden

Saubern des 500 mL PBS" Anschluss arterieller Zugang an

Gefallsystems

Inkubation mit PBS”

2 Spulen von
SISmuc/Gefalisystem
(Entfernen der
Antibiotika)

Dezellularisierung

Entfernung von
Zellresten

Inkubation mit DOC

3 Spulung von Darm
und Gefaldsystem

Entfernen des
Gefalsystems und
der Serosa,
Zuschneiden

1 %Pen/Strep

PBS

1 %Pen/Strep

PBS

DOC

PBS

DOC

PBS

29

Schlauchsystem mit Pumpe und
konstantes Spulen mit 80 mmHg,
40 rpm

Beflllen des Lumens und
beidseitiger Verschluss,
Inkubation Uber Nacht bei 4 °C
auf dem Wippschttler

Lumen: Wiederholtes Fullen und
Ausstreichen

Gefallsystem: Spulen Uber
arteriellen Zugang bei 80 mmHg,
40 rpm

Lumen: Fullen und beidseitiger
Verschluss,

Gefallsystem: Spulen bei

80 mmHg, 40 rpm

(je 3-mal DOC-Wechsel)
Lumen: Fullen und beidseitiger
Verschluss

Gefallsystem: Spulen bei

80 mmHg, 40 rpm

(je 3-mal PBS-Wechsel)
Befullen des Lumens und
beidseitiger Verschluss,

in 5 L Becher Uber Nacht bei 4 °C
auf dem Wippschdattler

Lumen: Fullen und beidseitiger
Verschluss,

Gefalksystem: Spulen bei

80 mmHg, 40 rpm

(je 5-mal PBS-Wechsel)
Aufbewahrung der 10 cm langen
Stlcke in zwei 500 mL Becher
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Entfernen von 2,1 L PBS Je 350 mL pro 500 mL Bechern,

Serosauberstanden 1 %Pen/Strep 3-mal 30 min, Wippschuttler

Inkubation mit DNase 100 mg Je 150 mL pro 500 mL Becher,
DNase in 2 h bei 37 °C auf dem

300 mL PBS™ Wippschiittler
1 %Pen/Strep

Probenentnahme - 1 mL pro Becher, Einfrieren bei -

Gallsauretest 20 °C

Spulen PBS 3-mal 30 min

Probenentnahme -

Histologie

Inkubation mit PBS-  Steriles PBS"  Uber Nacht bei 4 °C auf dem
Wippschuttler

4 Spulen/Umfillen Steriles PBS™  In frische 200 mL Becher
Gammasterilisation - 25 kGray

(BBF Sterilisationsservice GmbH,
Rommelshausen)
Lagerung PBS sterile Bedingungen bei 4 C

2.2.3.2. Statisches 3D Lungentumormodell

FiUr das statische 3D Lungentumormodell erfolgte das Aufspannen der sterilen
SISmuc in autoklavierte Zellkronen. Dabei handelt es sich um zwei ineinander
passende Ringe aus Polyetheretherketon (PEEK) oder Metall, hergestellt fur
das Einspannen der Tragerstruktur und die Kultivierung von 3D Modellen in 12-
Well Platten [117]. Es wurde ein 6-8 cm langes Stlck SISmuc (Abbildung 3A) in
einer Petrischale ausgebreitet und auf einer Seite ein 2 mm breiter Streifen mit
dem Skalpell abgetrennt (Abbildung 3B), sodass der Darm aufgeklappt werden
konnte. Die SISmuc wurde mit der luminalen Seite (Mukosa) nach oben
ausgebreitet (Abbildung 3C), in kleine Stucke geschnitten (Abbildung 3D) und
mit Hilfe zweier Pinzetten Uber den inneren Ring der Zellkrone gestullpt
(Abbildung 3E, F). Die luminale Seite der als 3D Tragerstruktur dienenden
SISmuc wies dabei nach unten und zeigte in das Innere der Zellkrone. Nach
dem Fixieren der Matrix mit dem auf3eren Ring der Zellkrone (Abbildung 3G, H)
wurde diese umgedreht und in eine 12-Well Platte uberfuhrt (Abbildung 3 I). Die
FGRRchen an der Zellkrone verhinderten ein Aufliegen der SISmuc auf dem
Boden des Wells und ermdglichten eine Umspulung der gesamten Matrix mit
2,5 mL Medium.
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Abbildung 3: Einspannen der SISmuc in die Zellkrone. A) Ausbreiten der SISmuc.
B) Entfernen eines diinnen Streifens auf einer Seite. C) Offnen der SISmuc, sodass
das Lumen nach oben zeigt. D) Zugeschnittene SISmuc Stiicke. E-F) Uberziehen des
inneren Zellkronen-Rings mit der SISmuc. G-H) Fixierung der SISmuc durch
Uberstreifen des duleren Rings der Zellkrone. 1) Uberfiihren der Zellkrone in eine 12-
Well Platte. Bildquelle: Mit freundlicher Genehmigung von Corinna Rosenbaum [121].

Vor der Aussaat der Zellen wurden die bespannten Zellkronen fur zwei Stunden
oder Uber Nacht (37 °C, 5 % CO;) in zellspezifischem Medium inkubiert. Es
erfolgte eine Aussaat von 100.000 Zellen pro Well. Dabei wurden die in 500 uL
Medium resuspendierten Zellen in das Innere der Zellkrone gegeben und fur
zwei Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Das Medium diffundierte durch
die SISmuc in das leere aullere Zellkronenkompartiment und gewahrleistete ein
Anheften der Zellen an die Mukosa. Anschlielend wurden die Wells zusatzlich
mit insgesamt 2 mL Nahrmedium aufgeflllt, sodass sich im Inneren der
Zellkrone 1 mL und aulierhalb 1,5 mL befanden. Die Kultivierung der statischen
3D Lungentumormodelle  erfolgte  fir 14 Tage mit regelmafigen
Nahrmedienwechseln alle zwei bis drei Tage. Die Behandlung der Modelle

erfolgte wie in Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben.
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2.2.3.3. Behandlung des statischen 3D Lungentumormodells mit Gefitinib
Die Behandlung des statischen 3D Lungentumormodells mit Gefitinib erfolgte
uber die letzten drei Tage der 14-tagigen Kultivierung.

In den ersten Versuchsreihen erfolgte eine Gefitinib-Gabe in den
Konzentrationen 0,01 uM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM und 5 pM. Das
Nahrmedium und Gefitinib wurden zwei Tage nach Behandlungsbeginn
gewechselt. Proben aus dem Uberstand fir die Analyse der Apoptoserate
wurden direkt vor der Gefitinib-Zugabe, nach sechs Stunden und dann alle
24 Stunden entnommen und bei -80 °C gelagert (Abbildung 4A). Am 14. Tag
der Kultivierung der Zellen wurde entweder ihre Vitalitat mit Hilfe des an die 3D
Bedingungen angepassten CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassay von Promega
bestimmt (siehe 2.2.4.2) oder die Matrix mit den Zellen fur histologische und
immunhistochemische Analysen sowie die Proliferationsbestimmung fixiert
(siehe 2.2.6).

In einem weiteren Versuch wurde die Vitalitat der Zellen auf der Matrix Gber drei
Tage hinweg (Tag 12-14 einer 14-tagigen Kultivierungsdauer) mit Hilfe des
RealTime-Glo MT Zellvitalitatsassay bestimmt. Dabei erfolgte nach zwdlftagiger
Kultivierung der statischen 3D Lungentumormodelle ein Medienwechsel mit
einer einmaligen Gabe von Gefitinib. Das Gefitinib wurde in den
Konzentrationen 0,05 yM und 1 yM eingesetzt. AnschlieRend wurde die Vitalitat
der Zellen in den ersten zwolf Stunden stindlich, in den folgenden zwdlf
Stunden zweistundlich und nach 30, 36, 48 sowie 72 Stunden bestimmt
(Abbildung 4B).

Aulerdem wurden Ansatze des statischen 3D Lungentumormodells nach
9- und 72-stindiger Behandlung mit Gefitinib in den Konzentrationen 0,05 uM
und 1 pM fur Untersuchungen der Signalwegaktivierungen mit dem humanen
Phospho-RTK-Array (pRTK-Array), dem humanen Phospho-Kinase Array (pK-
Array) (siehe 2.2.7.4) und mit Western Blot (siehe 2.2.7.5) lysiert (Abbildung
4C).
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A

Wachstum?
Vitalitat?
‘Tag| 1 |2‘3 ‘ 4|5 ‘ 6 ‘ 7|8‘9 |10|11 |12|13|14|—>Proliferation?

TTT T T Apoptose?

—> Aussaat der HCC827-Zellen Markerexpression?

l Nahrmedienwechsel alle 2-3 d l l
1
I 1

> Gefitinib-Gabe und Nahrmedienwechsel
Konzentrationen: 0,01uM; 0,05uM; 0,1uM; 0,5uM; 1uM; 5pM

5 Probenentnahme fur die Bestimmung der Apoptoserate
Zeitpunkte: Oh, 6h, 24h, 48h und 72h nach Behandlungsbeginn

B

l Nahrmedienwechsel alle 2-3 d l
| 1

|Tag|1[2[3|4[5]6 |7 |89 |10]11]12]13]14 |—> vitaiitat>

mre

—3 Aussaat der HCC827-Zellen

—> Gefitinib-Gabe und Ndhrmedienwechsel
Konzentrationen: 0,05pM und 1uM

—> Probenentnahme fiir die Echtzeitbestimmung der Vitalitat
Zeitpunkte: 0-12h: stiindlich; 12-24h: zweistilindlich; 30h; 36h; 48h; 72h

Nahrmedienwechsel alle 2-3 d l
v I 1

Tag|1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 [10 |11 |12 |13 |14 |— Signalweg-
T A Aktivierungen?

—3 Aussaat der HCC827-Zellen

—> Gefitinib-Gabe und Nahrmedienwechsel
Konzentrationen: 0,05uM und 1pM

—> Zelllyse fur die Bestimmung von Signalwegaktivierungen
Zeitpunkte: 9h oder 72h nach Behandlungsbeginn

Abbildung 4: Behandlungsschemata und Untersuchungen des statischen 3D
Lungentumormodells. Wenn nicht durch einen bunten Pfeil anders dargestellt,
erfolgte die jeweilige Untersuchung nach 14-tagiger Kultivierung. Ab Tag 12 wurde
Gefitinib dem Nahrmedium beigefligt. A) Behandlungsschema fiir die Untersuchung
der konzentrationsabhangigen Vitalitdt, der Proliferation, der Apoptose, des
Wachstums und der Markerexpression. Es erfolgte ein Wechsel von Gefitinib und
Nahrmedium nach 48 h. B) Behandlungsschema fir die Echtzeitbestimmung der
Vitalitdt. Es erfolgte kein Wechsel von Gefitinib oder Nahrmedium nach 48 h. C)
Behandlungsschema flir die Untersuchung der Signalwegaktivierungen. Eine Lyse der
3D Tumormodelle erfolgte nach 9-stundiger bzw. 72-stiindiger Behandlung mit 0,05 yM
und 1 pM Gefitinib. Es erfolgte kein Wechsel von Gefitinib oder Nahrmedium nach
48 h.
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2234, Dynamisches 3D Lungentumormodell

Eine Kultivierung unter dynamischen Bedingungen in einem Bioreaktor fuhrt in
Epithelzellen zu einem vermehrten Wachstum der Tumorzellen und einer
grolReren Tumormasse [116, 122], weshalb nach dreitdgiger statischer
Kultivierung der Zellen (siehe 2.2.3.2) die besiedelten Matrices unter sterilen
Bedingungen aus den Zellkronen ausgespannt und zwischen die Halften eines
autoklavierten Bioreaktors eingespannt wurden. Durch die primare statische
Aussaat wurde eine Adharenz der hier verwendeten HCC827-Zellen an der
Tragermatrix gewahrleistet und das Loslosen der Zellen durch den
kontinuierlichen Medienfluss im Bioreaktor vermieden. Nach Einspannen der
besiedelten Tragerstruktur im Bioreaktor wurde dieser Uber ein Silikonschlauch-
System in einem in sich geschlossenen sterilen Kreislauf mit dem Nahrmedium-
Reservoir verbunden (Abbildung 5). Im Reservoir befanden sich 45 mL
Nahrmedium, versetzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep). Uber eine
peristaltische Pumpe wurde im Silikonschlauch-System ein kontinuierlicher
Medienfluss von 3 rpm (3,1 mL/min) erzeugt, sodass das 3D
Lungentumormodell kontinuierlich von beiden Seiten mit Medium umspult
wurde. Die dynamische Kultivierung der 3D Tumormodelle erfolgte Uber
14 Tage bei Standardbedingungen im Inkubator (37 °C, 5 % CO;), mit einem

Medienwechsel an Tag Sieben.

Peristaltische Pumpe

B]ore_aktor

Abbildung 5: Aufbau des Flussbioreaktors fiir das dynamische 3D Tumormodell.
Bioreaktor, der Uber ein Silikonschlauchsystem mit dem Nahrmedium-Reservoir und
einer peristaltischen Pumpe verbunden ist.
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2.2.3.5. Behandlung des dynamischen 3D Tumormodells mit Gefitinib
In den letzten drei Tagen (Tag 12-14) der Kultivierung erfolgte eine Behandlung
mit 1 uM Gefitinib. Medienproben flr die Analyse der Apoptoserate wurden kurz
vor der Gefitinib-Zugabe und dann alle 24 Stunden bis zum Ende der
Kultivierung Uber ein in das Schlauchsystem des Bioreaktors integriertes
Probenentnahmesystem (steriles Septum) entnommen und bei -80 °C gelagert.
Nach der Kultivierung wurden die besiedelten Matrices aus den Bioreaktoren
ausgespannt und flr histologische Farbungen (siehe 2.2.6), den humanen

pRTK-Array und den humanen pK-Array (siehe 2.2.7.4) verwendet.

2.2.4. Vitalitatsbestimmungen

2241. CellTiterGlo® luminescent Zellvitalititsassay

Mit Hilfe des CellTiterGlo® luminescent Zellvitalititsassay von Promega lasst
sich die Vitalitat von Zellen in der 2D Zellkultur quantifizieren. Durch die
Ultra-Glo™ rekombinante Luciferase wird Luciferin mit ATP und Sauerstoff in
Anwesenheit von Magnesium-lonen zu Oxyluciferin umgewandelt. Dabei
entsteht ein messbares Lichtsignal. Da ATP von metabolisch aktiven Zellen
gebildet wird und im CellTiterGlo® im Verhaltnis 1:1 mit Luciferin zu Oxyluciferin
umgewandelt wird, ist die gemessene Lichtintensitat direkt proportional zur
Anzahl der lebenden Zellen in einer 2D Zellkultur (Abbildung 6). Fur die
Freisetzung des ATP ist die Lyse der Zellen erforderlich, sodass eine weitere
Verwendung der Zellen nach Durchfuhrung des Zellvitalitatsassay nicht mdglich
war.

Am flnften Tag der Kultivierung (siehe 2.2.2) wurden die Zellen mit je 200 pyL
PBS" gewaschen und 100 uL frisches Nahrmedium zugegeben. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe von 100 yL des auf Raumtemperatur erwarmten
CellTiterGlo® Reagenz  (lyophilisiertes  CellTiterGlo® Substrat  geldst in
CellTiterGlo® Puffer). Dabei wurde eine Lichtexposition mdglichst vermieden.
Die verwendete 96-Well Platte wurde in das Tecan Infinite M200
Plattenlesegerat Uberfuhrt, fur zwei Minuten mit einer Amplitude von 3,5 mm
geschuttelt und flr zehn Minuten inkubiert. Danach erfolgte die Messung des

Lumineszenz-Signals mit einer Integrationszeit von 1000 ms.
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A B
ATP- Keine ATP-
Produktion Produktion
Alllyse Alllyse
Freies ATP kein freies ATP
\ , AMP+PP  CO, + _ . 3
Luciferin - - ! oy DUCHEAN ‘% > < Kein -
+ Ultra-Glo™ rekombinante Oxyluciferin + Ultra-Gfo™ rekoMbinante /' Licht
0, Luciferase Licht + 0, Luciferase - T
Lebende Zelle Tote Zelle

Abbildung 6: Funktionsprinzip des CellTiterGlo® luminescent Zellvitalititsassay.
A) Die Lyse lebender Zellen fuhrt zur Freisetzung von ATP, welches fir die Reaktion
von Luciferin zu Oxyluciferin und einem Lichtsignal mittels der Ultra-Glo™
rekombinanten Luciferase bendtigt wird. B) In toten Zellen kommt es zu keiner ATP-
Produktion und somit auch zu keinem Lichtsignal nach Lyse der Zellen und
Reagenzien Zugabe. Bildquelle: modifiziert nach [123] (Mit freundlicher Genehmigung
der Promega Corp.).

Die Kultivierung der Zellen fiir den CellTiterGlo® luminescent Zellvitalitatsassay
erfolgte in einer weilen 96-Well Platte, um eine Uberlagerung der
Lumineszenzen der einzelnen Wells zu vermeiden. Als Leerwert wurde das
Lumineszenz-Signal von Nahrmedium und CellTiterGlo® Reagenz in nicht
besiedelten Wells gemessen. Alle Messungen erfolgten in Triplikaten.

Aus den gemessenen Lumineszenz-Signalen der Triplikate wurde der Mittelwert
errechnet und der Leerwert abgezogen. AnschlieRend wurden die Werte auf die
unbehandelte Probe (0 uM Gefitinib) bezogen und so die Vitalitat in Prozent

errechnet.

224.2. CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay

Die Vitalitatsbestimmung von Zellen im Tumormodell ist ein wichtiges
Instrument zur Beurteilung des Ansprechens der Zellen auf ein Medikament.
Der CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassay von Promega dient normalerweise zur
Bestimmung der Zellvitalitdt von 3D Spharoidkulturen in 96- oder 384-Well
Platten analog zum CellTiterGlo® luminescent Zellvitalitatsassay (siehe 2.2.4.1).
Der CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay musste daher erst fir die

3D Lungentumormodelle in 12-Well Platten etabliert werden. Es erfolgte die
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Anpassung des Herstellerprotokolls durch Variation der Messplatten, der
Inkubationszeiten, der Lysebedingungen und des Verhaltnisses von CellTiter-
Glo® 3D Reagenz und Medium (Tabelle 14). Es wurden die Lumineszenz-
Signale der unterschiedlichen Ansatze miteinander verglichen. Die Kontrolle der
vollstandigen Lyse erfolgte durch eine anschlieRende HE-Farbung (siehe
2.2.6.4) der Matrices. Wahrend aller Schritte wurde die Lichtexposition der
Proben maoglichst gering gehalten.

Tabelle 14: Protokoll des CelITiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassay laut
Herstellerangaben und mit variierten Parametern

Schritt/Parameter Herstellerangaben Anpassung an das 3D
Tumormodell
Auftauen des CellTiter- Uber Nacht bei 4 °C
Glo® 3D Reagenz
Platte Undurchsichtige 96- Durchsichtige 12-Well
oder 384-Well Platte Platte
Hinzufligen des Medium und Medium und Reagenz im
CellTiter-Glo® 3D Reagenz im Verhaltnis 1:2, 1:3 oder 1:4
Reagenz Verhaltnis 1:2 200 pL, 300 uL oder
400 puL Reagenz
Inkubation 30 min bei RT
Verbesserung der Schatteln 5 min Ausspannen, Abschaben,
Zelllyse Einfrieren und/oder
Vortexen der Matrices
Inkubation zur 25 min bei RT Verlangerung auf 45 oder
Stabilisierung des 60 min auf dem
Lumineszenz-Signals Wippschuttler bei RT
Uberfiihren - Je 150 L in schwarze
oder weil3e 96-Well Platte
Messung des Tecan Infinite M200 Plattenlesegerat
Lumineszenz-Signals Integrationszeit von 0,3 s
2.243. RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay

Mit Hilfe des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay von Promega lasst sich
durch Biolumineszenz die Zellvitalitat in Echtzeit bestimmen. Daflir macht man
sich das Reduktionspotential lebender Zellen zu Nutze. Eine Lyse der Zellen ist
nicht notwendig. Das in das Medium gegebene MT Zellvitalitat Prosubstrat wird
von lebenden Zellen aufgenommen, reduziert und wieder in das Medium
abgegeben. Dort fungiert es dann als NanoLuc® Substrat, welches von der
hinzugefiigten NanoLuc® Luciferase unter Entstehung von Licht umgewandelt
wird (Abbildung 7).
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A MT Zellvitalitdt Prosubstrat B MT Zellvitalitdt Prosubstrat

N

Keine
Reduktion

Reduktion

NanoLuc® Substrat é Licht Kein NanolLuc®
NanoLuc® Luciferase Substrat  \anol TR Lucerase

Lebende Zelle Tote Zelle

Abbildung 7: Wirkprinzip des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay. A) Das MT
Zellvitalitat-Substrat wird in lebenden Zellen zum NanoLuc® Substrat reduziert, welches
dann von der NanoLuc® Luciferase unter Entstehung von Licht umgewandelt wird. B)
In toten Zellen kommt es zu keiner Reduktion und somit auch nicht zu einem
Lichtsignal. Bildquelle: modifiziert nach [124] (Mit freundlicher Genehmigung der
Promega Corp.).

Gemall Herstellerangaben wurden fir den RealTime-Glo™  MT
Zellvitalitatsassay in 96-, 384- und 1536-Well Platten MT Zellvitalitat Prosubstrat
und NanoLuc® Luciferase jeweils in einer Konzentration von 1 yM zur Probe
gegeben. Aufgrund der Kultur der 3D Lungentumormodelle in 12-Well Platten
und nicht in 96-Well Platten, war die Anpassung des RealTime-Glo™ MT
Zellvitalitatsassays an dieses Zellformat erforderlich. Fur die Echtzeitversuche
wurden Zellkronen aus PEEK verwendet, sodass eine eventuelle Messstorung
durch Reflektion des Lumineszenz-Signals an der metallenen Zellkronen-
Oberflache vermieden werden konnte.

Um die Menge an notwendigem MT Zellvitalitat Prosubstrat und der NanoLuc®
Luciferase moglichst gering zu halten, erfolgte die Zugabe der Reagenzien in
einer Konzentration von 1 uM nur in das innere Kompartiment der Zellkrone und
vergleichend in sowohl das innere als auch das auflere Kompartiment der
Zellkrone.

Zum Ausschluss einer moglichen Verfalschung der Ergebnisse durch
unterschiedlich dichte Zell-Besiedelung der 3D Lungentumormodelle wurden
die HE-Farbungen beider Ansatze verglichen. Es erfolgte auRerdem der
Vergleich von 3D Lungentumormodellen vor und nach der Durchfihrung des

RealTime-Glo™ MT Zellvitalitdtsassay, um toxische Effekte des RealTime-
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Glo™-Reagenz auf das Wachstum der Zellen im 3D Tumormodell
auszuschlieflen. Zusatzlich wurde die Stabilitdt der gemessenen Lumineszenz-
Signale Uber 72 Stunden beobachtet.

In Tabelle 15 ist das Protokoll des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitdtsassay laut
Herstellerangaben sowie mit den an das 12-Well Platten-System angepassten
Parametern dargestellt. Wahrend aller Schritte wurde die Lichtexposition der

Proben maoglichst gering gehalten.

Tabelle 15: Protokoll des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay laut
Herstellerangaben und mit variierten Parametern

Schritt/Parameter Herstellerangaben Anpassung an 3D
Tumormodelle
Erwarmen von MT 37 °C im Wasserbad

Zellvitalitat Substrat und
NanoLuc® Luciferase

Platte Undurchsichtige 96-,  Durchsichtige 12-Well
384- oder 1536-Well  Platte
Platte
Hinzufigen von MT 2 yL MT Zellvitalitat Ansatz 1: Reagenzien in
Zellvitalitat Substrat und  Substrat und 2 uL den 2,5 mL die ZK
NanoLuc® Luciferase NanoLuc® Luciferase = umsplilend
auf 1 mL Medium Ansatz 2: Reagenzien nur
in 1 mL im Inneren der ZK
Inkubation 1h bei 37 °C , 5 % CO»
Stundliche Messung des Tecan Infinite M200 Plattenlesegerat
Lumineszenz-Signals Integrationszeit von 0,3 s

2.2.5. Bestimmung der Apoptoserate

Die Apoptoserate in den statisch und dynamisch kultivierten 3D
Lungentumormodellen wurde mit Hilfe des M30 CytoDeath™ Enzym Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) Kit (Previva, Schweden) bestimmt. Der murine
monoklonale Antikorper M30 bindet an das spezifische Neo-Epitop K18Asp396,
das in der frihen Apoptosephase bei der Spaltung von Cytokeratin 18 entsteht
und fir Epithelzellen spezifisch ist. Beim folgenden Zellabbau wird das durch
Caspasen gespaltene Cytokeratin 18 (ccK18) in das Nahrmedium freigesetzt
und ermdglicht eine Bestimmung der Apoptoserate aus den entnommenen
Proben. Die im Kit enthaltene 96-Well Platte ist mit einem Antikdrper gegen
Cytokeratin 18 beschichtet, der das in den Proben enthaltenen Cytokeratin 18
bindet.
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Je 25 L der verdunnten Proben sowie der im Kit enthaltenen Standard-
Lésungen wurden jeweils in Duplikaten aufgetragen. AnschlieRend folgte eine
vierstindige Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Wippschuttler mit je
75 uL an Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiertem Sekundarantikérper, der
gegen das M30-Epitop gerichtet ist. Danach wurden die Wells finfmal mit je
200 yL Waschpuffer gespult, um uberschussige Antikorper zu entfernen. Es
folgte eine 20 minltige Inkubation im Dunkeln mit 3,3%,5,5'-Tetramethyl-benzidin
(TMB), welches durch die an den M30-Antikérper konjugierte HRP zu einem
blauen Farbstoff oxidiert wird. Dieser Schritt wird durch das Hinzufugen von
50 uL  Stopp-Lésung beendet. Die in der Stopp-Losung enthaltene
Schwefelsaure fihrt Uber einen pH-Abfall zu einer Farbanderung des oxidierten
TMBs von blau zu gelb und die Absorption kann nach 30 sekiindigem Schutteln
und funfminadtiger Inkubation bei 450 nm in einem Tecan M200 Plattenlesegerat
gemessen werden.

Die Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe einer sigmoidalen Kurve, die mit
OriginPro 8.6 aus den Standards erstellt wurde. Die Konzentration an M30/L
lie® sich aus der Kurve und dem Verdunnungsfaktor der Probe errechnen. Der
Verdunnungsfaktor war von der spezifischen Verdunnung jeder Probe
abhangig. Es wurde der Mittelwert der so errechneten M30-Konzentrationen
aus beiden Duplikaten gebildet.

Anschlieltend wurden die M30-Konzentrationen der Behandlung (nach 6, 24, 48
und 72 Stunden) auf die M30-Konzentration zum Zeitpunkt TO (kurz vor der
Behandlung) normalisiert und dieser Wert anschlieend auf die unbehandelte

Kontrolle bezogen.

2.2.6. Histologie und Immunhistologie

2.2.6.1. Fixieren der 3D Lungentumormodelle fur Farbungen

Die statischen 3D Lungentumormodelle wurden nach einem Waschschritt mit
PBS” fiir zwei Stunden mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) bei Raumtemperatur
fixiert. AnschlieRend wurden die Matrices aus den Zellkronen ausgespannt und

das zellfreie Rand-Gewebe abgetrennt.
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Die dynamisch kultivierten Matrices wurden zuerst aus den Bioreaktoren
ausgespannt und das zellfreie SISmuc-Gewebe mit Hilfe eines Skalpells
entfernt, bevor ein Waschschritt mit PBS™ und eine anschlieRende Fixierung fiir
zwei Stunden in 4 % PFA erfolgte.

Im Anschluss wurden die Matrices beider Kultivierungsmethoden zwischen
Filterpapierstreifen platziert, in Einbettkassetten gelegt und bis zum

Paraffinieren in vollentsalztem (VE)-Wasser aufbewahrt.

2.2.6.2. Paraffineinbettung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Einbettkassetten wurden aus dem VE-Wasser in den Wasserbehalter der
automatisierten  Paraffineinbettungsmaschine (Thermo Fisher Scientific,
Deutschland) Uberflhrt. Das Einbetten in Paraffin erfolgte tber 13 Stunden

nach unten stehendem Protokoll (Tabelle 16).

Tabelle 16: Protokoll der automatisierten Paraffineinbettungsmaschine
Schritt Losung Dauer [h]

Auswaschen der Fixierlosung VE-Wasser 1
Entwasserung Ethanol 50 %
Ethanol 70 %
Ethanol 80 %
Ethanol 96 %
Isopropanol |
Isopropanol Il
Entfernung des Alkohols Isopropanol/Xylol 1:2
Xylol |
Xylol Il
Paraffinieren Paraffin |
Paraffin Il

(R N N I N U U N W S e Y

oo

Nach dem Einbetten wurden die Praparate mit einem Skalpell in drei Streifen
geteilt und in zunachst flissigem Paraffin in Metallformen aufgeblockt. Die
Schnittkante der Praparate zeigte dabei nach unten, sodass die Farbungen der
Modelle aus den besiedelten Bereichen der Matrix stammten. Es wurden
Schnitte mit einem Mikrotom (Leica, Deutschland) in 3 um Dicke angefertigt und
auf Objekttragern bei 37 °C Uber Nacht getrocknet. Fur die Hamatoxylin-Eosin
(HE)-Farbung wurden unbeschichtete Objekttrager verwendet, fur die

Immunfarbungen Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager.

41



Material und Methoden

2.2.6.3. Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte

Far die Vorbereitung der Schnitte wurden die Objekttrager in einen
Warmeschrank (60 °C) gestellt, bis das Paraffin vollstandig geschmolzen war.
Danach wurden die Schnitte direkt in Xylol Uberfihrt und die in Tabelle 18
dargestellten Schritte zum Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte
durchgefuhrt. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass die Schnitte nicht
mehr trocken fielen.

Tabelle 17: Protokoll zum Entparaffinieren und Rehydrieren

Schritt Losung Dauer [min]
Entparaffinieren  Xylol | 10

Xylol Il 10
Rehydrieren Ethanol 96 %  3-mal eintauchen

Ethanol 96 % 3-mal eintauchen
Ethanol 70 % 3-mal eintauchen
Ethanol 50 % 3-mal eintauchen
VE-Wasser Schwenken bis keine Turbulenzen mehr

2.2.6.4. Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Die Schnitte wurden nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren (siehe 2.2.6.3)
nach dem Protokoll in Tabelle 18 mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt und
anschlielRend wieder dehydriert.

Tabelle 18: Protokoll der HE-Farbung

Schritt Losung Dauer [min]
Anfarben der Zellkerne Hamatoxylin sauer nach 6
Mayer (Morphisto)
Spulen VE-Wasser bis keine Farbe
(schwach flieiend) mehr auswascht
Blauen Leitungswasser (flielend) 5
Anfarben Zellplasma und EZM  Eosin 6
Spulen VE-Wasser bis keine Farbe
(schwach flieiend) mehr auswascht
Entwassern und Entfernen des Ethanol 70 % 2-mal eintauchen
Alkohols Ethanol 96 % 2
Isopropanol | 5
Isopropanol Il 5
Xylol | 5
Xylol II 5
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Die Objekttrager wurden anschlieBend mit der Pinzette aus dem Xylol
entnommen und mit Entellan und einem Deckglaschen Iuftblasenfrei
eingedeckt. Uber Nacht wurden sie unter dem Abzug zum Trocknen
aufbewahrt.

Hamatoxylin farbt anionische Strukturen blau und Eosin farbt kationische
Strukturen rot, sodass sich in der HE-Farbung die Zellkerne blau anfarben

wahrend sich das Zellplasma und die Extrazellularmatrix (EZM) rot darstellen.

2.2.6.5. Immunfluoreszenz-Farbung

Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte (siehe 2.2.6.3)
erfolgte die hitzeinduzierte Epitop-Demaskierung mit Citratpuffer (pH 6) flr
20 Minuten bei 100 °C im Dampfgarer. Im Anschluss wurden die Objekttrager in
VE-Wasser Uberfuhrt, mit Fettstift (Dako pen) umrandet und in Waschpuffer
(PBS™ 0,5% Tween 20) gestellt. Die immunhistologische Farbung mit
Antikérpern erfolgte nach dem Protokoll in Tabelle 19.

Tabelle 19: Protokoll der Immunfluoreszenzfarbung
Schritt Losung Dauer/Bedingung

Blocken 5 % Normalserum (aus derselben 20 min bei RT
Spezies wie der
Sekundarantikérper) in AK-
Verdlinnungsldsung

Primarantikérper Verdinnung in AK- Uber Nacht bei 4 °C
Verdunnungslésung entsprechend
Tabelle 9

Waschen Waschpuffer 3-mal je 5 min

Sekundarantikbrper Sekundarantikdrper mit 60 min bei RT,
Fluorochrom in AK- lichtgeschutzt

Verdunnungslosung
(donkey anti-mouse-Cy5/donkey
anti-rabbit-Cy2)
Waschen Waschpuffer 3-mal je 5 min

Das Eindecken der Objekttrager erfolgte mit Moviol, das mit 0,1 % 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zur Gegenfarbung der Zellkerne versetzt war.
Fir jede Farbung wurde eine Negativ-Kontrollfarbung durchgefihrt, um
unspezifische Bindungen der Sekundarantikbrper auszuschlief3en. Dafur wurde
der primare Antikorper weggelassen und nur reine

Antikorperverdinnungslosung eingesetzt.

43



Material und Methoden

Um die lichtsensiblen Fluorochrome nicht zu schadigen, wurden die Inkubation
der Sekundarantikorper und alle darauf folgenden Schritte im Dunkeln
durchgefuhrt. Bei der Doppelfarbung sind zwei PrimarantikGrper aus
unterschiedlichen Spezies (Maus und Kaninchen) verwendet worden. Die
entsprechenden  Sekundarantikbrper waren an  Fluorochrome  mit
unterschiedlichen Emissionsspektren gekoppelt, sodass eine Unterscheidung

im Fluoreszenzmikroskop maoglich war.

2.2.6.6. Bestimmung des Proliferationsindex

Der Proliferationsindex der Zellen im 3D Lungentumormodell wurde mit Hilfe
der Ki67-Immunfluoreszenz-Farbung (siehe 2.2.6.5) bestimmt. Ki67 ist ein
Protein des Zellkerns, welches sich bei Auflosen des Zellkerns in der Mitose an
die Chromosomen anlagert und dann immunhistologisch nachweisbar ist. Es
wurden jeweils zehn Bilder pro Bedingung von sich nicht Uberlappenden
Bereichen der Probe in 20-facher Vergrof3erung mit einem digitalen Mikroskop
(BZ-9000, Keyence) aufgenommen. Es erfolgte das Auszahlen von Ki67/DAPI-
positiven und ausschlieBlich DAPI-positiven Zellen und die Berechnung des

Proliferationsindexes nach Formel 3.

Formel 3:

Proliferationsindex [%]= Anzahl Ki67-positiver Zellen y 1 %100
iferationsindex [ ]= 4 h DAPI-positiver Zellen ~ 10

2.2.7. Proteinanalyse

2.2.71. Zelllyse

Die HCC827-Zellen im 3D Lungentumormodell wurden zunachst zweimal in der
Zellkrone mit kaltem PBS™ gesplilt und je 500 uL Lysepuffer pro Well einer 12-
Well Plate vorgelegt. Danach wurde die besiedelte Matrix aus der Zellkrone
ausgespannt, zellfreie Reste mit dem Skalpell entfernt und die besiedelte
SISmuc in den Lysepuffer Uberfihrt. Anschlielend erfolgte die Inkubation fir
30 Minuten bei 4 °C auf einem Wippschuttler. Danach wurden die Zellreste mit
einem Zellschaber von der Matrix entfernt, das Lysat in ein Reaktionsgefafd
uberflhrt und bei 4 °C fir zehn Minuten mit 14000 x g zentrifugiert.
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Der von Zelldebris freie Uberstand, der die aus den Zellen isolierten Proteine
enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefal} pipettiert und bei -80 °C gelagert.
Alle Schritte der Zelllyse erfolgten (soweit mdglich) auf Eis, um die Aktivitat von

Phosphatasen und Proteinasen zu minimieren.

2.2.7.2. Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Fir die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration aus den Zelllysaten wurde
der DC Protein Assay Kit (BioRad, Deutschland) verwendet. In Tabelle 20 sind
die fur die Quantifizierung verwendeten bovine Serum Albumin (BSA)-
Konzentrationen dargestellt.

Tabelle 20: BSA Verdiunnungsreihe
Standard BSA-Konzentration
[ng/mL]
1000
800
600
400
200
100
50
0 (Reinstwasser)

ONO AR WN -

Je 5 uL der Standardverdunnungen und der verdinnten Proben wurden nach
dem Auftauen auf Eis in Duplikaten in eine 96-Well Platte pipettiert. Es folgte
die Zugabe von 25 uL/Well frisch angesetzter alkalischer Kupferldsung
bestehend aus Reagenz S und Reagenz A des DC Protein Assays im
Verhaltnis 1:50. Nach der Zugabe von 200 pL Folinldsung (Reagenz B) wurde
die Platte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Das Kupfer
bindet an das in den Proben enthaltene Protein und farbt sich nach einer
Reduktion durch das Folin blau. Die optische Dichte wurde bei 750 nm mit 9 nm
Bandbreite und 25 Blitzen am Tecan Infinite M200 Plattenlesegerat gemessen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe einer Kurve, die mit Excel aus der
Standardverdinnungsreihe erstellt wurde. Die Proteinkonzentration lie3 sich
aus der Kurve und dem Verdinnungsfaktor errechnen. Es wurde der Mittelwert
der Konzentrationen beider Duplikate gebildet. AnschlieBend wurde die

Proteinkonzentration einer unbesiedelten SISmuc (Leermatrix) abgezogen.

45



Material und Methoden

2.2.7.3. Proteinfallung mit Chloroform und Methanol

Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung wurden far die
Chloroform/Methanol-Fallung jeweils die gleichen Mengen an Protein wie in der
Probe mit der geringsten Proteinkonzentration abgenommen und mit Wasser
auf dasselbe Volumen gebracht (200 yL). Das Lysat wurde mit 800 pL
Methanol vermischt und es wurden 200 pL Chloroform hinzu pipettiert. Nach
einer Zugabe von 600 uyL Wasser erfolgte eine funfminltige Zentrifugation bei
14000 rpm, sodass sich die gefallten Proteine an der Phasengrenze zum
organischen Chloroform absetzten. Nachdem der wassrige Uberstand
verworfen worden war, erfolgte die Zugabe von 1600 uL Methanol und eine
erneute Zentrifugation. Der Uberstand wurde wiederum verworfen und das
Proteinpellet bei 37 °C im Inkubator getrocknet. Die Resuspension erfolgte in
15 yL Wasser und 5 pL funffach Lammli-Puffer je 30 ug Protein. Die Proteine
wurden fur funf Minuten bei 95 °C denaturiert, zentrifugiert und bis zur

Untersuchung im Western Blot bei -20 °C gelagert.

2.2.7.4. Humane phospho-Arrays

2.2.7.41. pRTK-Array

Der humane pRTK-Array von R&D Systems erlaubt es, Unterschiede in der
Phosphorylierung von RTKs bei unterschiedlichen Behandlungsbedingungen
festzustellen. Daflr sind Kontrollantikbrper und Antikdrper gegen 49
verschiedene RTKs in Duplikaten auf der Nitrozellulosemembran des Kits
gespofttet. Wahrend der Inkubation der Zelllysate mit den Membranen binden
die einzelnen RTKs an die spezifischen Antikorper auf dieser Membran und
konnen uber die Bindung des sekundaren HRP konjugierten anti-pan-Phospho-
Tyrosin-AK mittels Chemilumineszenz detektiert werden.

Der Array wurde nach der Zelllyse (siehe 2.2.7.1) und Proteinbestimmung
(siehe 2.2.7.2) in einer im Kit enthaltenen Vierkammerplatte durchgefiihrt. Die
einzelnen Versuchsschritte sind in Tabelle 21 beschrieben.
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Tabelle 21: Protokoll des humanen pRTK-Arrays

Tag Schritt

Losung/Membran

Dauer/Bedingung

1

Aquilibrieren der 2 mL Array Buffer 1

1 h bei RT auf dem

Membranen Wippschuttler
Verdunnung der Array Buffer 1 Proteinmenge von
Zelllysate 100-300 pg auf 1,5 mL
Inkubation: 1,5 mL Zelllysat Uber Nacht 4 °C auf

Proteinbindung an

dem Wippschuttler

die Membranen

2 Waschen 3 mL Waschpuffer 3-mal 10 min, RT auf
dem Wippschuttler
Abtropfen auf fusselfreiem Tuch

Bindung der AK an 2 mL Detection Antibody 2 h, RT auf dem

die Proteine Wippschuttler
Waschen 3 mL Waschpuffer 3-mal 10 min, RT auf
Wippschuttler

Abtropfen auf fusselfreiem Tuch
Detektion der 1 mL Chemilumineszenz- 1 min luftblasenfrei in
sekundaren AK Reagenz Frischhaltefolie

Die Proben wurden Uber den Vorbereitungszeitraum hinweg auf Eis aufbewahrt,
wahrend die LoOsungen alle auf Raumtemperatur gebracht wurden. Das
Anfassen der Membranen erfolgte nur mit stumpfen Pinzetten und
Handschuhen, um eine Beschadigung zu vermeiden. Chemi Reagenz 1 und 2
wurden drei Minuten vor Verwendung zum Chemilumineszenz-Reagenz
vermischt und im Dunkeln aufbewahrt. Die Verdinnung der Losungen erfolgte
nach Tabelle 22.

Tabelle 22: Verdiinnungsschema des humanen Phospho-RTK-Arrays (R&D
Systems)
Gesamtvolumen Pro Kammer

Losung Verdiinnung [mL] [mL]

Waschpuffer 1:25 in Reinstwasser 50 3

Array Puffer 2 1:5 in Reinstwasser 8 2

Detektions-AK 1:5000 mit 1-fach Array 8 2
Puffer 2
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2.2.7.4.2. pK-Array

Der humane phospho-Kinase-Array (pK-Array) basiert auf dem gleichen Prinzip

wie der zuvor beschriebene humane pRTK-Array (siehe 2.2.7.4.1) und erlaubt

den Vergleich von Phosphorylierungen verschiedener Kinasen miteinander. Fur

die Detektion der gebundenen Kinasen wird ein biotinylierter Antikorper

verwendet, der dann in einem weiteren Schritt an Streptavidin-HRP bindet und

mit Hilfe des Chemilumineszenz-Reagenzes detektiert wird.

Der Array wird nach der Zelllyse (siehe 2.2.7.1) und Bestimmung der

Proteinkonzentration (siehe 2.2.7.2) in einer Achtkammerplatte durchgefuhrt.

Jeder Array besteht aus Membran A und B. Die einzelnen Versuchsschritte sind

in Tabelle 23 dargestelit.

Tabelle 23: Protokoll des humanen pK-Array

Tag  Schritt Losung/Membran Dauer/Bedingung

1 Aquilibrieren der 1 mL Array Puffer 1 1 h bei RT auf
Membranen dem Wippschuttler
Verdinnung des Array Puffer 1 Proteinmenge von
Zelllysats 200-600 pg auf

2mL

Inkubation: 1 mL Zelllysat Uber Nacht bei
Proteinbindung an 4 °C auf dem
die Membranen Wippschuttler

2 Waschen 3 mL Waschpuffer 3-mal 10 min, RT

Abtropfen auf fusselfreiem Tuch

Bindung der AK an 1 mL biotinlylierter

die Proteine Detektions-AK A oder B
Waschen 3 mL Waschpuffer

Abtropfen auf fusselfreiem Tuch
1 L Streptavidin-HRP

Waschen 3 mL Waschpuffer
Abtropfen auf fusselfreiem Tuch

Detektion der 1 mL Chemilumineszenz-
sekundaren AK Reagenz
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auf dem
Wippschuttler

2 h, RT auf dem
Wippschuttler
3-mal 10 min, RT
auf Wippschduttler

30 min, RT auf
Wippschuttler
3-mal 10 min, RT
auf Wippschuttler

1 min
luftblasenfrei in
Frischhaltefolie
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Das maximale Volumen an einsetzbarem Zelllysat betragt 334 uL. Die Proben
wurden Uber den Vorbereitungszeitraum auf Eis aufbewahrt, wahrend die
Ldésungen alle auf Raumtemperatur gebracht wurden. Das Anfassen der
Membranen erfolgte nur mit stumpfen Pinzetten und Handschuhen, um eine
Beschadigung zu vermeiden. Chemi Reagent 1 und 2 wurden drei Minuten vor
Verwendung zum Chemilumineszenz-Reagenz vermischt und im Dunkeln

aufbewahrt. Die Verdinnung der Lésungen ist in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24: Verdiinnungsschema des humanen pK-Arrays

Losung Verdiinnung Gesamt- Pro
volumen Kammer
[mL] [mL]

Waschpuffer 1:25 in Reinstwasser 50 3

Array Puffer 2/3 1 1:5 in Reinstwasser 10 1

+ 1l

Detektions-AK A Zunachst in 100 pL 4 1

Reinstwasser l16sen, dann 1:50
mit 1-fach Array Puffer 2/3 |
(frisch ansetzen)
Detektions-AK B Zunachst in 100 pL 4 1
Reinstwasser l16sen, dann 1:50
mit 1-fach Array Puffer
2/3 I(frisch ansetzen)

Streptavidin- Entsprechend Label auf Vial,in 8 1
HRP Array Puffer 2/3 1l (frisch
ansetzen)

2.2.7.4.3. Semiquantitative Auswertung der Array Signale
Die Messung der Chemilumineszenz erfolgte am

FluorChem Q-Bildaufnahmegerat (Biozym  Scientific, Deutschland) mit
Belichtungszeiten von 30 Sekunden, eine, drei, funf und zehn Minuten. Fur die
Auswertung wurde die Intensitat der Grauwerte der einzelnen Punkte mit dem
Programm Alpha View bestimmt und die Mittelwerte aus den Duplikaten
gebildet. Es wurde das durchschnittliche Hintergrundsignal der negativen
Kontrollpunkte abgezogen. Die daraus resultierenden Signalwerte wurden auf
die jeweiligen Kontrollpunkte bezogen und erlaubten so einen Vergleich der
relativen Phosphorylierungsraten zwischen den verschiedenen Proben. Eine
Darstellung der Membranen mit den Kontrollpunkten ist im Anhang zu finden
(Abbildung 25 und Abbildung 26).
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Eine Beurteilung der Phosphorylierung im pRTK-Array fand anhand der in
Tabelle 25 festgelegten Grenzwerte statt.

Tabelle 25: Beurteilung der Phosphorylierung im pRTK-Array
Prozent des

Symbol Kontrollpunktes Phosphorylierungsgrad
o) 0-5% Nicht detektierbar
+ 5-100 % Niedrig
++ 100-500 % Mittel
+++ > 500 % Hoch

Eine Beurteilung der Phosphorylierung im pK-Array fand anhand der in der
Tabelle 26 festgelegten Grenzwerte statt.

Tabelle 26: Einteilung der prozentualen Phosphorylierungsgrade im pK-Array
Prozent des

Symbol Kontrollpunktes Phosphorylierungsgrad
o 0-5% Nicht detektierbar
* 5-10 % Niedrig
++ 10-50 % Mittel
+++ >50 % hoch

2.2.7.5. Western Blot

Western Blotting wird verwendet um Proteine semiquantitativ nachzuweisen.
Dafur wurden die gefallten Proteinproben (siehe 2.2.7.3) durch Elektrophorese
in einem 10 % Natriumdodezylsulfat (SDS)-Gel bei 25 mA/Gel, 400 V und 50 W
aufgetrennt und bei 1mA/cm? bei 11V fiir zwei Stunden auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet. Der Aufbau des Blots ist in Abbildung 8
dargestellt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine ERK 1/2 (42/44 kDa),
AKT (60 kDa), HGFR (145kDa) und EGFR (175kDa) sowie die
phosphorylierten Proteine pERK 1/2, pAKT, pHGFR und pEGFR

nachgewiesen.
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——3 Lagen Filterpapier
_—SDS-Gel
——Nitrozellulosemembran
— 3 Lagen Filterpapier

+

Abbildung 8: Aufbau des Western Blots. Je drei Lagen Filterpapier liegen zwischen
Anode (+) und Kathode (-) und dem SDS-Gel, das luftblasenfrei auf einer
Nitrozellulosemembran liegt.

Der Proteinnachweis erfolgte durch Antikorperfarbung und Entwicklung der
Membranen mit dem WesternBright™ Quantum Chemilumineszenz Substrat.
Die Bilder wurden mit dem Aufnahmegerat FluorChem Q (Biozym Scientific,
Deutschland) aufgenommen (Blende 0,95; Fokus 0,6). Eine Anpassung der
Belichtungszeit erfolgte automatisch auf die jeweils starkste Bandenintensitat.
AnschlieRend wurde der sekundare Antikdrper mit Hilfe eines milden Stripping-
Puffers abgeldst und es erfolgte der Proteinnachweis von a-Tubulin und B-Aktin
als Ladekontrollen (siehe Tabelle 27).

Die Aufnahmen wurden mittels des Alpha View Programms (Alpha Innotec,
Deutschland) semiquantitativ ausgewertet. Daflr wurde die Intensitat der
Grauwerte der einzelnen Banden gemessen und die durchschnittliche
Hintergrundintensitat abgezogen. Die erhaltenen Werte wurden schliel3lich auf
den jeweiligen Grauwert der a-Tubulin-/ B-Aktin-Bande bezogen. Um die
relative Aktivierungsrate der untersuchten Proteine zu bestimmen, wurden die
Intensitaten der Proteine auf die Intensititen der dazugehorigen

Gesamtproteine bezogen.
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Tabelle 27: Protokoll des Proteinnachweises beim Western Blot
Tag Schritt

Losungen/Chemikalien

Dauer/Bedingung

1

2-3

Blocken

Inkubation mit dem
Primarantikorper
Waschen

Inkubation mit
Sekundarantikdrper

Waschen

Inkubation mit der
Entwicklungslésung

Blockierldsung (5 % (w/v)

Milchpulver in TBS-T)
10 mL Primarantikorper

TBS-T

10 mL
Sekundarantikdrper (an
HRP-gekoppelt)

PBST

WesternBright™
Quantum
Chemilumineszenz-
Substrat

1 h bei RT auf dem
Wippschuttler

In 50 mL
Zentrifugenrohrchen
Uber Nacht bei 4 °C
Auf dem Rollschuttler
3-mal 10 Min

Auf dem Wippschdttler
1 h bei RT

Auf dem Rollschuttler

3-mal 10 min

Auf dem Wippschuttler
3 mL luftblasenfrei auf
einer Frischhaltefolie
far 1 min

Aufnahmen mit FluorChem Q (Biozym Scientific, D)

Strippen der
Membranen

Blocken

Milder Stripping-Puffer
PBS

TBS-T

Blockierldsung

2-mal 10 min
2-mal 10 min
2-mal 5 min

1 h bei RT auf dem
Wippschuttler

Wiederholung des Proteinnachweises mit der Ladekontrolle (3-Aktin)
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung der Vitalitatsassays im  statischen

3D Lungentumormodell
Ein wichtiges Instrument zur Beurteilung der Medikamentenwirksamkeit ist die
Zellvitalitatsbestimmung. Die Zellvitalitatsassays von Promega dienen zur
Bestimmung der Zellvitalitdét von 3D Spharoidkulturen in 96-, 384- und 1536-
Well Platten, sodass eine Anpassung an das Zellkronenformat der

3D Lungentumormodelle in 12-Well Platten erforderlich war.

3.1.1. Anpassung des CeIITiter-GIo® 3D Zellvitalitatsassay
In den 96- und 384-Well Platten werden die Zellen 30 Minuten mit Medium und

Reagenz im Verhaltnis 1:2 bei Raumtemperatur inkubiert und far fanf Minuten
geschuttelt, um die Zelllyse zu verbessern. Darauf folgt eine weitere Inkubation
Uber 25 Minuten zur Stabilisierung des Lumineszenz-Signals [125].

Zur Anpassung des CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay an das
3D Tumormodell wurden zunachst verschiedene Reagenz-Medien-Verhaltnisse
sowie Gesamtvolumina ausgetestet und die Inkubationsbedingungen variiert
(siehe Abschnitt 2.2.4.2). Dabei konnte bei einem héheren Anteil CellTiter-Glo®
3D Reagenz am Gesamtvolumen keine Erhohung des Lumineszenz-Signals
detektiert werden. Die Verlangerung der Inkubationszeit von 45 auf 60 Minuten
fuhrte ebenfalls zu keinem Anstieg des Lumineszenz-Signals. Im Gegensatz
dazu stieg das Signal bei einem geringeren Gesamtvolumen um 3 x10° relative
Lichteinheiten (RLU) an (Abbildung 9A). Aufgrund dessen wurden fur weitere
Versuche ein Verhaltnis von Medium zu Reagenz von 1:2, ein Gesamtvolumen
von 200 pL und eine Inkubationszeit von 45 Minuten gewahlt.

In einem nachsten Schritt wurde der Einfluss der Messplatte untersucht. Dazu
wurde die Lumineszenz zum einen direkt in der 12-Well Platte mit den
Zellkronen gemessen. Zum anderen wurden 150 uL Uberstand aus dem
Inneren der Zellkronen entnommen und flr die Messung jeweils in eine weilde
und schwarze Platte Uberfiihrt. Hier konnten nach Uberfiihren in eine weille
Platte die hochsten Lumineszenz-Intensitaten detektiert werden, sodass im
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Folgenden alle Messungen in einer weilden 96-Well Platte durchgeflihrt wurden.
(Abbildung 9B).
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Abbildung 9: Lumineszenz-Signale des CellTiter-Glo® 3D Vitalitiatsassays in 3D.
A) Abhangigkeit des Lumineszenz-Signals vom Verhaltnis von Medium zu CellTiter-
Glo® Reagenz und von der Inkubationszeit. Bei einem Verhaltnis von Medium zu
CellTiter-Glo®-Reagenz von 1:2 und einer Inkubationszeit von 45 min konnte das
starkste Lumineszenz-Signal detektiert werden. n=1, in Klammern sind die
Gesamtvolumina angegeben. B) Abhangigkeit des Lumineszenz-Signals von der
Messplatte. Das Uberfilhren von 150 yL des Zelllysats in eine weilRe 96-Well Platte
ergab das starkste Lumineszenz-Signal. n=1.

Beim CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassay handelt es sich um eine
Endpunktmessung, bei der die Zellen lysiert werden. Die vollstandige Lyse der
Zellen ist Voraussetzung fur eine korrekte Bestimmung der Vitalitat. Es wurden
verschiedene  Lyse-Methoden im  Ablauf des  CellTiter-Glo® 3D
Zellvitalitatsassay integriert und jeweils mit HE-Farbungen kontrolliert
(Abbildung 10). Nach einer Inkubation mit dem CellTiter-Glo® 3D Reagenz auf
dem Wippschuttler zeigte sich eine unvollstdndige Lyse mit noch intakten
Tumorzellen (Abbildung 10B1). Das Ausspannen der Matrix aus der Zellkrone,
ein zusatzliches Vortexen der Matrix oder Abschaben mit dem Zellschaber
fuhrten zu keinen hdéheren Lumineszenz-Signalen. Ein Einfrieren der
ausgespannten Matrix fir zehn Minuten bei -80 °C wahrend der Inkubation mit
dem CellTiter-Glo® 3D Reagenz fiihrte zu einem Anstieg des Lumineszenz-
Signals (Abbildung 10A).
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Abbildung 10: Optimierung der Zelllyse im CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay.
A) Abhangigkeit des Lumineszenz-Signals von der Handhabung der besiedelten
SISmuc wahrend Lyse und Inkubation. Das starkste Lumineszenz-Signal wurde nach
Ausspannen der SISmuc, Abschaben der Zellen und kurzzeitigem Einfrieren
gemessen. n=1 B) HE-Farbung der 3D-Lungentumormodelle nach unterschiedlichen
Lyseverfahren. Nach Abschaben der Zellen von der ausgespannten SISmuc waren
keine Zellreste auf der Oberflache mehr sichtbar. Das Sternchen (*) zeigt exemplarisch
Zelldebris in der Matrix. 1) Lyse in der Zellkrone. 2) Lyse nach Ausspannen der
SISmuc. 3) Lyse nach Ausspannen der SISmuc und Abschaben der Zellen. 4) Lyse
nach Auspannen und Vortexen der SISmuc. 5) Lyse nach Ausspannen und
kurzzeitigem Einfrieren der SISmuc. 6) Lyse nach Auspannen der SISmuc, Abschaben
der Zellen und kurzzeitigem Einfrieren. Die Zellkerne sind blau, das Zellplasma und die
Extrazellularmatrix rot gefarbt. Die Balkenlange entspricht 100 ym.
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In der HE-Farbung der lysierten 3D Lungentumormodelle zeigte nur die Matrix,
bei der die Zellen abgeschabt wurden, eine zellfreie Oberflache, wahrend alle
anderen Ansatze deutlich Zellreste aufwiesen (Abbildung 10B). Wurden die
Zellen von der Matrix abgeschabt und die Matrix und der Uberstand mit den
abgeschabten Zellen bei -80 °C eingefroren, so waren die hochsten
Lumineszenz-Intensitaten detektierbar und es zeigte sich eine zellfreie SISmuc-
Oberflache in der HE-Farbung (Abbildung 10B6).

3.1.2. Anpassung des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay

Es wurde ein erster Ansatz (Ansatz 1) mit MT Zellvitalitdt Prosubstrat und
NanoLuc® Luciferase in einer Konzentration von 1 MM im gesamten Medium
(inneres und aulderes Zellkronenkompartiment), mit einem zweiten Ansatz
(Ansatz 2), bei dem die Reagenzien nur im inneren Kompartiment der Zellkrone
vorlagen, verglichen. Im aulReren Kompartiment von Ansatz 2 befand sich
Medium ohne Reagenzien.

Die absoluten Lumineszenz-Intensitaten der 3D Lungentumormodelle, die mit
MT Zellvitalitdt Prosubstrat und NanoLuc® Luciferase im gesamten Medium
(inneres und aulleres Zellkronenkompartiment) inkubiert worden waren
(Ansatz 1), lagen Uber den Verlauf von 72 Stunden immer hdher, als die
Lumineszenz-Intensitaten des Ansatzes mit Medium, das nur im inneren
Kompartiment der Zellkrone mit den entsprechenden Reagenzien versetzt
worden war (Ansatz 2, Abbildung 11A).

Es erfolgte eine Normierung der gemessenen Lumineszenz-Signale durch
Bezug auf den jeweiligen TO-Wert. Es zeigte sich in den ersten zwei Stunden
ein simultaner Anstieg der normierten Lumineszenz-Signale beider Ansatze.
Nach sechs Stunden stieg das Lumineszenz-Signal des nur im Inneren der
Zellkrone mit Reagenzien beflllten Ansatzes (Ansatz 2) verhaltnismafig starker
an, als der Ansatz mit Prosubstrat und Luciferase im Medium beider
Kompartimente (Ansatz 1, Abbildung 11B). Ein Abfall der Lumineszenz-
Intensitaten war in beiden Ansatzen nach 18-24 Stunden zu verzeichnen. Nach
72 Stunden lagen die Lumineszenz-Signale unter dem TO-Wert (horizontale
Linie in Abbildung 11B).
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Da in einer unbehandelten Zellkrone von einer konstanten bis leicht steigenden
Zellzahl ausgegangen werden kann und die RealTime-Glo Reagenzien laut
Hersteller bei 37°C Uber 72 Stunden stabil sind, wurde ein vorzeitiger
Verbrauch der Reagenzien in beiden Ansatzen vermutet. Fur die Bestimmung
des zeitlichen Wirkungseintritts von Gefitinib wurde fur die folgenden Versuche

deshalb ein Beobachtungszeitraum von 24 Stunden ausgewahlt.
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Abbildung 11: Anpassung der Menge an MT Zellvitalitit Prosubstrat und
NanoLuc® Luciferase an die 3D Lungentumormodelle. Es wurden ein erster Ansatz
(1) mit MT Zellvitalitdt Prosubstrat und NanoLuc® Luciferase im gesamten Medium
(inneres und auleres Zellkronenkompartiment) und ein zweiter Ansatz (2) mit den
Reagenzien nur im inneren Kompartiment der Zellkrone verglichen. Im Ansatz 2 befand
sich Medium im auflReren Kompartiment. A) Abhangigkeit der absoluten Lumineszenz-
Signale uber 72 h. Die gemessenen Lumineszenz-Signale lagen im zweiten Ansatz
hoéher. n=1. B) Vergleich der Lumineszenz-Signale aus A) nach Normierung auf den
TO-Wert (horizontale Linie). Die normierten Lumineszenz-Signale stiegen im Ansatz 2
verhaltnismaBig starker an als im Ansatz 1, n=1. C) HE-Farbungen der statischen 3D
Lungentumormodelle. 1) nach  Durchfihrung des RealTime-Glo™  MT
Zellvitalitdtsassay von Ansatz 1. 2) von Ansatz 2 3) und ohne Durchfihrung des
Zellvitalitatsassay. Es zeigen sich keine Unterschiede in der Besiedelung der SISmuc.
Die Zellkerne sind blau, das Zellplasma und die Extrazellularmatrix rot gefarbt. Die
Balkenlange entspricht 100 pm.

57



Ergebnisse

In den HE-Farbungen zeigten sich weder Unterschiede in der Besiedelung
zwischen den beiden Ansatzen noch zwischen den Modellen vor und nach

Durchfihrung des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay (Abbildung 11C).

Es wurden die Lumineszenz-Signale zum Zeitpunkt TO miteinander verglichen.
Die Signalwerte unterschieden sich in den verschiedenen Versuchsreihen
(Abbildung 12), die Varianz innerhalb einer Reihe betrug jedoch nur zwischen
0,04 und 0,23 (in Abbildung 12 nicht dargestellt).

0,45 -

Lumineszenz [RLU x 106]

0 ; . ;
1 2 3 4 5
Versuchsreihe

Abbildung 12: Mittelwert und Standardabweichung der Lumineszenz-Signale
zum Zeitpunkt TO in den fiinf verschiedenen Versuchsreihen. Die Lumineszenz-
Intensitdt schwankte zwischen den Versuchsreihen. Innerhalb derselben
Versuchsreihe zeigte sich jedoch nur eine geringe Standardabweichung. Die
Lumineszenz wurde mit Hilfe des angepassten RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay
bestimmt. Mittelwert + Standardabweichung, n=3.
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3.2. Behandlung mit dem EGFR-TKI Gefitinib
3.21. Dosis-Wirkungs-Beziehungen in der 2D Zellkultur

Mithilfe des CellTiter-Glo luminescent Zellvitalitatsassays wurde die Vitalitat der
Zellen in der 2D Zellkultur in Abhangigkeit von steigenden Gefitinib-
Dosierungen bestimmt. Dies ermdglichte eine vergleichende Betrachtung der
Dosis-Wirkungs-Beziehung von Gefitinib in einer reinen Zellkultur, mit der im
humanen Lungentumormodell. Die Zellen wurden drei Tage mit jeweils
0,01 uM; 0,05 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1 uM und 5 pM Gefitinib inkubiert. Bei einer
Behandlung mit 0,01 uM Gefitinib sank die Vitalitat auf 63 % der unbehandelten
Kontrollprobe und war bei der nachsthoheren Gefitinib-Konzentration von
0,05uM bei 43 % und somit unterhalb der mittleren inhibitorischen
Konzentration (ICso-Wert). Die Vitalitat fiel bei der Gabe von héheren Gefitinib-
Konzentrationen weiter ab und erreichte bei einer Behandlung mit 5 uM
Gefitinib 4 % (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Vitalitit der HCC827-Zellen in der 2D Kultur nach dreitagiger
Behandlung mit unterschiedlichen Gefitinib-Konzentrationen. Die im
CellTiter-Glo luminescent Zellvitalitdtsassay bestimmten Werte wurden auf die
unbehandelte Probe (0 uM Gefitinib) bezogen. Die HCC827-Zelllinie zeigt eine
konzentrationsabhangige Verringerung der Vitalitdt nach Behandlung mit steigenden
Gefitinib-Konzentrationen. Mittelwert + Standardabweichung, n=2.
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3.2.2. Dosis-Wirkungs-Beziehungen im statischen 3D Lungentumormodell
3.2.2.1. Einflisse von Gefitinib auf das Tumorzellwachstum

In der HE-Farbung des unbehandelten 3D Lungentumormodells wuchsen die
HCC827-Zellen als geschlossener Monolayer auf der Matrixoberflache und
besiedelten die Kryptenstrukturen. Mit hdheren Gefitinib-Konzentrationen nahm
die Dichte der Zellbesiedelung ab und der Monolayer wies zunehmend Lucken
auf. Eine direkte Dosisabhangigkeit der Zelldichte Uber alle Konzentrationen

war jedoch nicht zu beobachten (Abbildung 14)
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Abbildung 14: Wachstumsverhalten der HCC827-Zellen im statischen 3D
Lungentumormodell nach dreitdgiger Behandlung mit Gefitinib in
unterschiedlichen Konzentrationen. HE-Farbung nach 14-tagiger Kultur der 3D
Tumormodelle. Es zeigt sich eine Abnahme der Zelldichte mit zunehmender Gefitinib-
Dosis. Die Zellkerne sind blau, das Zellplasma und die Extrazellularmatrix rot gefarbt.
Die Balkenlange betragt 100 uM.
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Die Vitalitat der Tumorzellen im 3D Tumormodell unter Behandlung mit Gefitinib
erfolgte durch den angepassten CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay (siehe
3.1.1). Bei der Behandlung mit 0,01 pM Gefitinib fiel die Vitalitdt auf 72 % und
bei einer Behandlung mit 0,05 uM auf 51 % des unbehandelten Ansatzes.
Hohere Gefitinib-Konzentrationen fuhrten zu keinem weiteren Abfall der
Zellvitalitat (Abbildung 15A).

Um die Auswirkung von Gefitinib auf die Proliferation der HCC827-Zellen im
statischen 3D Lungentumormodell zu untersuchen, wurde der
Proliferationsindex mittels Ki67-Immunfluoreszenzfarbung bestimmt (siehe
2.2.6.6). In der unbehandelten Probe zeigte sich eine Proliferation von 30 %
(Abbildung 15C). Diese verringerte sich durch die Behandlung mit Gefitinib
konzentrationsabhangig und war in Zellen, die mit 0,1 uyM Gefitinib behandelt
wurden, mit 8 % minimal. Eine weitere Erhohung der Gefitinib-Konzentration

fuhrte zu keiner zusatzlichen Abnahme der Proliferation.

Mit dem M30 CytoDeath ELISA wurde die Apoptoserate nach 6, 24, 48 und
72 Stunden Behandlung mit Gefitinib berechnet. Fur die Durchfihrung des M30
CytoDeath ELISA siehe 2.2.5. Es zeigte sich ein konzentrationsabhangiger
Anstieg der Apoptoserate auf das Vierfache des Ausgangswertes bis 0,1 uM
Gefitinib. Hohere Gefitinib-Konzentrationen fihrten zu keinem weiteren Anstieg.

Der starkste Anstieg war nach 24 Stunden zu verzeichnen (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Vitalitat, Apoptose und Proliferation der HCC827-Zellen im

statischen 3D Lungentumormodell nach Behandlung mit Gefitinib in
unterschiedlichen Konzentrationen. A) Vitalitat. Gefitinib flihrt in den HCC827-Zellen
zu einer Vitalitdtsreduktion. Die Vitalitat wurde nach dreitdgiger Behandlung mit
Gefitinib mit Hilfe des angepassten CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay bestimmt. Die
Lumineszenz-Signale wurden auf die unbehandelte Kontrolle bezogen. Es zeigt sich
ein Abfall der Vitalitat auf 50% bei einer Behandlung mit 0,05 uM Gefitinib. Eine weitere
Erhdhung der Gefitinib-Konzentration fihrt zu keinem weiteren Vitalitdtsabfall.
Mittelwert £+ Standardabweichung, n=2. B) Apoptose-Induktion. HCC827-Zellen zeigten
eine verstarkte Antwort auf Gefitinib in der 3D Kultur, der Anstieg war nach 24 Stunden
am starksten. Der Anstieg der Apoptose wurde mit Hilfe des M30 CytoDeath™ ELISAs
bestimmt. Daflr wurden Uberstéande der unbehandelten und behandelten Proben direkt
vor (TO-Probe) sowie 6, 24, 48 und 72h nach Behandlung gesammelt. Die
Konzentrationen an M30 nach der Behandlung wurden auf die jeweiligen TO-Werte
normiert und anschlieRend auf die unbehandelte Kontrolle (horizontale Linie) bezogen.
6h: n=1, 24-72h: n=3. C) Proliferation. Gefitinib fuhrte in den HCC827-Zellen zur
Proliferationsinhibierung. Bei 0,1 yM Gefitinib zeigte sich ein Abfall bis auf ein Drittel
des Ausgangswertes. Die Proliferationsrate (proliferative Zellen/Gesamtzellzahl) wurde
Uber eine Ki67-Immunfluoreszenzfarbung bestimmt. Dabei wurden die Ki67-positiven
Zellen sowie die Gesamtzellzahl Gber DAPI in zehn Bildern je Probe quantifiziert und
anschlielend der Quotient gebildet.
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Anhand der Ergebnisse aus dem CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay in
Abschnitt 3.2.2.1 erfolgte fur die Bestimmung des Wirkeintritts von Gefitinib
mittels RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay sowie fir die Untersuchungen der

Signalwege eine Behandlung mit 0,05 uM (etwa ICso-Wert) und 1 uM Gefitinib.

Die Wirkung von Gefitinib Uber den Zeitverlauf wurden mit Hilfe des
angepassten RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassays (siehe 3.1.2) bestimmt.
Die Vitalitat der HCCB827-Zellen zeigte Uber die Behandlungsdauer von
24 Stunden nur marginale Unterschiede zwischen einer Behandlung mit
0,05 uM und einer mit 1 yM Gefitinib (Abbildung 16). Ein erster Vitalitatsverlust
zeigte sich vier Stunden nach Gefitinib-Zugabe. Nach neun Stunden sank die
Vitalitdt auf 52 % (0,05 uM Gefitinib) bzw. 56 % (1 uM Gefitinib) der
unbehandelten Probe. Ein weiterer Vitalitdtsverlust in den folgenden Stunden
war nicht zu verzeichnen. Die Etablierung des RealTime-Glo™ MT
Zellvitalitatsassays deckte eine Stabilitdt der Reagenzien bis 24 Stunden auf,
sodass von einer Beobachtung der Vitalitat Uber diesen Zeitraum hinaus

abgesehen wurde.
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Abbildung 16: Vitalitat der HCC827-Zellen uUber 24 h Behandlung mit Gefitinib.
Eine erste Verringerung der Vitalitdt war nach 4 h zu sehen. Nach 9 h war die Vitalitat
minimal und blieb Uber den restlichen Untersuchungszeitraum konstant. Es zeigten
sich keine Unterschiede zwischen einer Behandlung mit 0,05 yM und 1 uM Gefitinib.
Die Echtzeitbestimmung der Vitalitat wurde mit dem angepassten RealTime-Glo™ MT
Zellvitalitatsassay durchgefuhrt. Die Lumineszenz-Werte wurden auf die unbehandelte
Probe sowie den TO-Wert bezogen. Mittelwert + Standardabweichung, n=5.
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3.2.2.2. Einflisse von Gefitinib auf die Proteinexpression und
Signalwegsaktivierungen

Die konzentrationsabhangigen Einflisse von Gefitinib auf die Polarisation und

die epithelialen Eigenschaften der Zellen wurden untersucht. Daflir wurde die

Expression des Polarisationsmarkers Mucin-1 und der EMT-Marker E-Cadherin,

B-Catenin, pan-Cytokeratin und Vimentin in Immunfluoreszenzfarbungen der

statischen 3D Lungentumormodelle verglichen.

Muc-1

0,05 uM

E-Cad/p-Cat

PCK/Nim

Abbildung 17: Markerexpression in unbehandelten HCC827-Zellen sowie nach
dreitdgiger Behandlung mit 0,05 yM und 1 pM Gefitinib. A) Expression von Mucin-1
(Muc-1, griin). Es zeigt sich eine Abnahme der Mucin-1 Expression nach Behandlung
mit Gefitinib in zunehmenden Konzentrationen. Eine Gegenfarbung der Zellkerne
erfolgte mit DAPI (blau). Die Balkenlange entspricht 100 uM. B) Expression von E-
Cadherin (E-Cad, gruin) und B-Catenin (B-Cat, rot). Es zeigt sich eine Abnahme der E-
Cadherin und B-Catenin Expression nach Behandlung mit Gefitinib in zunehmenden
Konzentrationen. Eine Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Die
Balkenlange entspricht 100 uM. C) Expression von pan-Cytokeratin (PCK, grin) und
Vimentin (Vim, rot). Es zeigt sich eine Abnahme der pan-Cytokeratin Expression und
eine gleichbleibende Vimentin Expression nach Behandlung mit Gefitinib in
zunehmenden Konzentrationen. Eine Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI
(blau). Die Balkenlange entspricht 100 pM.
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In der Immunfluoreszenzfarbung zeigte sich Mucin-1 auf der apikalen Zellseite
und vereinzelt im Zytoplasma von tiefer in der SISmuc liegenden Zellen. Mit
zunehmender Gefitinib-Konzentration und geringerer Zellzahl, sank die Mucin-1
Expression (Abbildung 17A).

Die Expression von E-Cadherin und B-Catenin zeigte sich kolokalisiert entlang
der Zellmembranen und im Zytoplasma. Die dreitagige Behandlung mit Gefitinib
fuhrte den Farbungsergebnissen nach zu einer geringeren Expression
(Abbildung 17B).

Pan-Cytokeratin wurde im Zytoplasma der HCC827-Zellen und Vimentin nur
vereinzelt im Zytoplasma von tiefer in den Krypten lokalisierten Zellen
exprimiert. Eine abnehmende Pan-Cytokeratin- und eine gleichbleibende

Vimentin-Expression waren unter Gefitinib-Behandlung zu beobachten

(Abbildung 17C).

Die Untersuchung der intrazellularen Signalwege der HCC827-Zellen im
statischen 3D Lungentumormodell erfolgte mit Hilfe des pRTK-Arrays und des
pK-Arrays von R&D Systems (siehe 2.2.7.4). Die mithilfe des Fluor Chem Q-
Bildaufnahmegerats (Biozym Scientific, Deutschland) aufgenommenen
Membranen sind im Anhang abgebildet (Abbildung 25 und Abbildung 26). Die
Untersuchung erfolgte nach neun Stunden, dem Zeitpunkt des Wirkungseintritts

sowie nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden.

Im pRTK-Array wiesen die unbehandelten Proben zu beiden Zeitpunkten eine
hohe Phosphorylierung des EGFR auf. Die Behandlung mit 0,05 uM Gefitinib
zeigte nach 72 Stunden eine deutliche Verminderung der EGFR-
Phosphorylierung, wahrend die Behandlung mit 1 uyM bereits nach
neun Stunden zu einem mittleren und nach 72 Stunden zu einem niedrigen
Phosphorylierungsgrad fuhrte (Tabelle 28).

HER-2, HER-3 und die MER Protoonkogen Tyrosin Kinase (MER) lagen in den
unbehandelten Kontrollen jeweils niedriggradig phosphoryliert vor. Die
neunstindige Behandlung mit 0,05 uM Gefitinib zeigte keinen Effekt.
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Nach neun Stunden Inkubation mit 1 yM Gefitinib war die Phosphorylierung von
HER-2 und HER-3 geringer. Eine Inkubation Uber 72 Stunden zeigte, dass alle
drei RTKs dephosphoryliert waren (Tabelle 28).

Der HGFR zeigte in den unbehandelten Ansatzen nach neun Stunden einen
hohen Phosphorylierungsgrad, der nach Behandlung in beiden Konzentrationen
reduziert war. Die Phosphorylierung (mittlere Intensitat) in der Kontrollprobe
nach 72 Stunden fiel unter Behandlung mit 1 yM Gefitinib auf einen niedrigen
Phosphorylierungsgrad (Tabelle 28).

Tabelle 28: Vergleich von Signalmolekiilen der HCC827-Zellen nach 9 und 72 h
Behandlung mit Gefitinib mit Hilfe des pRTK-Arrays."

9h 72 h
0 uM 0,05 uM 1uM 0 uM 0,05 uM 1uM
pPEGFR +++ +++ ++ +++ + +
pHER-2 + + 0 + 0 0
pHER-3 + + 0 0 0 0
PMER + + + + 0 0
pHGFR +++ ++ ++ ++ ++ +

' Grauwertintensititen der Punkte auf der Membran: o = nicht detektierbar,
+=niedrig, ++= mittel, +++= hoch. Die gemessenen Grauwerte wurden auf die
Kontrollpunkte  bezogen. Die Intensitdt der Punkte entspricht dem
Phosphorylierungsgrad der entsprechenden Proteine.

Im pK-Array war der EGFR in den unbehandelten Kontrollansatze sowie nach
neun Stunden Behandlung mit 0,05 uM Gefitinib leichtgradig phosphoryliert. Die
Aktivitat sank durch die Behandlung mit 1 yM Gefitinib. Nach 72 Stunden war
unter keiner der Gefitinib-Konzentrationen eine Phosphorylierung detektierbar.
Die Aktivitat von CREB und der Serin/Threonin-Kinase ohne Lysin K 1 (WNK 1)
verhielt sich wie die des EGFR (Tabelle 29). Phosphoryliertes ERK 1/2 war nur
in der unbehandelten Probe nach neun Stunden schwach zu detektieren
(Tabelle 29). Es wurde die Aktivitat dreier Phosphorylierungsstellen von p53
bestimmt. Die Phosphorylierungsstelle S392 lag in allen Proben deutlicher
phosphoryliert vor, als die Phosphorylierungsstelle S46. Die Aktivitat von p53 an
beiden Phosphorylierungsstellen (S392 und S46) blieb nach neun Stunden
durch die Behandlung mit Gefitinib unbeeinflusst. Nach dreitagiger Behandlung
zeigte sich ein niedrigerer Phosphorylierungsgrad in der unbehandelten Probe
sowie dem mit 1 yM behandelten Ansatz, nicht jedoch in der 0,05 uM Probe.
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Die Phosphorylierungsstelle S15 war in keinem der Ansatze zu detektieren (in
Tabelle 29 nicht dargestellt). Die Phosphorylierung des Hitze Schock Protein 60
(HSP60) war zu allen Zeitpunkten in mittlerer Intensitdt nachweisbar, ein
Einfluss durch Gefitinib war nicht zu beobachten. pAKT war in keinem der
Ansatze detektierbar (Tabelle 29).

Tabelle 29: Vergleich von Signalmolekiilen der HCC827-Zellen nach 9 und 72 h
Behandlung mit Gefitinib mit Hilfe des pK-Arrays. 2

pK-Array 9h 72 h
0 uM 0,05 uM 1uM 0 uM 0,05 uM 1uM

PERK 1/2 + o] o] o] o] o]
p(p53) -S392 ++ ++ ++ + ++ +
pPEGFR + o] o} o] o]
p(p53) -S46 + + o} + o]
pCREB + + o] o] o] o]
PWNK 1 + + o] o] o] o]
pHSP60 ++ ++ ++ ++ ++ ++
pAKT o] o] o] o] o] o]

’Grauwertintensititen der Punkte auf der Membran: o = nicht detektierbar,
+=niedrig, ++= mittel, +++= hoch. Die gemessenen Grauwerte wurden auf die
Kontrollpunkte  bezogen. Die Intensitdt der Punkte entspricht dem
Phosphorylierungsgrad der entsprechenden Proteine.

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der EGFR-Signalkaskade und der Ergebnisse
in pRTK- und pK-Array wurde die Expression von EGFR, ERK 1/2, AKT und
HGFR sowie ihrer aktiven, phosphorylierten Formen (pEGFR, pERK 1/2, pAKT
und pHGFR) zusatzlich im Western Blot untersucht.

Die Expression von EGFR, ERK 1/2, AKT und HGFR zeigte keine Unterschiede
zwischen den unbehandelten Proben zu beiden Zeitpunkten und den
behandelten Ansatzen nach neun Stunden. Die behandelten Ansatze nach
72 Stunden wurden in der Auswertung nicht bericksichtigt, da die Ladekontrolle
eine unzureichende Beladung der Geltaschen nahelegt (Abbildung 18A).

Die Detektion der phosphorylierten Signalmolekule pEGFR und pERK 1/2 war
mit steigenden Konzentrationen sowohl nach neun als auch nach 72 Stunden
Behandlung mit Gefitinib niedriger (Abbildung 18B).

Die Menge an pAKT und pHGFR nahm ebenfalls konzentrationsabhangig nach
neun und 72 Stunden Behandlung mit Gefitinib ab. Dieser Abfall war jedoch

weniger ausgepragt als der von pEGFR und pERK 1/2.
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Aufgrund der schwach sichtbaren Ladekontrollen der 72 Stunden Probe des
1 UM Ansatzes, wurden auch diese Banden nicht berlcksichtigt (Abbildung
18B).
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Abbildung 18: Expression von Signalproteinen und Menge der aktivierten
Proteine in unbehandelten HCC827-Zellen sowie nach 9 h und 72 h Behandlung
mit 0,05 uM und 1 pyM Gefitinib im statischen 3D Tumormodell. A) Expression von
EGFR, ERK 1/2, HGFR und AKT. Es zeigten sich keine Unterschiede in der
Proteinexpression im Western Blot. Aufgrund der geringen Beladung wurden die
behandelten Ansatze nach 72 h nicht bertcksichtigt. Als Ladekontrollen dienten a-
Tubulin (EGFR und ERK 1/2) und B-Aktin (HGFR und AKT), n=2. B) Phosphorylierung
der Proteine EGFR, ERK 1/2, HGFR und AKT. Die Aktivierung von EGFR, ERK 1/2,
HGFR und AKT nahm sowohl nach 9 h als auch nach 72 h mit steigender Gefitinib-
Konzentration ab. Die Proteinexpression war nach 72 h geringer. Aufgrund der
geringen Beladung wurden die pHGFR- und die pAKT-Banden des mit 1 uM Gefitinib
behandelten Ansatzes nach 72 h nicht bericksichtigt Als Ladekontrollen dienten a-
Tubulin (PEGFR und pERK 1/2) und 3-Aktin (pHGFR und pAKT), n=2.
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3.3. Charakterisierung von Gefitinib-sensitiven und Gefitinib—

resistenten Zellen im dynamischen 3D Lungentumormodell

Ein relevantes Problem in der Gefitinib-Therapie von EGFR-mutierten
Adenokarzinomen ist die Entstehung von Resistenzen. Um diese Resistenzen
zu untersuchen, wurde innerhalb der HCCB827-Zelllinie eine resistente
Subpopulation (HCCres A2) durch mehrmonatige Dauergabe von 1 uM Gefitinib
in das Nahrmedium generiert und im dynamischen 3D Lungentumormodell
charakterisiert. Dabei sollten Unterschiede zu den Gefitinib-sensitiven HCC827-
Zellen identifiziert werden. Die Kultivierung der resistenten Subpopulation
erfolgte mit 1 uyM Gefitinib im Medium. Es wurden Ansatze beider
Zellpopulationen zunachst ohne Gefitinib kultiviert und nach dreitagiger
Behandlung mit 1 uM Gefitinib und mit jeweils unbehandelten Ansatzen

verglichen.

3.3.1. Demonstration der Gefitinib-Resistenz

Der Proliferationsindex der HCC827-Zellen und der HCCres A2-Zellen im
dynamischen 3D Lungentumormodell wurde, wie in Abschnitt 2.2.6.6
beschrieben, tber eine Ki67-Immunfluoreszenzfarbung ermittelt.

Die Behandlung von HCC827-Zellen mit Gefitinib verringerte die Proliferation
von 26 % auf 3 %. Im Gegensatz dazu war die Proliferationsrate in der

resistenten Subpopulation unverandert (Abbildung 19A).

Mithilfe des M30 CytoDeath ELISA wurde die Apoptoserate der HCC827-Zellen
und der HCCres A2-Zellen nach dreitdgiger Behandlung mit 1 yM Gefitinib im
dynamischen 3D Lungentumormodell verglichen. Es wurden Proben nach 24,
48 und 72 Stunden entnommen. Flr die Durchfihrung des M30 CytoDeath
ELISA siehe 2.2.5.

Es zeigte sich eine minimale Zunahme der Apoptoserate in den HCC827-Zellen
nach Behandlung mit Gefitinib (Abbildung 19B). Aufgrund der grofien
Schwankungen zwischen den Einzelwerten, sind jedoch keine eindeutigen

Unterschiede nachweisbar.
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Abbildung 19: Proliferation und Apoptoserate in HCC827 und HCCres A2-Zellen
nach dreitagiger Behandlung mit 1 pM Gefitinib. A) Proliferation. Die EGFR-
mutierten HCC827-Zellen zeigten unter Gefitinib-Therapie eine
Proliferationsinhibierung, wahrend die Proliferation der HCCres A2-Zellen unter
Therapie gleich blieb. Die Proliferationsrate (proliferative Zellen/Gesamtzellzahl) wurde
Uber eine Ki67-Immunfluoreszenzfarbung bestimmt. Dabei wurden die Ki67-positiven
Zellen sowie die Gesamtzellzahl anhand einer DAPI-Farbung in zehn Bildern je Probe
quantifiziert und anschlieBend der Quotient gebildet (Siehe 2.2.6.6). B) Apoptose-
Induktion. Es zeigten sich keine relevanten Veranderungen. Die Apoptoserate wurde
mit Hilfe des M30 CytoDeath™ ELISAs bestimmt. Dafir wurden Uberstdnde der
sensiblen und resistenten Ansatze 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung enthommen.
Die Konzentrationen an M30 nach der Behandlung wurden auf die jeweiligen
unbehandelten Kontrollen (horizontale Linie)  bezogen. Mittelwert £
Standardabweichung, n=3.

3.3.2. Charakterisierung von Zellwachstum, Markerexpression und
Signalwegsaktivierungen

In der HE-Farbung zeigte sich in den dynamisch kultivierten Modellen im
Vergleich zu den statischen 3D Lungentumormodellen der HCC827-Zelllinie
eine Erhohung der Tumormasse, gekennzeichnet durch eine mehrschichtige
Besiedelung sowohl der SISmuc-Oberflache als auch der Krypten (Abbildung
20A). Nach dreitagiger Behandlung mit 1 uM Gefitinib waren eine Abnahme von
Zelldichte und Zellmasse und nur noch eine sparliche Besiedelung der SISmuc
zu beobachten. Die Zellen bildeten einen dunnen Monolayer und reichten
vereinzelt bis in die Krypten der SISmuc (Abbildung 20B).
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Die HCCres A2-Zellen wuchsen inhomogener als die HCC827-Zellen und der
Monolayer wies Liucken auf. In den Krypten fanden sich mehr Zellen als an der
SISmuc-Oberflache, die Gesamtzellmasse war deutlich geringer als die der
HCC827-Zellen. Eine Behandlung mit Gefitinib verringerte die Zellzahl nicht
(Abbildung 20 C und D).
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Abbildung 20: Wachstumsverhalten von HCC827- und HCCres A2-Zellen im
dynamischen 3D Lungentumormodell. A) Vergleich von mit 1 uyM Gefitinib
behandelten Modellen mit unbehandelten Modellen. Die unbehandelten HCC827-
Zellen wachsen mehrschichtig auf der SISmuc-Oberflache und in den Krypten. B) Eine
Gefitinib-Therapie flhrt in den HCC827-Zellen zu einer starken Reduktion der Zellzahl
und nur noch vereinzelten Zellen in den Krypten. C) Die HCCres A2-Zellen wachsen
als inhomogener, luckenhafter Monolayer und bis in die Krypten. D) Die Gefitinib-
Behandlung hat in den HCCres A2-Zellen keine Auswirkung auf das Zellwachstum.
HE-Farbung nach 14-tagiger Kultur im Bioreaktor. Die Zellkerne sind blau, das
Zellplasma und die Extrazellularmatrix rot gefarbt. Die Pfeile zeigen auf exemplarische
Krypten. Die Balkenlange entspricht 100 uM.

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung wurden — analog zu den statischen
Modellen (Abbildung 16) - auch in den dynamischen Modellen der
Polarisationsmarker Mucin-1, die epithelialen Marker E-Cadherin und pan-
Cytokeratin, der Transkriptionsfaktor und Zytoskelettlinker B-Catenin sowie der
mesenchymale Marker Vimentin immunhistochemisch gefarbt (Abbildung 21).
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Mucin-1 wurde in der obersten Zellschicht der HCC827-Zellen apikal exprimiert
und zytoplasmatisch in den tieferliegenden Zellen. Nach der dreitagigen
Behandlung mit Gefitinib zeigte sich nur noch eine vereinzelte Mucin-1
Expression. Sowohl in den behandelten als auch in den unbehandelten
HCCres A2-Zellen war vereinzelt eine zytoplasmatische Mucin-1 Expression zu
beobachten (Abbildung 21 A).

E-Cadherin und [B-Catenin zeigten in den HCC827-Zellen eine starke
Expression und Kolokalisation an den Zellgrenzen. In den HCCres A2-Zellen
waren sie schwacher exprimiert. Die Behandlung mit Gefitinib hatte keinen
sichtbaren Einfluss auf die E-Cadherin und [p-Catenin Lokalisation und
Expression (Abbildung 21 B).

In der pan-Cytokeratin/Vimentin Immunfluoreszenzfarbung zeigte sich ein
grolRer Unterschied in der Markerexpression zwischen den sensitiven und
resistenten Zellen. In den HCC827-Zellen wurde pan-Cytokeratin besonders im
Zytoplasma exprimiert und Vimentin nur vereinzelt und dann in den tiefer
gelegenen Zellen des 3D Lungentumormodells. In den HCCres A —Zellen war
eine starkere, ubiquitare Expression von Vimentin und nahezu keine
pan-Cytokeratin Expression zu beobachten. Die Behandlung mit Gefitinib fihrte
in keiner der Populationen zu einer Veranderung der Markerexpression
(Abbildung 21 C).
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E-Cad/p-Cat
HCC827

HCCres A2
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Abbildung 21: Charakterisierung unbehandelter HCC827- und HCCres A2-Zellen
sowie nach dreitiagiger Behandlung mit 1 uM Gefitinib. A) Starke apikale und
zytoplasmatische Expression von Mucin-1 (Muc-1, grin) in den unbehandelten
HCC827 und vereinzelte zytoplasmatische Expression in den HCCres A2-Zellen. Die
Gefitinib-Behandlung flihrte zu einer verminderten Mucin-1 Expression. Eine
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Die Balkenlange entspricht
100 uM. B) An den Zellgrenzen kolokalisierte Expression von E-Cadherin (E-Cad,
grun) und B-Catenin (B-Cat, rot). In den HCC827-Zellen waren die Marker stark und in
den HCCres A2 schwacher exprimiert. Die Behandlung mit Gefitinib hatte keinen
Einfluss auf die Expression. Eine Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau).
Die Balkenlange entspricht 100 uM. C) Expression von pan-Cytokeratin (PCK, grin)
und Vimentin (Vim, rot). Pan-Cytokeratin war in den HCC827-Zellen stark und Vimentin
schwach exprimiert. In den HCCres A2 Zellen verhielt es sich gegensatzlich mit einer
starken Vimentin und nur leichten pan-Cytokeratin Expression. Es war kein Einfluss
von Gefitinib auf die Markerexpression zu beobachten. Eine Gegenfarbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Die Balkenlange entspricht 100 uM.
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Um mogliche Unterschiede in den Proteinaktivierungen von behandelten und
unbehandelten HCC827-Zellen und HCCres A2-Zellen im dynamischen
3D Lungentumormodell zu erkennen, wurden phosphorylierte Kinasen mit Hilfe

in des pRTK-Array und des pK-Array bestimmt.

Im pRTK-Array zeigte sich eine deutliche Phosphorylierung des EGFR sowohl
in den HCC827 als auch in den Gefitinib-resistenten HCCres A2-Zellen, die
nach Behandlung mit 1 uM Gefitinib kaum mehr nachzuweisen war (Tabelle
30). Die Phosphorylierung von HER-2, HER-3 und MER war im unbehandelten
Tumormodell der HCC827-Zellen nur schwach und nach Gefitinib-Behandlung
nicht mehr detektierbar. In den HCCres A2-Zellen war keine Aktivierung von
HER-2, HER-3 und MER nachzuweisen (Tabelle 30). Die Grauwert-Intensitat
des phosphorylierten HGFR war in der unbehandelten HCC827-Kontrollprobe
mittelstark und nach einer Behandlung mit Gefitinib nicht mehr detektierbar. In
den HCCres A2-Zellen zeigte sich keine Phosphorylierung von HGFR (Tabelle
30).

Tabelle 30: Vergleich von Signalmolekiilen in HCC827-Zellen und HCCres A2.
Zellen nach dreitdgiger Behandlung mit Gefitinib mit Hilfe des pRTK-Arrays. *

pPRTK- HCC827 HCCres A2
Array 0 uM 1 pM 0 uM 1 uM
PEGFR +++ + +++ +
pHER-2 + o o o
pHER-3 + o o] o]
pPMER + o] o] o]
pHGFR ++ o] o] o]

*Grauwertintensititen der Punkte auf der Membran: o = nicht detektierbar,
+=niedrig, ++= mittel, +++= hoch. Die gemessenen Grauwerte wurden auf die
Kontrollpunkte  bezogen. Die Intensitdt der Punkte entspricht dem
Phosphorylierungsgrad der entsprechenden Proteine.
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Im pK-Array waren nur vereinzelt Proteine nachweisbar. (Tabelle 31).

Eine Phosphorylierung des EGFR konnte in keiner Probe detektiert werden.

p53 war an zwei Phosphorylierungsstellen (S392 und S46) in den
unbehandelten HCC827-Zellen nur wenig phosphoryliert, was sich in einer
geringen Grauwertintensitat der jeweiligen Punkte niederschlug. Die
Phosphorylierungsstelle S15 war in keinem der Ansatze detektierbar (in Tabelle
31 nicht dargestellt). Nach Behandlung mit Gefitinib war eine Phosphorylierung
von p53 in keinem der Ansatze nachweisbar. In der resistenten Subpopulation
war ebenfalls keine Phosphorylierung nachzuweisen.

ERK 1/2, WNK1 und c-Jun wiesen nur in den behandelten HCC827-Zellen eine
geringe Phosphorylierung auf.

HSP60 lag in beiden  Zellpopulationen in  einem niedrigen
Phosphorylierungsgrad vor. Die dreitagige Behandlung mit Gefitinib fuhrte zu
keiner Veranderung.

Tabelle 31: Vergleich von Signalmolekiilen in HCC827-Zellen und HCCres A2.
Zellen nach dreitigiger Behandlung mit Gefitinib mit Hilfe des pK-Arrays. *

pK-Array HCC827 HCCres A2
0 uM 1 uM 0 uM 1 uM

pERK1/2 o] + o] o]
p(p53) -S392 + o o] o
PEGFR o] o] o] o]
p(p53) -S46 + o] o] o]
pPCREB + o] o] o]
p(c-Jun) o] + o] o]
PWNK 1 o] + o] o]
pHSP60 ++ ++ ++ ++

‘Grauwertintensititen der Punkte auf der Membran: o = nicht detektierbar,
+=niedrig, ++= mittel, +++= hoch. Die gemessenen Grauwerte wurden auf die
Kontrollpunkte  bezogen. Die Intensitat der Punkte entspricht dem
Phosphorylierungsgrad der entsprechenden Proteine.
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3.4. Generierung einer neuen, gegen Gefitinib resistenten
Subpopulation (HCCres A5)

In vorliegender Arbeit wurden durch 40-tagige Dauerbehandlung der Zelllinie
HCC827 mit 1 uyM Gefitinib resistente Tumorzellen (HCCres A5) selektiert.
Morphologisch zeigten sich im Lichtmikroskop Veranderungen der HCCres A5-
Zellen gegenuber den HCC827-Zellen. Die gegen Gefitinib resistenten Zellen
wiesen ein sehr inhomogenes Bild mit vermehrt gruppierten spindelférmigen
Zellen in unterschiedlichen GréfRen auf (Abbildung 22A). Mithilfe des CellTiter-
Glo® luminescent Zellvitalitatsassays (siehe 2.2.4.1) wurde die Vitalitat der neu
generierten HCCres A5-Zellen nach Behandlung mit Gefitinib in 2D Zellkulturen
bestimmt. Die HCCres A5-Zellen zeigten nach einer Behandlung mit 0,01-1 uyM
Gefitinib einen Abfall der Vitalitat auf 61 % bis 84 % der unbehandelten
Kontrollprobe. Nach einer Behandlung mit 5 uM Gefitinib fiel die Vitalitat auf
10 % (Abbildung 22B). Es ist demnach nicht von einer vollstandigen Gefitinib-
Resistenz der HCCres A5 auszugehen. In den als Positivkontrolle dienenden,

Gefitinib-sensitiven HCC827-Zellen zeigte sich ein starker Abfall der Vitalitat.
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Abbildung 22: Morphologie und Vitalitit von HCC827- und HCCres A5-Zellen in
der 2D Zellkultur. A) Morphologie. 1) HCC827-Zellen. 2) HCCres A5-Zellen. Die
Subpopulation HCCres A5 weist unter dem Lichtmikroskop ein inhomogenes Bild mit
spindelférmiger Morphologie auf. Die Balkenlange entspricht 100 uM. B) Vitalitat nach
dreitdgiger Behandlung mit Gefitinib in verschiedenen Konzentrationen. Es zeigte sich
keine vollstandige Resistenz der HCCres A5-Zellen. Eine Behandlung mit 5 uM
Gefitinib fuhrte zu einer Vitalitdt von 10 %. Im Vergleich zeigte sich ein
konzentrationsabhangiger Vitalitatsabfall der HCC827-Zellen auf 3%. Die Vitalitat
wurde mit dem CellTiter-Glo® [uminescent Zellvitalitdtsassay bestimmt. Die
Lumineszenz-Werte wurden jeweils auf die unbehandelte Probe bezogen, n=1.
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4. Diskussion

Das Lungenkarzinom ist die zweithaufigste Tumorerkrankung weltweit und mit
einer sehr schlechten Prognose verbunden [3, 4]. Lungenadenokarzinome, die
eine aktivierende EGFR-Mutation aufweisen, werden unter anderem mit dem
oralen EGFR-TKI Gefitinib (Iressa®, ZD1839) behandelt. Diese Behandlung
fuhrt im Vergleich zu einer Behandlung mit klassischen platinhaltigen
Chemotherapeutika zu einer signifikanten Prognoseverbesserung [45, 55, 126].
Leider kommt es jedoch bei fast allen Patienten zu einer graduellen Entwicklung
von Resistenzen und letztendlich zu einem sukzessiven Voranschreiten der
Erkrankung [63].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Eignung des in unserem Labor etablierten
humanen Lungentumormodells flr Untersuchungen zu pharmakologischen
Dosis-Wirkungs-Beziehung sowie zur Entwicklung von Resistenzen uberpruft
werden.

Hierfir wurde die Wirkung von Gefitinib in der 2D Zellkultur, im statisch sowie
im dynamisch kultivierten 3D Lungentumormodell verglichen. Es zeigten sich
konzentrationsabhangige und zeitliche Veranderungen in Wachstumsverhalten,
Vitalitat, Proliferation, Apoptose, Markerexpression und den
Signalwegsaktivierungen.

Die Versuche in dieser Arbeit wurden mit der Gefitinib-sensitiven Zelllinie
HCC827, die eine aktivierende EGFR-Mutation aufweist, sowie mit der daraus
generierten  Gefitinib-resistenten Subpopulation HCCres A2 durchgefuhrt.
Aulerdem wurde eine weitere Population HCCres A5 generiert.

Um die Vitalitat der Zellen unter einer Behandlung mit Gefitinib zu bestimmen,
wurden zunachst Vitalitatsassays flr das statische 3D Lungentumormodell
etabliert.
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4.1. Etablierung der Vitalitatsassays

Die Bestimmung der Zellvitalitat ist ein relevantes Kriterium in der Erprobung
von zytotoxischen Medikamenten. Ein haufig verwendeter Assay ist der 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromid (MTT)-Assay, bei dem in
metabolisch aktiven Zellen MTT zum blau gefarbten Formazan reduziert wird
[127]. Dieses lasst sich photometrisch bestimmen und ist direkt proportional zur
Anzahl an lebenden Zellen [127]. In 90 % der Untersuchungen zeigten sich
jedoch niedrigere ICsp-Werte als in den ATP-Assays, in denen Luciferin, im
Beisein von ATP, zu Oxyluciferin und einem Lichtsignal katalysiert wird [128-
130]. Zudem dauert der MTT-Assay langer und es ist eine Interaktion von
verschiedenen Chemotherapeutika mit MTT beschrieben [128, 129]. Fir die
vorliegende Arbeit wurde deshalb eine Anpassung der ATP-Assays CellTiter-
Glo® 3D Zellvitalitatsassay und RealTime-Glo™ MT Zellvitalititsassay von

Promega flr eine Verwendung im statischen 3D Lungentumormodell praferiert.

4.1.1. Anpassung des CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay

Der CellTiter-Glo® 3D Zellvitalititsassay wurde laut Hersteller fir 3D
Mikrogewebe getestet und hat eine hohere lytische Kapazitat als der
CellTiterGlo® luminescent Zellvitalitiatsassay [125]. Es erfolgte eine Anpassung
an die groReren 3D Lungentumormodelle in 12-Well Platten durch Variation der
Messplatten, der Inkubationszeiten, der Lysebedingungen und des
Verhiltnisses von CellTiter-Glo® 3D Reagenz zu Medium. Dabei wurde die
Hohe des Lumineszenz-Signals als richtungsbestimmender Faktor gewahlt, da
diese direkt mit der Menge an vorliegendem ATP korreliert [131, 132].

Zunachst wurden die Mengen an CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitat Reagenz variiert,
um falsch-niedrige Lumineszenz-Signale, hervorgerufen durch eine zu geringe
Menge Reagenz im Verhaltnis zur Zellzahl, auszuschlieBen. Auffallig war, dass
grolRere Mengen an Reagenz nicht zu einem hdheren Lumineszenz-Signal
fuhrten. Eine Reagenzmenge von 200 uL in 200 yL Medium scheint demnach
ausreichend, um mithilfe allen vorhandenen ATPs Luciferin zu Oxyluciferin und

Licht umzuwandeln.
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Die héchsten Werte des Lumineszenz-Signals zeigten sich nach Uberfiihrung
des Lysats aus der durchsichtigen 12-Well Platte, in der die Tumormodelle
kultiviert und lysiert worden waren, in eine weille 96-Well Platte. Als ursachlich
ist eine Streuung der Lichtsignale und Uberlagerung der Lumineszenzen aus
den verschiedenen Wells denkbar. In einer weilden Platte hingegen kann es zu
einer Reflektion und somit einer Verstarkung der Signale von der Well-Wand
kommen, wahrend in einer schwarzen Platte eine Lichtabsorption und eine
Signalabschwachung maéglich sind [124]. Im Produktdatenblatt von Promega
wird ebenfalls die Messung in einer undurchsichtigen, weilRen Platte empfohlen
[125].

In 3D Zellkulturen zeigt sich meist ein Vitalitatsunterschied zwischen den toten
Zellen im Zentrum des Gewebes und denen auf der Oberflache und damit ein
starker ATP-Gradient [133]. Eine vollstandige Lyse der gesamten 3D Struktur
ist demnach notwendig, um keine artifiziell hohen Vitalitats-Werte zu erhalten.
Laut Hersteller missen die Zellen fir die optimale Bestimmung der
Lumineszenz flunf Minuten geschuttelt werden. Eine adaquate Durchmischung
von Reagenzien und Zellen ist essentiell fir eine erfolgreiche Lyse und
aussagekraftige ATP-Extraktion [125].

Nach Zugabe der Reagenzien und 45-minttigem Schitteln auf dem
Wippschttler zeigten sich weiterhin intakte Zellverbande auf der SISmuc. Auch
in Versuchen mit 3D Spharoid-Kulturen hatte sich eine optische Intaktheit der
Mikrogewebe trotz vollstandiger Lyse der Zellen gezeigt [125]. Die
Penetrations- und die Lyse-Kapazitat der Reagenzien sinken in Gewebeproben,
die einen Durchmesser groRer als 350 um aufweisen [125]. Aufgrund der
grolkeren Zellverbande in den 3D Lungentumormodellen und der komplexen
strukturellen Gegebenheiten auf der SISmuc-Oberflache wurde eine
Optimierung der Lyse-Bedingungen in Angriff genommen.

Unter Zuhilfenahme von mechanischen Lyseverfahren wie dem Abschaben der
Zellen von der gefurchten Oberflache, dem Vortexen der besiedelten Matrix und
dem kurzzeitigen Einfrieren der Proben war ein hoheres Lumineszenz-Signal
und somit eine héhere ATP-Ausbeute zu verzeichnen. Diese Schritte wurden in

das neue Protokoll integriert.
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Eine langere Inkubation von 60 anstelle von 45 Minuten zeigte kein hoheres
Lumineszenz-Signal. Die Halbwertszeit der Reagenzien des CellTiter-Glo® 3D
Zellvitalitatsassays liegt bei drei Stunden [125], von einer Stabilitat der Enzyme
zu beiden Messzeitpunkten kann also ausgegangen werden. Eine Inkubation
von 45 Minuten ist demnach ausreichend fur die lichtbildende Reaktion.

Als Obergrenze der Linearitat des CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassays sind
10 uM ATP angegeben [125]. Um die ATP-Menge in den zellreichen
3D Lungentumormodellen zu bestimmen, ware eine ATP Standard-Kurve von
Nutzen gewesen. Eventuell hatte eine Verdunnung der Proben erfolgen

mussen.

4.1.2. Anpassung des RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay

Der RealTime-Glo™ MT Zellvitalitatsassay erlaubt eine Echtzeitbestimmung der
Zellvitalitat ohne die Notwendigkeit einer vorherigen Lyse der Zellen. Es wird
das Reduktionsvermogen von lebenden Zellen verwendet, welche ein im Assay
enthaltenes Prosubstrat in das Substrat der Luciferase reduzieren. Mithilfe
dessen entsteht ein Lumineszenz-Signal, das mit der Menge an lebenden
Zellen korreliert [124].

Anders als in der Anpassung des CellTiter-Glo® 3D Zellvitalitatsassays, war ein
Uberfiihren von Medium aus den Zellkronen in der 12-Well Platte in eine weilke
96-Well Platte nicht moglich, da die gesamte Medienmenge im inneren
Kompartiment der Zellkrone (1 mL) fur stindliche Messungen Uber einen
Behandlungszeitraum von 72 Stunden zu gering gewesen ware. Die
Messungen mussten demnach in der 12-Well Platte erfolgen. Um eine
Reflektion des Lumineszenz-Signals von den Zellkronen-Oberflachen
auszuschlief3en, wurden Zellkronen aus PEEK anstatt Metall verwendet und es
erfolgte eine Platzierung der Zellkronen in nicht nebeneinanderliegenden Wells.
Eine Zunahme der Lumineszenz-Signale nach Zugabe des RealTime-Glo™
Reagenz, wie sie innerhalb der ersten 18-24 Stunden zu beobachten war, ist

laut Herstellerangaben keine Seltenheit bei proliferierenden Zellen [124].
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Die RealTime-Glo™ MT Cell Viability Reagenzien sind bei 37°C Uber
72 Stunden stabil [124]. Diese Linearitat gilt jedoch fur eine Besiedelung von
weniger als 1500 Zellen/Well (in einer 384-Well Platte), bei einer einfachen
RealTime-Glo™ Reagenz-Konzentration [124]. Dichtere Zellbesiedelungen
zeigten kurzere Stabilitatszeitraume [124]. Im zeitlichen Verlauf der
Lumineszenz-Signale der 3D Lungentumormodelle war ein Abfall der
gemessenen Werte nach 24 Stunden und nach 72 Stunden bis unter den TO-
Wert zu beobachten. Dies konnte an einer zu dichten Besiedelung der Matrices,
an einem Mangel an verfugbarem RealTime-Glo™ Reagenz oder an einem
reduzierten Metabolismus der Zellen aufgrund von sinkendem Nahrstoffangebot
liegen [124]. Die Lumineszenz-Signale mit dem RealTime-Glo™ Reagenz
sowohl im inneren als auch im auRBeren Zellkronen-Kompartiment lagen zu
jedem Messzeitpunkt hoher als die der Ansatze, bei denen das Reagenz nur in
das Innere der Kompartimente gegeben wurde. Dies wirde fir ein nicht
vollstandig ausgeschopftes Reduktionspotential der Zellen durch eine zu
geringere Menge an verfiugbarem RealTime-Glo™ Reagenz in den Ansatzen
mit Reagenzien nur im Inneren der Zellkrone sprechen. Da der Abfall des
Lumineszenz-Signals im Ansatz mit einer insgesamt hoheren Reagenz-
Konzentration jedoch zum gleichen Zeitpunkt stattfand wie im Ansatz mit
Reagenzien nur im Inneren der Zellkrone, ist auf die groRere Menge an
RealTime-Glo™ Reagenz verzichtet worden. Es wurde nur von einer Stabilitat
der Reagenzien bis 24 Stunden ausgegangen.

Es zeigten sich Unterschiede zwischen den TO-Werten der verschiedenen
Versuchsreihen, die auf eine unterschiedliche Besiedelung der
3D Lungentumormodelle zurtick zu fuhren ist und die unterschiedlichen
Lumineszenz-Signale der Ansatze mit weniger/mehr Reagenz erklaren konnte.
Die Varianz innerhalb einer Versuchsreihe war jedoch sehr gering bei 0,04-
0,23, sodass von einer verlasslichen Messung des Lumineszenz-Signals

ausgegangen werden kann.
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4.2. Dosis-Wirkungs-Beziehung von Gefitinib

Gefitinib (Iressa®, ZD 1839) ist ein oraler reversibler EGFR-TKI, der in der
Behandlung von Adenokarzinomen der Lunge mit einer aktivierenden EGFR-
Mutation eingesetzt wird. Nach den aktuellen deutschen Leitlinien besteht die
Gefitinib-Therapie aus einer einmaligen oralen Gabe von 250 mg Gefitinib alle
24 Stunden [134].

4.2.1. Konzentrationsabhangige Wirkung

Die Untersuchungen zur Zellvitalitat in vorliegender Arbeit in der 2D Zellkultur
der HCC827-Zellen ergaben einen 1Csp-Wert zwischen 0,01-0,05 yM Gefitinib.
In praklinischen in vitro Versuchen vor der Erstzulassung des Medikaments
Iressa® (Gefitinib) wurde der ICso-Wert fiir die Inhibition des EGFR-abhangigen
Zellwachstums bei 0,054 yM Gefitinib erreicht [135]. Diese Versuche wurden
jedoch mit der Zelllinie A549 durchgeflhrt, bei der es sich um eine NSCLC-
Zelllinie handelt, die einen Wildtyp-EGFR und damit eigentlich nur eine
intermediare Sensitivitat gegentber Gefitinib aufweist [136, 137].

Die in vorliegender Arbeit verwendete humane Krebszelllinie HCC827 hat eine
aktivierende Mutation im Exon 19, (del E746-750) des EGFR-Gen. Diese
Mutation fuhrt zu einer konstitutiven Autophosphorylierung des EGFR. Gefitinib
zeigt eine starkere Affinitat zum mutierten EGFR als zum Wildtyp-EGFR. Die
HCC827-Zellen sind dementsprechend durch eine hohe Gefitinib-Sensitivitat
gekennzeichnet und wiesen auch in vorangegangenen Versuchen einen in vitro
ICs0- Wert von 0,01 uM auf [17, 138, 139]. Die Zelllinie HCC4006, der ebenfalls
eine Deletion von E746-750 im EGFR-Gen auf Exon 19 zugrunde liegt, zeigte
einen ICsp-Wert von 0,027 uM, wahrend NSCLC-Zelllinien mit einem Wildtyp-
EGFR und anderen onkogenen Mutationen wie der ALK-Translokation oder
KRAS-Mutationen bei einem ICso-Wert > 10 uM gegen Gefitinib resistent sind
[140]. Diese Untersuchungen bestatigen vorliegende Beobachtungen zu den
Dosis- Wirkungsbeziehungen von Gefitinib, sie fanden jedoch ausschliel3lich in
2D Zellkulturen statt [140].
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Im statischen 3D Lungentumormodell zeigte sich in dieser Arbeit allenfalls ein
konzentrationsabhangiger Vitalitdtsverlust bis zu einer Gefitinib-Dosis von
0,05 pM. Der ICso-Wert wurde nicht vollstandig erreicht (52 % vitale Zellen bei
0,05 uM). Anders als in der 2D Zellkultur, konnte durch eine Erhéhung der
Gefitinib-Konzentrationen im statisch kultivierten 3D Lungentumormodell kein
weiterer  Vitalitatsverlust  erzielt werden. Die Bestimmungen des
Proliferationsindexes im statischen 3D Tumormodell ergaben eine Halbierung
der Proliferation bei einer Behandlung 0,05 uM Gefitinib. Die hochste
Apoptoserate wurde bei 0,1 yM Gefitinib erreicht. Hohere Konzentrationen
zeigten hier ebenfalls keinen starkeren Effekt.

Auch die Dosis-Wirkungs-Untersuchungen von Gefitinib in klinischen Studien
ergaben bei einer Behandlung mit hdheren Konzentrationen keinen weiteren
Effekt auf das Tumorwachstum und die Prognose, sondern nur eine Zunahme
der Nebenwirkungen [45, 46].

Obwohl das schnelle Wachstum von Zelllinien in 2D Zellkulturen eine zlgige
Untersuchung von Behandlungserfolgen ermdglicht, entspricht es nicht dem
Wachstumsverhalten von Tumoren im menschlichen Organismus und fuhrt zu
einem vermehrten Einsatz und einer Uberschatzung der Effektivitat von
antiproliferativ wirkenden Therapien [88]. Dies ist mit den Ergebnissen aus
vorliegender Arbeit vereinbar und spricht dafir, dass das statische
3D Lungentumormodell die Gegebenheiten im menschlichen Korper besser
imitieren kann als 2D Zellkulturen (weitere Ausflhrungen zur Eignung des
Tumormodells unter 4.3).

In Patienten, die taglich mit 250 mg Gefitinib behandelt wurden, zeigte sich ein
recht zlgiges Erreichen der Steady-State Plasma-Konzentration. Dennoch
wurden sehr grof3e inter- und intraindividuelle Schwankungen, mit Talspiegel
von Gefitinib zwischen 0,12-4,50 uM, vermerkt [17, 141-143]. Trotz der grolden
Schwankungsbreite wurde beim schnellen Aufbau eines
Kumulationsgleichgewichts der ICso-Wert von ca. 0,05 uM Gefitinib, den das
statische 3D Lungentumormodell ergeben hat, auch in Phasen geringer

Plasmakonzentration erreicht werden.

83



Diskussion

4.2.2. Zeitliche Wirkung

Die Echtzeitmessungen der Vitalitat im statischen 3D Lungentumormodell
ergaben einen ersten Vitalitatsabfall nach vier Stunden und einen weiteren
zwischen sechs und neun Stunden Behandlung mit Gefitinib. Ein Anstieg der
Apoptose war nach 24 Stunden zu beobachten.

Eine erste Herabregulierung einzelner Signalmolekile durch Gefitinib wurde in
in vitro Versuchen bereits nach 30 Minuten detektiert [144]. Auch
Untersuchungen zur Glukoseaufnahme von Lungentumorzellen mit einer
EGFR-Mutation zeigten eine Reduktion der Glukoseaufnahme auf <50 % nach
nur zweistindiger Behandlung mit Gefitinib [145]. Gefitinib  hat
dementsprechend einen sehr schnellen Wirkeintritt auf molekularer Ebene,
wahrend die Effekte auf zellularer Ebene im Stundenbereich liegen.

In klinischen Beobachtungen von Patienten unter Gefitinib-Therapie lag die
durchschnittliche Zeit bis zum Eintreten von symptomatischen Verbesserungen
bei acht Tagen [146, 147]. Erste Effekte auf Organismus-Ebene wurden jedoch
bereits wenige Stunden bis Tage nach Therapiebeginn beschrieben und es
zeigte sich eine radiologische Reduktion der Tumormasse nach 14 Tagen [146,
148]. Diese schnelle Reduktion der Tumormasse im Patienten wurde vermehrt
dem anti-inflammatorischen Potential einer EGFR-Inhibition Uber die
Herabregulierung von TNF-a u.a. zugeschrieben [149], sodass der genaue
klinische Zeitpunkt des Wirkeintritts weiterhin unklar ist.

Die komplette Inhibition der Autophosphorylierung des EGFR zeigte in
Zellkulturen eine anhaltende Wirkung Uber 24 Stunden [135]. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Effekt von Gefitinib auf die EGFR-Signalkaskade
neun Stunden nach Behandlungsbeginn und eine Persistenz der Wirkung von
Gefitinib auf die Apoptose und die EGFR-Kaskade Uber 72 Stunden
beobachtet.
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In den pharmakodynamischen Untersuchungen von Gefitinib war eine
maximale Plasmakonzentration nach drei bis sieben Stunden und eine
Eliminationshalbwertszeit von 28-48 Stunden zu detektieren [150]. Es zeigten
sich eine sehr schnelle gastrointestinale Aufnahme und ein Anfluten im Blut
innerhalb von zwei Stunden nach Gefitinib-Gabe. Gefitinib verteilte sich
vornehmlich in Lunge und Leber und wurde innerhalb von zehn Tagen
hepatisch eliminiert [151]. Zu beachten ist weiterhin, dass Gefitinib im
menschlichen Organismus eine Bioverfugbarkeit von ca. 60 % hat [44], zu 91 %
gebunden an Plasmaproteine vorliegt und eine hepatische Metabolisierung
durch Cytochrom P450 3A4 und 2D6 erfahrt [151, 152]. Diese Einflisse auf die
Pharmakodynamik und die Pharmakokinetik von Gefitinib kdénnen im
vorliegenden 3D Lungentumormodell nicht imitiert werden.

Aufgrund der klinischen Beobachtungen und der vorliegenden Ergebnisse zum
Wirkeintritt von Gefitinib kann dennoch von einer ausreichend langen
Bioverfugbarkeit von Gefitinib Uber den Wirkzeitraum ausgegangen werden.

Auch die einmal tagliche Gabe von Gefitinib ist demnach suffizient.

4.2.3. Die EGFR-Signalkaskade
Gefitinib ist ein reversibler, kompetitiver Inhibitor der ATP-Bindungsstelle des
EGFR. Die autonome Aktivitdt der mutieten EGFR wird durch Gefitinib
gehemmt und die nachfolgenden Signalkaskaden unterbrochen. Aus Griinden

der Ubersicht, nachfolgend eine erneute Darstellung der Abbildung 1.

4.2.31. Einfliisse auf die EGFR-Familie

Die Untersuchung des EGFR in den statisch und dynamisch kultivierten
HCC827-Zellen ergab eine hohe Grundaktivitat, die, wie zu erwarten, nach
einer Behandlung mit Gefitinib konzentrationsabhangig stark abfiel. Eine
geringe Restaktivitit des Rezeptors war jedoch auch bei Gefitinib-
Konzentrationen von 1 uM zu detektieren. Wie auch in anderen
Untersuchungen zur Wirkung von EGFR-TKIs beschrieben ist [153], blieb die
quantitative Expression des Rezeptors von der Behandlung mit Gefitinib

unbeeinflusst.
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Differenzierung, Proliferation,
Wachstum, Uberleben, \lf P 'l' —
Angiogenese, Metastasierung Zellzyklusarrest Apoptose Autophagie
AKT ProteinKinase B p27 Protein 27/CDK-Inhibitor 1B
BIM Bcl-2 interagierender Zelltodmediator p53 Protein53
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor PI3K  Phosphatidylinositol-3-Kinase

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
ERK 1/2 Extrazellulédr-Signal regulierte Kinase 1/2 PLCy  Phospholipase Cy

Grb2 Wachstumsfaktorgebundenes Protein 2 PTEN Phosphatase und Tensin Homolog
JAK 2 Janus Kinase 2 RAF Rapid-Akzeleriertes Fibrosarkom
MAPK Mitogen-Aktivierte Protein Kinase RAS Ratten Sarkom

MEK Mitogen-Aktivierte Protein Kinase Kinase ~ SH2 SRC Homolog 2 Doméne

mTOR mechanisches Zielmolekiil von Rapamycin  STAT 3 Signaltransduktor und
Transkriptionsaktivator 3

Abbildung 1: Ubersicht iiber die EGFR-Signalkaskade. Es werden der MAPK-Weg
und der PI3K-Weg unterschieden. Onkogene und wachstumsférdernde Prozesse sind
in dem blau hinterlegten Kasten aufgelistet, wahrend die das Wachstum
kontrollierenden Prozesse in den grau hinterlegten Kasten dargestellt sind. Bildquelle:
modifiziert nach [19, 35] (19: mit freundlicher Genehmigung von Elsevier; 35: Creative
Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License).

Weitere Rezeptoren der EGFR-Familie wie HER-2 und HER-3 zeigten eine
geringere Aktivitdt in den HCCB827-Zellen als der EGFR, sprachen aber
ebenfalls auf eine Behandlung mit bereits 0,05 uM Gefitinib an. Gefitinib bindet
sehr spezifisch an den mutierten EGFR mit einem I1Cso-Wert von 0,2-0,033 uM
im Gegensatz zu HER-2 mit einem ICsp-Wert von >3,7 uM [144, 154].
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Wurde die Gefitinib-Wirkung auf das Wachstum von Tumorzellen mit sowohl
einer EGFR als auch einer HER-2-Expression untersucht, zeigte sich
unerwartet dennoch eine grol3e Sensibilitat der Zellen mit einem 1Cso-Wert von
nur 0,8-2 yM und einer verminderten HER-2-Aktivitat [144, 154, 155]. Auch eine
Reduktion der HER-3-Aktivitat durch Gefitinib ist vorbeschrieben [154]. Einen
Erklarungsansatz, der diese Beobachtungen vereint, liefert Normanno et al. in
der Bildung von Heterodimeren aus Rezeptoren der HER-Familie. Durch die
Behandlung mit Gefitinib kommt es zur Dimerisierung von inhibierten EGFR mit
HER-2 oder HER-3. Die Rezeptoren werden nicht phosphoryliert und sind

dadurch in einer inaktiven Form gebunden [156].

4.2.3.2. Einfluss auf die Downstream-Signalwege

In Versuchen zur Pharmakokinetik von Gefitinib zeigte sich in vitro eine
Inhibition der EGFR-Tyrosin-Kinase bereits ab Gefitinib-Konzentrationen von
0,015-0,2 uM [135, 157, 158], doch Konzentrationen, die zu einer Inhibition des
EGFR fihren, mussen nicht zwingend Auswirkungen auf die weiterflhrenden
Signalkaskaden haben [159]. Nach der Dimerisation der Rezeptoren kénnen
zwei Hauptsignalwege aktiviert werden: der MAPK/ERK-Weg und die
PI3K/AKT-Kaskade [30].

Im statischen Tumormodell hat sich in der vorliegenden Arbeit eine konstante
Menge an ERK 1/2 und AKT unabhangig von der Gefitinib-Konzentration
gezeigt. Die Menge an phosphorylierten ERK 1/2 und AKT hingegen fiel bereits
ab Konzentrationen von 0,05 pM Gefitinib ab. Dies bestatigt frihere Versuche
mit EGFR-mutierten Lungenkarzinomzellen, in denen eine Inhibition der
Aktivitat sowohl von ERK 1/2 als auch von AKT durch Gefitinib nachweisbar war
[31, 138, 140]. Die jeweilige Gesamtproteinexpression blieb ebenfalls von einer
Behandlung mit Gefitinib unbeeinflusst [160].

Der Transkriptionsfaktor CREB, der unter anderem von ERK 1/2 aktiviert wird,
zeigte im statischen Lungentumormodell eine geringe Aktivitat, die unter
Gefitinib-Behandlung abfiel und somit die finalen Effekte von Gefitinib im
Zellkern widerspiegelt. Einflusse auf den Zyklin-Abhangige-Kinase (CDK)-
Inhibitor p27 oder STAT 3, als Beispiele anderer von ERK 1/2 oder AKT
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beeinflusster  Molekule, konnten in  praklinischen und klinischen
Untersuchungen beobachtet werden. Die beobachteten Einflisse zeigten aber
keine eindeutige Dosis-Abhangigkeit [153, 161, 162]. Eine richtungsweisende
Aktivitat von STAT3 in den 3D-kultivierten HCC827 Zellen nach Gefitinib-Gabe
war auch in vorliegender Arbeit nicht zu verzeichnen. STAT3 kann zu einer
Herabregulierung von p53 fuhren und dadurch eine Kontrolle von Zellzyklus und
Zellproliferation umgehen [33]. Auf die Beobachtungen zu p53 wird unter 4.2.4
ausfuhrlich eingegangen.

Weitere Signalproteine der EGFR-Kaskade wie mTOR, die Phospholipase Cy
(PLCy) und c-Jun, zeigten in den durchgefuhrten Arrays der statischen
Tumormodelle keine nachweisbare Phosphorylierung, was an der Sensitivitat
der Arrays liegen konnte.

In den Arrays zeigte sich eine Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase WNK 1
und von HSP60, die nicht eindeutig Teil der EGFR-Signalkaskade sind.

WNK 1 ist eine Kinase, die vor allem in der Elektrolyt-Homdostase und der
Blutdruckregulation eine grof3e Rolle spielt und in fast allen Geweben exprimiert
wird [163]. Die in vorliegender Arbeit in den statischen 3D
Lungentumormodellen gemessene WNK 1 Aktivitat in den HCC827-Zellen
wurde durch Behandlung mit Gefitinib vermindert.

Dieser Gefitinib-abhangige Aktivitatsverlust konnte durch mogliche Mitogen-
Aktivierte-Protein-Kinase-Kinase-Kinase-Kinase (MAP4K)-Aktivitat von WNK 1,
die Uber EGF reguliert wird [163], erklart werden.

HSP 60 war in allen Arrays der behandelten und unbehandelten statischen 3D
Lungentumormodelle aktiv. HSP 60 ist ein mitochondriales Protein, das die
Faltung und den Transport von Proteinen unterstutzt, aber auch in der
Stressregulation, im Zellwachstum und der Differenzierung eine Rolle spielt und
in vielen Tumoren vermehrt exprimiert wird [164]. Die Expression von HSP 60
ist mit einer besseren Prognose in Urothelkarzinomen und mit einer
schlechteren Prognose im Ovarialkarzinom assoziiert [165, 166]. Der Einfluss
auf das pulmonale Adenokarzinom ist nicht bekannt. Eine Aktivierung von
ERK 1/2 durch HSP60 und eine daraus resultierende Zell-Proliferation sind

vorbeschrieben [167].
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Gefitinib zeigte im vorliegenden Lungentumormodell keinen Einfluss auf die
HSP60-Aktivierung. HSPs konnen Cluster der Differenzierung 4 und 8 positive
(CD4+ und CD8") T-Zellen aktivieren, indem sie tumorassoziierte Antigene
binden und diese den Antigen-Prasentierenden-Zellen (APCs) zeigen. Anti-
Tumor-Impfstoffe, die sich diese Eigenschaft von HSP60 zu Nutze machen,
sind das Ziel aktueller Forschung [168].

Zusammenfassend lasst sich im statischen 3D Lungentumormodell, dhnlich wie
in praklinischen und klinischen Wirksamkeits-Untersuchungen, ein grolder
Einfluss von Gefitinib auf den EGFR sowie auf die Reprasentanten ERK 1/2
und AKT der zwei Hauptsignalwege beobachten. Aufgrund der grol3en
Fehleranfalligkeit und Ungenauigkeit in der Auswertung der Arrays kénnen in
der vorliegenden Arbeit nur beobachtende Veranderungen in den
Signalkaskaden  beschrieben  werden. Detaillierte und quantitative
Untersuchungen waren beispielsweise mithilfe der Polymerase Kettenreaktion
(PCR) maoglich.

4.2.4. Zellzyklusarrest oder Apoptose?

Forcella et al. postulierten, dass die Gefitinib-Wirkung Uberwiegend Uber eine
Inhibition der Zell-Proliferation durch einen Zellzyklusarrest zu erklaren sei, da
der EGFR vornehmlich Proliferations-Signalwege beeinflusst. Eine Zunahme
des programmierten Zelltodes mit ansteigenden Gefitinib-Konzentrationen
konnte ebenfalls beobachtet werden [30, 140, 169].

Die Bestimmung des Proliferationsindexes im statischen 3D Tumormodell ergab
eine starke Reduktion der Proliferation durch Gefitinib mit Anstieg der
Apoptoserate. Dieser Anstieg der Apoptose auf das Drei-bis Vierfache des
Ausgangswertes bestatigt vorbeschriebene Erkenntnisse [35, 138, 158]. Im
dynamischen 3D Lungentumormodell zeigte sich ebenfalls eine Abnahme der
Proliferation, aber keine eindeutige Zunahme der Apoptose nach einer
Behandlung mit 1 yM Gefitinib. Fir weitere Ausfihrungen bezlglich der
Apoptose im dynamischen Tumormodell siehe 4.4.2.

Der Tumorsuppressor p53 ist zustandig fur die Regulierung von Zellproliferation

und Differenzierung und soll im Nachfolgenden genauer betrachtet werden.
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Die Aktivierung von p53 uber eine post-translationale Phosphorylierung oder
Acetylierung von Aminosauren fuhrt unter anderem zu Zellzyklusarrest und
Apoptose der Zellen [170, 171]. Weisen Zellen DNA-Schaden auf, wie sie
beispielsweise durch eine erhohte Proliferation entstehen, oder sind
vermehrtem Stress ausgesetzt, so wird der Zellzyklus durch p53 unterbrochen
und die Zelle dem programmierten Zelltod zugefuhrt [172]. Ein Triggerfaktor von
p53 ist dabei unter anderem die Uberschielliende Aktivitat von RAS [172, 173].
In den Lungentumorzellen zeigte sich eine Aktivitat von p53, was an einer
Aktivierung durch RAS uber den EGFR oder an vorliegenden DNA-Schaden
liegen konnte. Die durch Gefitinib induzierte Zunahme der Apoptoserate und
der Abfall der Proliferation zeigten Uberraschenderweise weder im statisch noch
im dynamisch kultivierten Lungentumormodell einen begleitenden Anstieg der
p53-Phosphorylierung. Nach 72 Stunden war eher eine Abnahme der
Phosphorylierung von p53 zu detektieren.

Zu differenzieren ist zunachst der Einfluss der unterschiedlichen
Phosphorylierungsstellen von p53 auf die wachstumsregulierenden Prozesse.
In  vorliegender  Arbeit konnten  mithife des  pK-Arrays drei
Phosphorylierungsstellen, die Serine S15, S46 und S392, untersucht werden.
Far S15 konnten in keinem der Ansatze Phosphorylierungen detektiert werden.
Eine Phosphorylierung von S15 wirde zu einer reduzierten Inhibition und somit
einer Aktivierung von p53 flhren [174] und ist in Zellen, die eine Apoptose
durchlaufen, sowie in Zellen, die nur einen Zellzyklusarrest erfahren,
vergleichbar [175].

Eine Phosphorylierung von S46 zeigte sich besonders in Zellen wahrend der
Apoptose [175, 176]. Eine Phosphorylierung von S392 hingegen ist mit einer
vermehrten Expression des Proliferationsmarker Ki67 assoziiert, die in
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus sowie in Urothelkarzinomen eine
Progression des Tumors beglnstigt und eher fir eine Aufhebung des
Zellzyklusarrest spricht [177, 178].
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Abbildung 23: Vereinfachter Uberblick iiber die Phosphorylierungsstellen S15,
S46 und S392 von p53. S15 fihrt zu einer Zunahme von Apoptose und
Zellzyklusarrest in gleichen MalRen. S392 ist mit einer Zunahme des
Proliferationsmarkers Ki67 assoziiert, welches die Hemmung des Zellzyklusarrest
vermuten lasst. Eine Phosphorylierung von S46 fihrt zur Zunahme der Apoptose.
Eigene Darstellung inhaltlich basierend auf [174-178]

Die beobachtete verminderte Proliferation nach Gefitinib-Behandlung in den
statischen und dynamischen Tumormodellen kann durch eine verminderte
S392-Phosphorylierung der HCC827-Zellen bedingt sein. Die geringere S46-
Phosphorylierung misste hingegen zu einer geringeren Apoptoserate fuhren.
Dies war jedoch in keinem der Ansatze zu beobachten. Die Phosphorylierung
von S392 prasentierte sich starker detektierbar als die Phosphorylierung von
S46, sodass der Effekt von Erstgenanntem zu Uberwiegen scheint.

Insgesamt war kein eindeutiger Effekt der Gefitinib-Behandlung auf die
jeweiligen Phosphorylierungsstellen zu detektieren. Eine Apoptose-Induktion
und eine Hemmung der Proliferation Uber andere Signalmolekule sind demnach
Zzu vermuten.

Der antiproliferative Effekt einer EGFR-Inhibition lasst sich alternativ durch
einen Zellzyklusarrest in der ersten Liucken-Phase (Gap 1, G4) durch eine
wegfallende Hemmung von p27 und p21 Uber den PISK/AKT-Weg und daraus
resultierender Inhibition der CDK2-Aktivitat erklaren (Abbildung 23) [161, 179-
181]. Signalproteine wie mTOR aus dem PI3K/AKT-Weg kontrollieren die
Zellzyklus-Progression von der G¢- zur Synthese-(S-)-Phase abhangig von
Nahrstoff- und Energie-Angebot [182]. Wurden Zellen mit einem MEK 1 Inhibitor
behandelt, so zeigte dies keinen Zellzyklusarrest, wahrend eine Inhibition der
PI3K zu einer Hochregulation von p27 und einem Verbleiben in der Gi-Phase
fihrte [161].
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In  vorangegangenen Untersuchungen befanden sich 90 % aller
Lungentumorzellen zwei Tage nach Behandlungsbeginn mit Gefitinib in einem
Zellzyklusarrest in G4 [145].

Der zusatzlich beobachtete apoptotische Effekt von EGFR-TKIs muss somit in
einem weiteren Mechanismus begrundet liegen. Zellen mit einer aktivierenden
EGFR-Mutation empfangen Uber den PI3K/AKT- und STAT-Weg kontinuierlich
anti-apoptotische Signale, von denen sie Uberlebensabhangig sind (,oncogene
addiction®) [30, 36]. Durch eine Inhibition des EGFR durch Gefitinib entfallt die
hemmende Wirkung von ERK 1/2 und AKT auf pro-apoptotische Proteine wie
Caspase 9 und BIM, die Proteinexpression wird gesteigert und es kommt zum
programmierten Zelltod (Abbildung 23) [68, 180].

Neben dem Zellzyklusarrest und der Apoptose ist auch eine Autophagie der
Zellen durch die Inhibition des EGFR bekannt [183]. Dieser Selbstverdau stellt
eine Reaktion auf Stressfaktoren, den Entzug von Wachstumsfaktoren oder
Hypoxie dar und fuhrt zum lysosomalen Abbau der Zellorganellen [184]. Eine
Inhibition durch Gefitinib fihrt zu einem Wegfall der Autophagie-Inhibition Uber
AKT/mTOR und Beclin-1 und es kommt zu einem Selbstverdau der Tumorzelle
(Abbildung 23) [183, 185]. Untersuchungen zur Autophagie sind in dieser Arbeit

nicht durchgefuhrt worden.

Zusammenfassend hat sich bestatigt, dass das Erfolgsprinzip von einer
effektiven Tumortherapie nicht darin liegt, dass diese nur Einfluss auf einzelne
Signalmolekile und Signalwege hat, sondern dass sie in ganze Netzwerke

eingreift und ein breitgefachertes Wirkspektrum aufweist [186, 187].
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Abbildung 24: Darstellung des Einflusses von Gefitinib auf den Zellzyklusarrest,
die Apoptose und die Autophagie. Die EGFR-Inhibition durch Gefitinib fihrt Gber ein
vielschichtiges Netzwerk an Molekilen zu einer Hochregulierung von p27 und p21,
welches einen Zellzyklusarrest in der Gs-Phase bewirkt (blau unterlegter Bereich). Uber
den PI3K/AKT-Weg und Beclin 1 wird eine Autophagie der Zelle in die Wege geleitet
(orange unterlegter Bereich). Durch einen Wegfall Uberlebenswichtiger anti-
apoptotischer Signale Uber ERK 1/2 und AKT kommt es zur Apoptose der Zelle (lila
unterlegter Bereich). Eigene Darstellung inhaltlich basierend auf [68, 179-185, 188].
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4.3. Eignung des Lungentumormodells

Die einfache Handhabung, das schnelle Wachstum und die gute Reproduktion
von Ergebnissen in der Arbeit mit Tumorzelllinien stellen grofl3e Vorteile in der
Erforschung von neuen Therapien und deren Effektivitat dar [88]. Wie auch
unter 4.2.1 dargestellt, fuhrt ihre Anwendung in der 2D Zellkultur jedoch zu
einer Uberschatzung des Zellwachstums und des Behandlungserfolges [88],
denn wie Smalley im Titel seines Reviews schreibt: ,Life isn't flat* [93]. In 2D
Zellkulturen kann es beispielsweise zu einem gesteigerten Wachstum aufgrund
einer Stimulation durch im Serum enthaltene Wachstumsfaktoren und einer
Adharenz an das Plastik kommen [189, 190]. Tumorzelllinien in
3D Tumormodellen hingegen zeigen ein langsameres, mehr den in vivo
Bedingungen entsprechendes, Zellwachstum [90]. Miller et al. beobachteten
bereits eine verminderte Wirksamkeit von Medikamenten in 3D Spharoid-
Kulturen im Vergleich zu 2D Zellkulturen [191]. AuRerdem ist bekannt, dass die
direkte Umgebung des Tumors zu dessen Progression beitragt [10, 92].
Zelldifferenzierung, Zellinteraktionen und Signalkaskaden werden von Zell-Zell-
Kontakten und Zell-EZM-Interaktionen beeinflusst [91, 106]. Die Untersuchung
von Tumorzelllinien im humanen Tumormodell stellt die Moglichkeit dar, in vivo
bestehende 3D Gegebenheiten und Zell-EZM-Interaktionen zu simulieren,

Tumoreigenschaften zu ergriinden und neue Therapieoptionen zu entwickeln.

4.31. Wachstumseigenschaften
Fir den Aufbau des 3D Lungentumormodells wurde die biologische Matrix
SISmuc (Small Intestine Submucosa with mucosa), eine avaskularisierte
Variante der BioVaSc® (Biological Vascularised Scaffold), gewahlt [115, 119].
Dabei handelt es sich um die azellularisierte Darmwand von porcinem
Dunndarm mit intakter Basalmembran und Epithelstruktur, eine Tragerstruktur,
die optimale Wachstumskonditionen fir die Lungenkarzinom-Zelllinie gezeigt
hat [35, 119]. Die in dieser Arbeit verwendete humane Krebszelllinie HCC827
ist eine Adenokarzinom-Zelllinie. Bei den Adenokarzinomen handelt es sich um

maligne Neubildungen, ausgehend von epithelialen Strukturen.
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Die Zotten und Krypten der SISmuc ermdglichen zum einen ein
dreidimensionales Wachstum der Tumorzellen und eine Ausdifferenzierung mit
der Bildung von komplexen epithelialen Strukturen und zum anderen
Beobachtungen von Invasions- oder Metastasierungsvorgangen aufgrund der
Polaritat des Modells mit einer Basalmembran und einer ,Ober-“ und
,Unterflache® [35, 119]. Epithelzellen zeigen eine charakteristische Polaritat,
wachsen als einheitlicher Monolayer auf einer Basalmembran und sind Uber
verschiedene Zell-Zell-Kontakte fest miteinander verbunden.

Die HCC827-Zellen zeigten auch im statischen 3D Lungentumormodell ein
Wachstum als durchgangiger Monolayer, der bis in die Krypten hinabreichte.
Um ansatzweise physiologische Bedingungen im Organismus zu imitieren,
wurde die besiedelte SISmuc vergleichend in einen Fluss-Bioreaktor
eingespannt und dynamisch kultiviert.

Das dynamische 3D Lungentumormodell wies im Gegensatz zum statisch
kultivierten 3D Lungentumormodell eine hohere Zellzahl, ein mehrschichtiges
Wachstum und eine die Krypten ausflillende Besiedelung auf. Dies lasst sich
durch das konstante Angebot von Nahrstoffen und Sauerstoff aus dem
vorbeistromenden Nahrmedium und dem sofortigen Abtransport von
Abfallstoffen im Bioreaktor erklaren. Eine Wachstumszunahme unter der
direkten Perfusion durch einen Bioreaktor wurde beispielsweise auch in
Keratinozyten [192] und Osteozyten [193] beobachtet.

Die Therapie mit Gefitinib im statischen 3D Lungentumormodell resultierte in
einer zunehmend lUckenhaften Besiedelung der SISmuc Oberflache und
zellfreien Krypten. Im dynamischen 3D Lungentumormodell zeigte sich
ebenfalls eine starke Abnahme der Zellquantitdt und der Besiedelungsdichte.
Ein dunner durchgangiger Monolayer und ein geringes Wachstum in den
Krypten blieben allerdings erhalten. Die erhaltene Besiedelung der Krypten
konnte durch die von Scherkraften geschitzte Lage im Vergleich zu der
SISmuc-Oberflache zu erklaren sein.

Eine Invasion der Tumorzellen von der SISmuc-Oberflache in die Matrix als
erster Schritt einer beginnenden Metastasierung [10, 92] war weder im

statischen noch im dynamischen Modell zu beobachten.
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Ursachlich hierfur konnten der begrenzte Beobachtungszeitraum oder im Modell
nicht berucksichtigte Invasion-induzierende Faktoren der umgebenden Gewebe

sein.

4.3.2. Proliferation

Der Proliferationsindex nach 14 Tagen war in den statisch und in den
dynamisch kultivierten unbehandelten Modellen gleich. Da im unbehandelten
dynamischen 3D Lungentumormodell insgesamt ein starkeres Zellwachstum zu
beobachten war als im statisch kultivierten Modell, kann davon ausgegangen
werden, dass die Proliferation im Erstgenanntem zu einem friheren Zeitpunkt
groler gewesen sein muss. Dafur waren vergleichende
Proliferationsbestimmungen innerhalb des 14-tdgigen Kultivierungszeitraums
weiterfuhrend. Bekannt ist, dass Zellen durch den Nahrmedienfluss im
dynamischen Modell einer konstanten Scherspannung ausgesetzt sind. Ist
diese sehr stark, kann es zu Zellschaden kommen [122, 194-196]. Besonders in
Epithelzellen hingegen zeigt sich darunter auch ein vermehrter Ubergang von
Zellen aus der Gp. und G4-Phase in die S-, G,. und Mitose (M)-Phasen [122],
was fur eine vermehrte Proliferation spricht.

In der Literatur zu 3D Spharoid-Kulturen, als alternative Kultivierungsmethode
von 3D-Strukturen, war auffallig, dass es zu einer verminderten Proliferation bis
hin zur Nekrose im Zentrum der Strukturen kommen kann, da dort das
Nahrstoffangebot geringer ist als an der Oberflache [90, 133]. Dies ist auch in
schnellwachsenden soliden Tumoren in vivo der Fall, wenn die Angiogenese
nicht mit dem Wachstum mithalten kann [197]. Ein Abfall der Proliferation in den
zentralen Bereichen der mehrschichtig wachsenden Zellen im dynamischen
3D Lungentumormodell war jedoch nicht zu beobachten. Eine ausreichende
Versorgung aller Zellen mit Nahrstoffen im Modell liegt somit nahe, entspricht
jedoch nicht zwingend den in vivo Bedingungen.

Unter der Therapie mit Gefitinib zeigte sich im  statischen
3D Lungentumormodell ein Abfall der Proliferation bis auf 10 %, wahrend sie im

dynamischen Modell bis auf unter 5 % abfiel.
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Eine mogliche Erklarung ware, dass durch den kontinuierlichen Fluss des
Nahrmediums, und somit auch des Gefitinibs, immer wieder frisches Gefitinib
zu den Tumorzellen transportiert wird. Dies fuhrt aufgrund des kontinuierlichen
Nachschubs des Medikaments zu einer standigen hohen Kompetition des
Gefitinibs um die ATP-Bindungsstelle und dadurch zu einer starkeren Inhibition

des Wachstumsrezeptors als in den statischen Modellen.

4.3.3. Zelldifferenzierung und Markerexpression

Neben den positiven Effekten auf die Proliferation konnen die linearen
Scherkrafte im dynamischen Tumormodell zu einer Differenzierung und
vermehrten epithelialen Markerexpression in Epithelzellen fihren [122, 194-
196].

Mucine sind Proteine, die Einflusse auf intrazellulare Signalkaskaden nehmen
und in Lungenkarzinomen unterschiedlich exprimiert werden [198, 199].
Wahrend Mucin-1 vornehmlich auf der apikalen Seite von gesunden
Epithelzellen und differenzierten Adenokarzinom-Zellen exprimiert wird, wandert
es im Verlauf der Entdifferenzierung eher an eine basolaterale bzw.
zytoplasmatische Lokalisation [200, 201]. Mucin-1 interagiert mit dem EGFR
und hat Einflusse auf p-Catenin und den MAPK/ERK-Weg [199, 202, 203].
Aulerdem zeigen sich Einflisse auf die Invasivitdit und Migration von
Tumorzellen durch die anti-adhasiven Eigenschaften von Mucin-1 [199].
Mucin-1 gilt als Polarisationsmarker und die apikale Lokalisation der den oberen
Epithelzellen aufliegende Mucin-1 Schicht in den statisch und dynamisch
kultivierten Tumormodellen spricht fir eine gute Differenzierung der Zellen.

Bei E-Cadherin handelt es sich um ein Calcium-abhangiges Zell-Zell-
Adhasions-Protein, das in epithelialen Geweben, u.a. auch in Epithelzellen der
Lungenalveolen und in NSCLC, vorkommt und mit 3-Catenin verbunden ist
[204].

Pan-Cytokeratine sind Keratinproteine, die sich im Zytoskelett von Epithelzellen
finden, wahrend Vimentin ein Intermediarfilament von mesenchymalen Zellen
ist und sich in den der SISmuc-Oberflache anliegenden Zellen im dynamischen

3D Lungentumormodell starker exprimiert zeigte, als im statischen Modell.
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Dies konnte jedoch ein rein optischer Eindruck sein und an der dichteren
Besiedelung der Krypten liegen.

Eine Expression der epithelialen Marker Mucin-1, E-Cadherin, 3-Catenin und
pan-Cytokeratin zeigte sich jedoch in den vorliegenden Modellen bereits unter
statischen Bedingungen, was flur eine grundlegende epitheliale Differenzierung
der HCC827-Zellen spricht. Auch die dynamische Kultivierung im Vergleich zur
statischen fuhrte zu keiner weiteren Expression epithelialer Marker. Dies ist
eine Bestatigung friherer Untersuchungen [116].

Nach der Behandlung mit Gefitinib zeigte sich zwar in allen Ansatzen und
Modellen eine Reduktion der epithelialen Marker-Expression, nicht jedoch eine
Lokalisationsanderung, die fir eine Entdifferenzierung sprechen wirde. Pan-
Cytokeratin blieb vor allem in den Krypten nachweisbar, wobei auch hier noch
die meisten Zellen vorzufinden waren. Vimentin als mesenchymaler Marker

zeigte keinen Unterschied in der Expression mit und ohne Gefitinib-Therapie.
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4.4. Entwicklung von Resistenzen

Die Entwicklung von Resistenzen stellt in der klinischen Anwendung von
Gefitinib ein groRes Problem dar [55-57]. Die Eigenschaften der Gefitinib-
sensiblen Zelllinie HCC827 wurden mit denen einer Gefitinib-resistenten
Subpopulation HCCres A2 im dynamischen 3D Lungentumormodell verglichen
und es wurde zudem eine neue Subpopulation HCCres A5 generiert. Im
Folgenden werden anhand der resistenten Subpopulationen die drei
Hauptmechanismen der erworbenen Resistenzbildung betrachtet:
I. Veranderung des EGFR
[I. Aktivierung alternativer Signalkaskaden

lll. Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) oder Transformation in SCLC

441. Generierung resistenter Zellen
Die Erforschung der Resistenzentwicklung basiert meist auf der Untersuchung
von Re-Biopsien nach Krankheitsprogress. Dies ist jedoch durch kleine
Gewebeproben limitiert, erlaubt nur eine rein retrospektive Beobachtung [62]
und beinhaltet einen erneuten operativen Eingriff fur den Patienten. Durch die
Generierung von resistenten Tumorzelllinien kdonnen neue Erkenntnisse
gewonnen werden. Dabei stellt das graduelle Erhohen der Medikamenten-
Konzentration im Nahrmedium eine Methode der Resistenzbildung dar [205-
208]. Ausgehend von einer Gefitinib-Konzentration des [Cso-Wertes waren
vollstandig resistente Zellen nach vier bis sechs Monaten zu beobachten [205,
207-209]. Ein alternativer Ansatz ist eine Medikamenten-Exposition der Zellen
in sehr hohen Dosen [209, 210]. Es zeigte sich eine Gefitinib-Resistenz nach
sechs Monaten mit einem ICso-Wert von >5 yM. Je nach verwendeter Methode
zeigten sich grofle Unterschiede in den jeweiligen Mechanismen der
entwickelten Resistenzen [210]. Wahrend HCC827-Zellen durch das
schrittweise Anheben der Gefitinib-Konzentration haufiger eine MET-
Amplifikation aufwiesen, hat sich in HCC827-Zellen, die hohen Gefitinib-Dosen

ausgesetzt waren, meist eine EMT gezeigt [209].
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FUr die Generierung einer neuen resistenten Zelllinie wurde die Hochdosis-
Gefitinib-Exposition gewahlt, um mdglichst klinische Bedingungen zu imitieren.
Wie bereits erwahnt weist Gefitinib zwar zwischen Patienten sehr variable
Plasmakonzentrationen auf, doch auch in der Klinik wird die Therapie nicht
eingeschlichen und bereits nach wenigen Tagen zeigt sich eine steady state
Plasma-Konzentration [141].

Nach 40-tagiger Behandlung der Tumorzelllinie HCC827 mit 1 uM zeigten sich
Zellen mit Spindelzell-formiger Morphologie und einem reduzierten Ansprechen
auf Gefitinib. Dies unterstutzt oben genannte Erkenntnisse von Shien et al.
[209]. WeiterfUhrende Untersuchungen der Markerexpression, der Signalwege
und der Eigenschaften im 3D Lungentumormodell zur genauen Identifikation
des Resistenzmechanismus waren von Interesse.

In klinischen Studien zeigte sich ein Krankheitsprogress aufgrund von
Resistenzbildung bereits nach 9-13 Monaten [55-57]. Die beginnende in vitro -
Selektion von resistenten Zellen nach 40 Tagen anstatt von sechs Monaten
hatte demnach einen zeitlichen Gewinn darstellen kénnen, um bestehende
Therapien anzupassen und spezifischen Resistenzen entgegen zu wirken. Eine
vollstandige Resistenz der HCCres A5-Zellen gegen Gefitinib (5 uM) war in
vorliegenden Untersuchungen jedoch nicht induzierbar. Eine langere
Behandlung ist demnach mdglicherweise erforderlich.

Tumore im menschlichen Korper bestehen nicht aus identischen Zellen eines
Klons, sodass es unter der Therapie neben der Entwicklung von Resistenzen
auch zur Selektion von primar resistenten Zellen kommen kann [8]. Um
spezifische Therapieregime fir einzelne Patienten im Rahmen der
personalisierten Medizin zu erstellen, ware die Generierung von resistenten
Tumormodellen aus primarem Tumorgewebe ein zusatzlich vielversprechender

Ansatz.

4.4.2. Veranderung des EGFR
Der in der Klinik am haufigsten beobachtete Mechanismus der
Resistenzbildung ist die T790M Mutation, die zu einer verminderten Inhibition
des EGFR durch Gefitinib flhrt [67].
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Die Untersuchung der EGFR-Aktivitat in den HCC827-Zellen und in den
HCCres A2-Zellen in vorliegender Arbeit mit Hilfe des pRTK-Arrays ergab eine
sehr hohe Aktivitat des EGFR in beiden Zellpopulationen, die durch eine
Behandlung mit Gefitinib jeweils stark abfiel. Der EGFR zeigt demnach auch in
der resistenten Zelllinie weiterhin eine Sensibilitat fur Gefitinib, sodass eine
Resistenzbildung aufgrund einer T790M Mutation unwahrscheinlich erscheint.
Die T790M Mutation kann Uber das pro-apoptotische Protein BIM die Apoptose
blockieren [68]. Der Vergleich von HCC827-Zellen und HCCres A2-Zellen
zeigte einen minimalen Anstieg der Apoptoserate in den Gefitinib-sensiblen
HCC827-Zellen, jedoch keinen relevanten Unterschied in den Gefitinib-
resistenten HCCres A2-Zellen. Ursachlich fur diese Unterschiede zwischen den
Zelllinien kénnte die Blockade der Apoptose uber BIM in den HCCres A2 sein.
Ein anderer Grund konnte sein, dass die Apoptoserate bei den HCCres A2-
Zellen mit dem M30-ELISA nicht vollstandig erfasst wurde: Der M30-ELISA
misst die Apoptoserate Uber das fur Epithelzellen spezifische ccK18(2.2.5). Bei
einer mdglichen, geringeren Differenzierungsrate der resistenten Zellen ware
der M30-ELISA nicht sensitiv genug.

Doch diese Uberlegungen und Beobachtungen geben keine absolute Sicherheit
fur das (Nicht-)Vorliegen der Mutation in den untersuchten HCCres A2-Zellen.
Ursprungliche Untersuchungen gehen davon aus, dass die T790M Mutation
eine rein erworbene Mutation ist und nur in wenigen Zellklonen primar
exprimiert wird [211]. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass die
Resistenz-vermittelnde T790M Mutation bereits vor Behandlungsbeginn in etwa
80 % der Tumorbiospien in geringen Mengen vorliegt und mit einem kirzeren
progressionsfreien Uberleben zusammenhangt [212]. Die Selektion dieser
Zellen durch EGFR-TKIs kann moglicherweise durch eine zusatzliche
Behandlung mit vaskular endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF)-Inhibitoren
verhindert werden, da sich eine vermehrte VEGF-Expression in besagten Zellen
gezeigt hatte [212, 213]. Eine Therapie mit irreversiblen EGFR-TKIs, die mit
einer kovalenten Bindung die ATP-Bindungsstelle besetzen, zeigte einige
positive Effekte [63, 66, 214, 215]. EGFR-TKIs die die T790M Mutation direkt

angreifen, werden als moégliche Therapieoption untersucht [216].
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4.4.3. Aktivierung alternativer Signalkaskaden

Da in den resistenten HCCres A2-Zellen trotz Inhibition des EGFR durch
Gefitinib weiterhin Wachstum und Proliferation der Zellen gemessen werden
konnten, wurde nach einer veranderten Aktivitdt von Downstream-
Signalproteinen gesucht. Besonders von Interesse war die durch MET-
Amplifikation auf DNA-Ebene verursachte Aktivierung von PI3K/AKT. Die
Mutation fuhrt zu EGFR-unabhangiger Aktivierung dieses Signalwegs [71, 72].
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zwar eine HGFR-Aktivierung in den
Gefitinib-sensiblen Zellen im statischen und im dynamischen Tumormodell,
nicht aber in den resistenten HCCres A2-Zellen. Eine Behandlung mit Gefitinib
fuhrte zu einem Abfall der HGFR-Aktivierung.

Engelman et al. generierten gegen Gefitinib resistente HCC827-Zellen und
verglichen diese mit den sensiblen HCC827-Zellen. In den resistenten Zellen
konnte eine bestehende Phosphorylierung von AKT trotz Behandlung mit
Gefitinib nachwiesen werden [217, 218].

Wie auch in der vorliegenden Arbeit zeigten die HCC827-Zellen eine
Phosphorylierung von EGFR und HGFR, die bei Therapie mit Gefitinib abfiel
[217]. Wahrend in den Untersuchung von Engelman et al. die Aktivitat von
EGFR und HGFR in der resistenten Zelllinie erhdoht war und keinen Einfluss
durch Gefitinib zeigte [217], war in den hier verwendeten HCCres A2-Zellen
keine vermehrte Aktivitdt von HGFR zu beobachten. Auch weitere Downstream-
Kinasen der EGFR-Signalkaskade wie AKT, ERK 1/2, mTOR, p53 und STAT3
zeigten in der resistenten Zelllinie keine vermehrte Aktivitat im Vergleich zu der
Gefitinib-sensiblen Zelllinie.

Eine Aktivierung von AKT kann auch durch den Verlust des Tumorsuppressors
Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN) oder durch eine aktivierende
Mutation im PIK3CA-Gen, das flr die PIK3 codiert, entstehen [65, 205, 219].
MER ist eine RTK aus der AXL-Familie, die besonders in Zellen der
hamatopoetischen Reihe, aber auch in Epithelzellen exprimiert wird und haufig
mit der Bildung von Resistenzen gegen TKIs assoziiert ist [220]. Eine
Aktivierung uber c-Jun durch MEK/ERK oder uber den HGFR st
vorbeschrieben [221, 222].
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In den vorliegenden Gefitinib-sensiblen Zellen zeigte sich ein Abfall der MER-
Aktivitat zusammen mit ERK und dem HGFR. Dies spricht gegen eine
Resistenzbildung aufgrund von erhéhter MER-AKktivitat.

Wie bereits erwahnt, lasst die Untersuchung der pK in Arrays nur eine
qualitative Beobachtung und keine quantitative Auswertung zu, doch die
vorliegenden Ergebnisse sprechen gegen eine Resistenzentwicklung in der
HCCres A2 Subpopulation aufgrund von einer Hochregulierung der

untersuchten alternativen Signalwege.

4.4.4. EMT und SCLC-Transformation

Die EMT im Rahmen der Resistenzentwicklung fuhrt zu Zellen mit einem
langlichen, Fibroblasten-ahnlichen Phanotyp [73], welcher auch in den neu
generierten HCCres A5-Zellen vorzufinden war. Die HCCres A2-Zellen zeigten
im dynamischen Tumormodel im Vergleich zu den HCC827-Zellen ein
unregelmaRiges, gering konfluierendes Wachstum ohne geschlossenen
Zellrasen. Dies spricht flr eine geringere Zelladhasion durch einen Verlust der
Zell-Zell-Kontakte, wie sie bei der EMT durch Herunterregulation der
Adhasionsmolekuile wie E-Cadherin stattfindet [76-79].

Wahrend der EMT zeigt sich eine Translokation von B-Catenin von der
Zellmembran in Richtung Zellkern [223]. B-Catenin stellt eine Verbindung
zwischen zytoskelettalen Proteinen und Adhasionsproteinen wie E-Cadherin mit
der Regulation der Genexpression dar [224]. In den HCC827-Zellen war
E-Cadherin mit 3-Catenin an der Zellmembran kolokalisiert. In den resistenten
HCCres A2-Zellen fiel die E-Cadherin und B-Catenin Expression geringer aus,
sodass wir von weniger epithelialen Eigenschaften ausgingen. Es wurde ein
Zusammenhang zwischen E-Cadherin Expression und Gefitinib-Sensibilitat
beobachtet [225]. Die in vorliegender Arbeit beobachteten schwacheren
Auspragungen der E-Cadherin und B-Catenin Expression in den Gefitinib-
resistenten HCCres A2-Zellen kdnnen diesen Zusammenhang bestatigen.

Die EMT ist ein bekannter Resistenzmechanismus in EGFR-TKI-resistenten
Zellen und lasst sich durch die vermehrte Expression des mesenchymalen

Markers Vimentin anstelle von pan-Cytokeratin charakterisieren [207].
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Auch die in dieser Arbeit gezeigte reduzierte Expression von Mucin-1 im
Rahmen einer EMT ist bereits vorbeschrieben [78].

Wie bereits erwahnt war eine Invasion als beginnende Metastasierung der
Tumorzellen in die Tragerstruktur SISmuc, die in der EMT begriindet sein kann
[35, 226], nicht zu beobachten.

Die heterogene Morphologie mit vor allem spindelféormigen Zellen in neu
generierten HCCres A5-Zellen kdnnte nicht nur flr eine EMT, sondern ebenfalls
fur einen Ubergang in ein SCLC sprechen. Um diese Umwandlung bei den
HCCres A5-Zellen zu belegen, waren weitere histologische Untersuchungen
und eine Farbung hinsichtlich neuroendokriner Marker, wie Synaptophysin,
Chromogranin und CD56, nétig [62].

Das gleichzeitige Vorliegen verschiedener Resistenzmechanismen ist keine
Seltenheit und kann unterschiedliche Therapieansatze verlangen [62]. In neu
generierten resistenten HCC827-Zellen wurden beispielsweise sowohl die EMT
als auch die MET-Amplifikation in verschiedenen Subklonen beschrieben [207].
Von weiterflihrendem Interesse ware der Vergleich der Umgebungs- und
Generierungsbedingungen von Zellen, die unterschiedliche
Resistenzmechanismen aufweisen, sich jedoch aus derselben

Ursprungszelllinie generieren liel3en [217].
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4.5. Ausblick

Wie in den vorangegangenen Abschnitten diskutiert, kann das 3D
Lungentumormodell die Diskrepanz zwischen der 2D Zellkultur und der
Komplexitat von klinisch vorgefundenen Lungentumoren teilweise Uberbricken.
Es bestehen jedoch Ansatzpunkte fur eine weitere Optimierung des Modells.

In 3D Strukturen erfolgt die Versorgung der Zellen durch Diffusion. Diese ist
jedoch auf eine Tiefe von ca. 200 ym limitiert, was dem Abstand von Kapillaren
in lebenden Organismen entspricht [227]. Besonders im Zentrum von grolieren
Geweben, unter anderem auch schnell proliferierenden Tumorzellen, kann es
so zu einer Unterversorgung der Zellen mit Nahrstoffen kommen. Ein
Lungentumormodell mit der BioVaSc® als Scaffold, dessen bestehendes
Gefallsystem mit Endothelzellen besiedelt und Uber den Bioreaktor perfundiert
wird, wurde sich fur Fragestellungen zur Gewebegangigkeit und Diffusion von
Medikamenten sowie der Gefaldversorgung von Tumoren anbieten [114, 119,
120]. In dem Rahmen ware auch die Kombination eines Lungentumormodells
mit einem Lebermodell denkbar, um die hepatische Metabolisierung von
Medikamenten zu simulieren.

Tumorstammzellen sind in vivo ein haufiger Grund fur das Wiederauftreten von
bereits erfolgreich behandelten Tumoren [228-230]. Ein Vorgang, der in
Modellen bestehend aus nur einer Tumorzelllinie nicht berucksichtigt wird und
Raum fur weitere Forschung bietet. Um die Heterogenitdt von humanen
Tumoren moglichst naturgetreu nachzubilden, ware eine Konstruktion von
Tumormodellen aus primaren Geweben denkbar. Im Sinne der personalisierten
Medizin konnten die Tumorzusammensetzung, das Therapieansprechen und
die Resistenzentwicklung von Gewebe, das direkt dem Patienten entnommen
wurde, erforscht werden.

Ein weiteres Problem in der Behandlung von Lungentumoren ist die rasche
Metastasierung der Tumore [3, 4, 231]. Die Hintereinanderschaltung von
verschiedenen Geweben im Bioreaktor koénnte die Begebenheiten im
Organismus imitieren. Als initiierender Mechanismus der Metastasierung zahlt
die EMT [35, 226], welche im Lungentumormodell beispielsweise durch den

Transformierenden Wachstumsfaktor 8 (TGF-B) stimuliert werden kann [116].
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Die Entwicklung von Resistenzen in Lungentumoren unterstreicht die
Notwendigkeit von Untersuchungen zu alternativen Angriffspunkten fur
zielgerichtete Therapien sowie daflir geeigneter Testmodelle [232]. Als
vielversprechende Substanzen gelten unter anderem Bevacizumab, (Avastin,
Roche), ein monoklonaler AK, der die Angiogenese durch Binden von VEGF-A
inhibiert [233] und Nivolumab (Opdivo, Bristol-Myers Squibb), ein humaner
monoklonaler AK gegen das programmierte Zelltod Protein-1 (PD-1), dessen
Binden eine Aktivierung der T-Zell-vermittelten Immunantwort gegen die
Tumorzellen bewirkt [234]. Um diese und viele weitere Mechanismen zu
untersuchen, werden sehr viel umfassendere Testmodelle bendtigt, denn wie
Bissel schreibt: ,half of the secret of the cell, lies outside the cell“ [235].

In der Erforschung pharmakologischer Substanzen sind die Organs-on-a-Chip
eine neue Technologie. Diese sind artifizielle Organe in Form von Zellkultur-
Chips, die die physiologische Reaktion, Aktivitat und Mechanik von Organen,
Geweben oder ganzen Organismen simulieren und so physiologische
Bedingungen realitatsgetreu wiedergeben konnen [236, 237]. Dies wurde nicht
nur begrenzte, beobachtende Untersuchungen zu Dosis-Wirkungs-
Beziehungen ermaglichen, sondern auch das vielschichtige, komplexe Netz an
Einflussen und Interaktionen imitieren kénnen. Dadurch ist eine zielgerichtete
Erforschung von Medikamenten ohne Tierversuche sicherer und schneller

moglich.
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5. Zusammenfassung

Als die haufigste todliche Tumorerkrankung weltweit ist das Lungenkarzinom
mit einer sehr schlechten Prognose verbunden. Eine Behandlungsoption fur
Lungenadenokarzinome, die eine aktivierende EGFR-Mutation aufweisen, ist
der orale EGFR-TKI Gefitinib (Iressa®, ZD1839). Die Resistenzentwicklung von
Tumoren gegen diese Therapie stellt ein grol3es klinisches Problem dar.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Dosis-Wirkungs-Beziehung von Gefitinib,
sowie die Entwicklung von Resistenzen in einem etablierten humanen
3D Lungentumormodell zu untersuchen und dieses Testsystem fur eben diese
Fragestellungen zu validieren.

Vorliegende Arbeit bestatigt, dass pharmakologische Untersuchungen in
Zellkulturen haufig zu einer Uberschatzung des Behandlungserfolges fiihren.
Das verwendete Modell entspricht mehr den in vivo Bedingungen. In dieser
Arbeit wurden zwei  ATP-Zellvitalitatsassays fur die  statischen
3D Lungentumormodelle etabliert und erfolgreich angewendet. Dabei zeigte
sich eine konzentrationsabhangige Wirkung von Gefitinib auf das Wachstum,
die Proliferation, die Apoptose, die Markerexpression sowie die
Signalwegsaktivierungen. Im statischen 3D Lungentumormodell lag der [Cso-
Wert zwischen 0,05-0,1 uM Gefitinib welches den Werten aus klinischen
Beobachtungen entspricht. Auch der in der Klinik bereits nach wenigen Stunden
eintretende zeitliche Effekt von Gefitinib konnte in unserem Modell bestatigt
werden. Eine dynamische Kultivierung der Lungentumorzellen, mit von
Scherkraften verursachtem schnellerem Zellwachstum, fiihrte zu einer weiteren
Annahrung an die klinischen Gegebenheiten. Das Netzwerk der Gefitinib-
Wirkung auf die EGFR-Signalkaskade wurde in unserem Modell charakterisiert.
Die Betrachtung einer resistenten Zell-Subpopulation zeigte einen
Resistenzmechanismus  Uber eine Epitheliale-Mesenchymale-Transition.
Zusatzlich wurde versucht, eine neue medikamenten-resistente Zell-
Subpopulation zu generieren.

Das beschriebene 3D Lungentumormodell ermdglicht richtungsweisende
Untersuchungen zu Dosis-Wirkungs-Beziehung von Gefitinib. Ansatze fur eine

weitere Optimierung des Modells wurden herausgearbeitet.
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7. Anhang

7.1. Zusatzabbildungen
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Abbildung 25: Darstellung der Array-Membranen nach 9-stiindiger und 72-
stiindiger Behandlung der statischen 3D Lungentumormodelle mit 0,05 pM und
1 UM Gefitinib sowie einer unbehandelten Probe. A) Membranen des pRTK-Arrays.
Es zeigen sich ausgepragte EGFR- und HGFR-Punkte, die durch die Behandlung mit
Gefitinib weniger intensiv werden. B) Membranen des pK-Arrays. Die HSP60-Punkte
sind am eindeutigsten zu identifizieren, gefolgt von p53 (S46 und S392) und EGFR,
ERK 1/2 und CREB. Die Kontrollpunkte sind in den schwarzen Kastchen dargestellt
und die sichtbaren pKs nach obiger Legende in bunten Kastchen.
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Abbildung 26: Darstellung der Array-Membranen nach Behandlung der HCC827-
Zellen und der HCCres A2 Subpopulation mit 1 uM Gefitinib sowie einer
unbehandelten Probe im dynamischen 3D Lungentumormodell. A) Membranen
des pRTK-Arrays. Es ist eine starke Phosphorylierung der EGFR-Punkte in beiden
unbehandelten Ansatzen zu detektieren, wahrend eine Behandlung zu keiner Detektion
mehr flhrt. B) Membranen des pK-Arrays. Mit Ausnahme von HSP60 sind keine
eindeutigen Punkte der untersuchten pKs zu sehen. Die Kontrollpunkte sind in den
schwarzen Kastchen und die sichtbaren pKs nach obiger Legende in bunten Kastchen
dargestellt. Die Kontrollpunkte sind in den schwarzen Kastchen dargestellt und die
sichtbaren pKs nach obiger Legende in bunten Kastchen.
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7.2. Abkurzungsverzeichnis

Chemische Elemente wurden gemald ihrer Bezeichnung im Periodensystem
und Aminosauren und Formelgroflen mit den international gebrauchlichen Sl-

Einheiten abgekurzt.

Tabelle 32: Ubersicht iiber die verwendeten Abkiirzungen.

Abkiurzung Bedeutung

2D zweidimensional

3D dreidimensional

UM pmol/L

AK Antikorper

AKT Protein Kinase B

ALK Anaplastische Lymphom Kinase

AMP Andenosinmonophosphat

APC Antigen-Prasentierende Zelle

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

AXL AXL Rezeptor Tyrosin Kinase

Bcl-2 B-Zelllymphom 2

BIM Bcl-2 interagierender Zelltodmediator
BioVaSc® Biologische Vaskularisierte Tragermatrix
BRAF Rapid Akzeleriertes Fibrosarkom Homolog B1
BSA Bovines Serum Albumin

CD4" Cluster der Differenzierung 4 positiv

CD8" Cluster der Differenzierung 8 positiv

ccK18 Durch Caspasen gespaltenes Cytokeratin 18
CDK Zyklin abhangige Kinase

c-Jun Zellulares Jun

CREB zyklisches AMP response element bindendes Protein

CYP2D6 Cytochrom P450 2D6
CYP3A4 Cytochrom P450 3A4

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

del Deletion

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

DOC Dezellularisierungslosung

EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
ELISA Enzym Linked Immunosorbent Assay
EMT Epithelial-mesenchymale Transition
ERK 1/2 Extrazellular-Signal regulierende Kinase 1/2
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EZM
FDA
FCS
G-Phase
Grb2
HCC827
HCCres
HE

HER
HGFR
HRP
HSP60
|C50-Wert
JAK 2
KRAS
MAPK
MAP4K
MEK
MER
MET
mTOR
MTT

MYC
NSCLC
p_

p27
p53
PBS **
PBS-T
PCR
PD-1
PEEK
Pen
PFA
PI3K
PIK3CA

PIP3
pK-Array
PLCy

pRTK-Array

PTEN
RAF
RAS
RLU

Extrazellularmatrix

Food and Drug Administration

Fetales Kalberserum

Lacken-Phase (Zellzyklus)
Wachstumsfaktorgebundenes Protein 2

Humane Lungenadenokarzinom-Zelllinie

Resistente Subpopulation der HCC827
Hamatoxylin-Eosin

Humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
Hepatozyten Wachstumosfaktorrezeptor
Meerrettichperoxidase

Hitze Schock Protein 60

Mittlere inhibitorische Konzentration

Janus Kinase 2

Kirsten Ratten Sarkom Homolog

Mitogen-Aktivierte Protein Kinase (=ERK 1/2)
Mitogen-Aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase Kinase
Mitogen-Aktivierte Protein Kinase Kinase

MER Protoonkogen Tyrosin Kinase
Mesenchymal-epitheliale Transition

Mechanisches Zielmolekll von Rapamycin
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyl Tetrazolium Bromid
(MTT)

Myelozytomatose-zellulares-Onkogen
Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

Phospho-

Protein 27/CDK-Inhibitor 1B
Protein 53
Phosphat-gepufferte Saline
Phosphat-gepufferte Saline mit Tween

Polymerase Kettenreaktion

Programmiertes Zelltod Protein-1

Polyetheretherketon

Penicillin

Paraformaldehyd

Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 3-Kinase, katalytische
Untereinheit Alpha
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat

phospho Kinase-Array

Phospholipase Cy

phospho Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Array
Phosphatase und Tensin Homolog
Rapid-Akzeleriertes Fibrosarkom

Ratten Sarkom

Relative Lichteinheiten

mit/ohne Magnesium und Calcium
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rpm Umdrehungen die Minute

RPMI Roswell Park Memorial Institut (Eigenname fur ein
Zellkulturmedium)

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase

SCLC Kleinzelliges Lungenkarzinom

SDS Natriumdodezylsulfat

SISmuc Dunndarm Submukosa mit Mukosa

SH2 SRC Homolog 2 Domane

S-Phase Synthese-Phase (Zellzyklus)

STAT Signaltransduktoren und Transkriptionsaktivatoren

Strep Streptomycin

TBS-T Tris-gepufferte Saline mit Tween

TEMED N-Tetramethylethylendiamin

TERM Lehrstuhl fur Tissue Engineering und Regenerative Medizin

TGF-B Transformierender Wachstumsfaktor 3

TKI Tyrosin-Kinase-Inhibitor

TMB 3,3,5,5-Tetramethyl-benzidin

Tris Trishydroxymethylaminomethan

Tween Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

u.a. unter anderem

v/v Volumenprozent

VE vollentsalzt

VEGF Vakular endothelialer Wachstumsfaktor

w/v Gewichtsvolumen

WNK 1 Serin/Threonin-Kinase ohne Lysin K 1

ZEMM Zentrum fur Experimentelle Molekulare Medizin
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