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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das maligne Melanom, eine der seltensten, aber gleichzeitig auch die tddlichste
dermatologische Malignitdt, gekennzeichnet durch die Neigung zu einer frihen
Metastasierung sowie die rasche Entwicklung von Therapieresistenzen, zahlt zu den
Tumorentitaten mit dem hdchsten Anstieg der Inzidenz weltweit. Mausmodelle werden haufig
verwendet, um die Melanomagenese zu erforschen und neue effektive therapeutische
Strategien zu entwickeln, spiegeln die menschliche Physiologie allerdings nur unzureichend
wider. In zweidimensionalen (2D) Zellkulturen mangelt es dagegen an wichtigen Komponenten
der Mikroumgebung des Tumors und dem dreidimensionalen Gewebekontext. Um dieses
Manko zu beheben und die Entwicklung von auf den Menschen Ubertragbaren Tumormodellen
in der onkologischen Forschung voranzutreiben, wurde als Alternative zu Zellkulturen und
Tierversuchen humane organotypische dreidimensionale (3D) Melanom-Modelle als in vitro
Testsystem fiir die Bewertung der Wirksamkeit von anti-Tumor Therapeutika entwickelt.

Im Zuge dieser Arbeit konnte das in vitro Melanom-Modell entscheidend weiterentwickelt
werden. So konnten Modelle unterschiedlichster Komplexitat etabliert werden, wobei
abhangig von der Fragestellung einfachere epidermale bis hin zu unterschiedlich komplexen
Vollhautmodellen Anwendung finden. Durch Simulation der Tumor-Mikroumgebung eignen
sich diese zur praklinischen Validierung neuer Tumor-Therapeutika, sowie der Erforschung
pathologischer Vorgange, von der Tumor-Formierung bis zur Metastasierung. Zudem konnten
erfolgreich unterschiedlichste humane Melanomzelllinien ins Modell integriert werden;
dadurch, dass sich diese durch ihre Treibermutationen, die zur Krankheitsentstehung
beitragen, unterscheiden, stellen sie unterschiedliche Anspriche an potentielle therapeutische
Angriffspunkte und ermoglichen das Widerspiegeln vieler Melanom-Subtypen im Modell.
Ferner ist es mdglich, verschiedene Stadien der Tumor-Entwicklung tber die Zugabe von
Melanomzellen in Einzelsuspension bzw. von Melanom-Spharoiden widerzuspiegeln. Es
konnte fur bestimmte Therapie-Ansatze, wie zielgerichtete Therapien, z.B. die Gabe von sich
in der Klinik im Einsatz befindlicher BRAF-/MEK-Inhibitoren, gezeigt werden, dass sich die
etablierten Modelle hervorragend als préklinische Testsysteme zur Wirksamkeitsbewertung
eignen. Zudem bieten sich einzigartige Mdoglichkeiten, um die Interaktion humaner
Tumorzellen und gesunder Zellen in einem Gewebeverband zu untersuchen. Ferner konnten
drei neue technische Analyse-Verfahren zur nicht-invasiven Detektion der Tumor- Pro- und
Regression, Beurteilung der Wirksamkeit von potenziellen Anti-Tumor-Therapien sowie der
Evaluierung des Tumor-Metabolismusses implementiert werden. Perspektivisch erméglichen
immun-kompetente Melanom-Modelle die Austestung neuer Immun- und Zelltherapien in
einem voll humanen System; gleichzeitig leisten die etablierten Modelle einen signifikanten

Beitrag zur Reduktion von Tierexperimenten.



Abstract

Abstract

Malignant melanoma, one of the rarest but also the most lethal dermatological malignancies,
characterized by a propensity for early metastasis as well as the rapid development of therapy
resistance, is among the tumor entities with the highest increase in incidence worldwide.
Mouse models are widely used to study melanomagenesis and develop new effective
therapeutic strategies, but do not adequately reflect human physiology. In contrast, two-
dimensional (2D) cell cultures lack important components of the tumor microenvironment and
three-dimensional tissue context. To address this shortcoming and to advance the
development of human-transferable tumor models in oncology research, human organotypic
three-dimensional (3D) models of malignant melanoma were developed as an alternative to
cell cultures and animal experiments as an in vitro test system for evaluating the efficacy of
anti-tumor therapeutics.

In the course of this work, the in vitro melanoma model could be significantly further developed.
Thus, melanoma models of different complexity could be established, with simpler epidermal
to differently complex full skin models being applied, depending on the research question. By
simulating the tumor microenvironment, these are suitable for the preclinical validation of new
tumor therapeutics, as well as the study of pathological processes, from tumor shaping to
metastasis. In addition, a wide variety of human melanoma cell lines have been successfully
integrated into the model; by differing in their driver mutations that contribute to disease
development, they pose different requirements for potential therapeutic targets and allow many
melanoma subtypes to be reflected in the model. Furthermore, it is possible to reflect different
stages of tumor development via the addition of melanoma cells in single suspension or
melanoma spheroids. For certain therapeutic approaches in malignant melanoma, such as
targeted therapies, e.g. the administration of BRAF/MEK inhibitors currently in use in the clinic,
it could be shown that the established models are excellently suited as preclinical test systems
for efficacy evaluation. In addition, unique opportunities are provided to study the interaction
of human tumor cells and healthy cells in a tissue composite. Furthermore, three new technical
analysis methods for non-invasive detection of tumor progression and regression, assessment
of efficacy of potential anti-tumor therapies, and evaluation of tumor metabolism could be
implemented. In perspective, immune-competent melanoma models enable the testing of new
immune and cell therapies in a fully human system; at the same time, the established models

contribute significantly to the reduction of animal experiments.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist eine der seltensten, aber gleichzeitig auch die tddlichste
dermatologische Malignitat. Obwohl das maligne Melanom weniger als 5 % aller
Hautkrebserkrankungen ausmacht, ist es fir bis zu 90 % aller hautkrebsbedingten Todesfalle
weltweit verantwortlich [1, 2] . Die hohe Sterblichkeitsrate von Melanompatienten ist vor allem
auf die Neigung zu einer friihen Metastasierung sowie auf die rasche Entwicklung von
Therapieresistenzen zuriickzufihren [3, 4]. Trotz zahlreicher Praventionsbemihungen, wie
2008 der Einfuhrung eines Hautkrebsscreenings ab dem 35. Lebensjahres [5], hat die
weltweite Inzidenz des Melanoms in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich zugenommen, was
das maligne Melanom zu einem ernsten Problem der éffentlichen Gesundheit macht [6, 7]. So
stieg allein in Deutschland die Inzidenz in den Jahren 1970-2012 um das Siebenfache, womit
das maligne Melanom mittlerweile den 4. (bei den Frauen) bzw. 5. (bei den Mannern) Platz
der haufigsten Tumorerkrankungen [5, 8] belegt mit etwa 22000 Neuerkrankungen und 3000
Todesfallen pro Jahr. Zudem wird in den nachsten 20 Jahren mit einer Verdoppelung der
Neuerkrankungsrate gerechnet [9]. Trotz steigender Inzidenz und hoher Metastasierungsrate
ist die Mortalitat vergleichsweise niedrig mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von rund
95 %. Grund hierfir ist, dass etwa 2/3 aller Melanome in einem frihen Tumorstadium (UICC
I) entdeckt und operativ entfernt werden kdnnen [8, 5]. Mit zunehmendem Stadium sinkt die
Uberlebensrate rapide und betragt fir Patien:innen mit Stadium 1V-Melanom bei Erstdiagnose
lediglich 31,9%.

Nichtsdestotrotz unterstreicht die hohe Aggressivitat des malignen Melanoms die
Notwendigkeit einer fruhzeitigen Diagnose und der Entwicklung neuer therapeutischer

Strategien.

Umwelteinflisse und genetische Dispositionen sind zwei der vielen Faktoren, die zur
Erkrankung beitragen kdnnen. Eine erhohte Anzahl an melanozytaren oder dysplastischen
N&avi, ein Melanom in der eigenen oder familidren Krankengeschichte sowie niedrige
Phototypen (helle Haut, blonde oder rote Haare und blaue Augen) sind weitere Risikofaktoren.
Die Dauer und Starke naturlicher oder kinstlicher UV-Exposition gilt als wichtigster exogener
Einfluss, insbesondere in der Kindheit und Jugend [10, 1] vor allem in Form wiederkehrender
Sonnenbrande und starker Sonnenlichtexposition [9]. Weitere Ursachen sind medikamentose,

toxische oder endokrine Einflisse.



Einleitung

Ein malignes Melanom differenziert in ca. 30 % der Félle aus den kongenitalen bzw.
erworbenen Navi, wohingegen sich ca. 60 % de novo entwickeln [11]. Bis heute ist dabei
unklar, ob ein malignes Melanom aus ausdifferenzierten Melanozyten oder aus
Vorlauferzellen, sogenannten Melanoblasten oder melanozytaren Stammzellen, hervorgeht
[12, 13].

Das maligne Melanom kann sich aus pigmentproduzierenden Melanozyten, die aus der
Neuralleiste stammen und in der Basalschicht der Epidermis angesiedelt sind, durch eine
bosartige Transformation, die als Melanomagenese bezeichnet wird [14], entwickeln.
Melanozyten synthetisieren Melanin in  pigmentproduzierenden Organellen, den
Melanosomen, und geben es an benachbarte Keratinozyten ab, wobei ein Melanozyt ca. 36
Keratinozyten mit dem Melaninpigment versorgt [15]. Das Hautpigment Melanin, das sich
oberhalb des Zellkerns anreichert, schitzt die genomische Desoxyribonukleinsaure (DNA)
aufgrund seiner lichtstreuenden und absorbierenden Eigenschaften vor Schaden durch
schadliche ultraviolette (UV) Strahlung [16].

Als Reaktion auf durch UV-Strahlung verursachte DNA-Schaden schiitten Keratinozyten das
a-Melanozyten-stimulierendes Hormon (aMSH) aus, das an den Melanocortin-Rezeptor 1
(MC1R) auf Melanozyten bindet und so die Produktion und Freisetzung von Melanin in Form
einer positiven RuUckkopplungsschleife erhéht [17]. Durch die Ausschittung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen regulieren die basalen Keratinozyten auch das Wachstum,
das Uberleben, die Adhasion, die Migration und die Differenzierung der Melanozyten in der
gesunden menschlichen Haut. Bei der malignen Transformation entziehen sich die
Melanozyten der strengen Kontrolle der basalen Keratinozyten, was Wachstum, Uberleben

und Invasion der Tumorzellen beglnstigt [18, 19].

Selten kénnen Melanome auch andere Korperregionen betreffen, wie das Auge (Bindehaut
und Aderhaut), die Hirnhdute und Schleimhdute verschiedener Lokalisation. Das kutane
Melanom ist jedoch die haufigste Form [20]. Klinisch und histologisch werden folgende
Melanom-Subtypen unterschieden:

Lentigo Maligna Melanom, ca. 10%

Superfiziell Spreitendes Melanom, ca. 60%

Nodulares Melanom, ca. 20%

Akral Lentigindses Melanom, ca. 5%

Die Melanomagenese ist durch einen mehrstufigen Prozess von Mutationen in Onkogenen
und Tumorsuppressorgenen gekennzeichnet, die den Zellzyklus verdndern und Melanozyten
anfalliger fur die karzinogenen Wirkungen UV-Strahlung machen [21]. Am haufigsten betroffen

sind die Onkogene v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B (BRAF) und
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Einleitung

neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog (NRAS), die fur Proteine des
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalweges kodieren, der das Zellwachstum, die
Proliferation und die Differenzierung von Melanozyten reguliert [22—25]. Mutationen von BRAF
und NRAS filhren zu einer kontinuierlich aktivierten Signaltransduktion, die folglich die
Zellproliferation und das Uberleben fordert [22, 20]. Somatische Punktmutationen in BRAF
wurden bei bis zu 66 % der malignen Melanome festgestellt [25, 22, 26, 27], wahrend
NRAS-Mutationen nur bei 15-30 % der primaren und metastasierten Melanome auftreten [28].
Etwa 70 % der Falle mit BRAF-Mutation zeigen eine spezifische Valinsubstitution durch
Glutaminsaure am Codon 600 (V600E), wahrend bei 20 % der Patienten Lysin (V600K) das
gleiche Valin ersetzt. Nur etwa 6 % fallen auf andere Genotypen [29]. Dartber hinaus wurden
neben NRAS- und BRAF-Mutationen auch andere Treibermutationen identifiziert, die zur
Entstehung des malignen Melanoms beitragen [30].

Die Melanomagenese ist, wie bereits erwahnt, nicht das Ergebnis eines einzigen
Mutationsereignisses, sondern vielmehr durch mehrere genetische Verénderungen
gekennzeichnet, durch welche sich das maligne Melanom im Laufe der Zeit Uber
histopathologisch gut charakterisierte Phasen entwickelt, erstmals 1991 von Clark
beschrieben [31]. Das Clark-Modell der Melanomagenese schildert die histologischen
Veranderungen, die wahrend dieses langsamen Transformationsprozesses auftreten,

ausgehend von gesunden Melanozyten in finf verschiedenen Stadien (Abbildung 1-1).
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Abbildung 1-1: Das 5 Stadien umfassende Modell der Melanomagenese nach Clark. Biologische Ereignisse
und molekulare Veradnderungen wéahrend der Melanom-Progression, charakteristisch fur ein jedes Stadium.
Entnommen aus [1].

Laut Clark [31] beginnt die Melanomentwicklung mit einem gutartigen melanozytaren Navus,
der aus angesammelten und proliferativ aktiven Melanozyten, in der Basalschicht der
Epidermis lokalisiert, besteht. Diese Navi konnen das Ergebnis einer einzigen Mutation sein,
z. B. BRAF-Mutation,

Hyperpigmentierung fiihrt. Da die durch das Onkogen verursachte Zellseneszenz ihre

einer die zu einer erhohten Melanozytenproliferation und
Proliferationskapazitat voribergehend einschrankt, entwickeln sich melanozytéare Navi nur
selten zu Krebs, obwohl die Wachstumskontrolle in diesen Zellen gestort ist.

Der Erwerb zusétzlicher molekularer Lasionen bei Genen und Proteinen, die an der
Zellzykluskontrolle beteiligt sind, kann jedoch das Fortschreiten von gutartigen Navi zu
dysplastischen Navi ermdglichen. Dysplastische Navi unterscheiden sich von benignen Navi
durch abweichende Differenzierung und zytologische Atypien.

Die aberranten Zellen der dysplastischen Navi kénnen mit zunehmender Dedifferenzierung in
die radiale Wachstumsphase eintreten. Die malignen Zellen breiten sich in dieser Phase

horizontal in der Epidermis aus und disseminieren in die suprabasalen Schichten. Einzelne
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Zellen beginnen, ein invasives Potenzial zu entwickeln, obwohl das melanozytare Wachstum
normalerweise auf das epidermale Kompartiment beschrankt ist.

Durch den Eintritt der Zellen in die vertikale Wachstumsphase, wo sie weitere migratorische
und invasive Eigenschaften erwerben, wird die Melanomagenese fortgesetzt. Der Verlust des
epithelialen (E)-Cadherin und die Expression von neuralem (N)-Cadherin kennzeichnen den
Ubergang von der radialen Wachstumsphase zur vertikalen Wachstumsphase. Dies
ermdglicht den Zellen, mit anderen N-Cadherin-exprimierenden Zellen des dermalen
Kompartiments zu interagieren. Die Expression von aV3-Integrin wird wahrend des epithelial-
mesenchymalen Ubergangs ausgeldst, was zur Expression von Matrix-Metalloproteinase 2
(MMP-2) fuhrt, einem Enzym, das in der Lage ist, Kollagen der Basalmembran abzubauen und
somit das invasive Wachstum von Melanomzellen zu ermdglichen.

Die metastatische Ausbreitung ist der letzte Schritt der Melanomprogression nach der lokalen
Invasion in die Dermis und dem intradermalen Wachstum des Melanoms. Bevorzugt bilden
sich Sekundarlasionen durch Anschluss an das lymphogene und hdmatogene System in
Leber, Lunge und Gehirn [1, 31].

1.2. Das Tumormetabolom und Interaktion innerhalb der
Tumormikroumgebung

Eine bedeutende Veranderung der Stoffwechselaktivitat von Tumorzellen, die sich in einer
erhdhten Glukoseumsatzrate und einer verstarkten Laktatproduktion auf3ert, ist mit der
Melanomagenese verbunden, wobei sich der Stoffwechsel von Tumorzellen und normalen
Zellen erheblich unterscheidet [32]. Eine hohe glykolytische und glutaminolytische
Verstoffwechselung und hohe Werte an Phosphometaboliten sind Merkmale des
Tumormetaboloms, welches die Vermehrung von Tumorzellen unter starken Schwankungen
der Sauerstoff- und Glukoseversorgung [33] ermoglicht. Otto Warburg stellte erstmals diese
erhohte glykolytische Verstoffwechselung von Glukose in Gegenwart von Sauerstoff fest [34,
35] (Abbildung 1-2).
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Glukose-Stoffwechsels von gesunden (links) und Tumorzellen
(rechts). (A) Normale Zellen verstoffwechseln in Gegenwart von Sauerstoff zunachst Glukose tber die Glykolyse
zu Pyruvat und oxidieren dann den gré3ten Teil dieses Pyruvats in den Mitochondrien wéahrend des Prozesses der
oxidativen Phosphorylierung vollstandig zu CO2 und produzieren so ungefahr 36 ATP pro Glukosemolekdl. In einer
hypoxischen Umgebung werden Pyruvate angesammelt und erzeugen nur zwei ATP. (B) Krebszellen nutzen,
unabhangig davon, ob Sauerstoff vorhanden ist oder nicht, nahezu ausschlie3lich den Glykolyseprozess; pro
Glukosemolekil werden 4 ATP produziert.

Gesunde Zellen verstoffwechseln in Gegenwart von Sauerstoff zun&chst Glukose zu Pyruvat
und oxidieren dann den gréf3ten Teil davon in den Mitochondrien wéhrend der oxidativen
Phosphorylierung vollstandig zu CO,, wohingegen in einer hypoxischen Umgebung Pyruvate
angesammelt werden (Abbildung 1-2 A).

Tumorzellen auf der anderen Seite wandeln, unabhangig vom Sauerstoffgehalt, anders als
gesunde Zellen, die aufgenommene Glukose hauptséachlich in Laktat um (Abbildung 1-2 B).
Otto Warburg bezeichnete dieses Phanomen als aerobe Glykolyse [33, 36]. Unklar ist dabei
allerdings noch immer, warum Tumorzellen ihren Stoffwechsel von einem effizienten
Stoffwechsel mit der Produktion von 36 ATP (Adenin-Tri-Phosphat) auf einen ineffizienteren
Weg mit der Produktion von 4 ATP umstellen [37].

Bekanntermal3en haben schnell proliferierende Zellen einen erhéhten Energieverbrauch und
bendtigen eine schnelle ATP-Produktion sowie eine erhéhte Synthese und schnelle
Bereitstellung von Makromolekiilen [38]. Es wird daher spekuliert, dass Tumorzellen tber den
Warburg-Effekt einerseits eine schnellere ATP-Synthese trotz geringerer Ausbeute erreichen
und andererseits Biomasse, wie Nukleotide, Aminosauren und Lipide bilden, indem sie Uber
verzweigte  Stoffwechselwege zahlreiche  Zwischenprodukte der Glykolyse als
Kohlenstoffquelle nutzen [39, 37].

Gleichzeitig andern die Tumorzellen die metabolische Zusammensetzung des umliegenden
extrazellularen Milieus, was die Mikroumgebung des Tumors beeinflusst [40]. Zudem haben
nicht nur Tumorzellen einen veranderten Stoffwechsel, sondern auch Zellen in der

Tumormikroumgebung (TME, Tumor Microenvironment), wie krebsassoziierte Fibroblasten
6



Einleitung

(CAFs, Cancer Associated Fibroblasts), haben ihren Stoffwechsel auf aerobe Glykolyse
umgestellt. Mit Nahrstoffen und Laktat unterstiitzen die CAFs das Wachstum der Tumorzellen
und schaffen so eine energiereiche Umgebung fir sie. Dieser Effekt wird auch als
L~umgekehrter Warburg-Effekt* bezeichnet [41, 42].

Generell umfasst das TME das Tumorstroma, zu deren wichtigsten Bestandteilen CAFs,
Gefalizellen, infiltrierende Immunzellen wie Makrophagen und Lymphozyten, l6sliche
Molekile und die extrazellulare Matrix (ECM) zadhlen [43]. Die dynamische Interaktion
zwischen dem TME und den Tumorzellen ist dabei sehr wichtig fir das Wachstum, das
Uberleben, die lokale Invasion und die metastatische Ausbreitung von Tumorzellen [44].
Zudem spielt die Interaktion zwischen Immunzellen im TME und dem Tumor eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Arzneimittelresistenzen und der Umgehung des
Immunsystems [45]. Aufgrund der Bedeutung des Tumorstromas wird es zunehmend in
Tumortherapien adressiert.

Das Stroma bildet einen bedeutenden Anteil der gesamten Tumormasse, auf das solide
Tumore mit einem Durchmesser von mehr als 1 bis 2 mm zum Uberleben angewiesen sind.
Denn die verschiedenen Bestandteile sind maf3geblich an bdsartigen Prozessen beteiligt und
tragen zu unterschiedlichen Tumorphanotypen bei. Durch die Sekretion verschiedener
Wachstumsfaktoren, darunter Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) oder Transforming Growth
Factor (TGF) wird z.B. der zellulare Schritt der Tumorsuppression und Apoptose
abgeschwacht, koénnen sie die replikative Unsterblichkeit von Tumorzellen ermdglichen,
angiogene Prozesse auslosen und ihren Energiestoffwechsel andern. Die Freisetzung dieser
Substanzen aus der ECM kann durch Proteasen wie MMPs durch Fibroblasten und

Tumorzellen erfolgen.

Unter physiologischen Bedingungen bilden humane dermale Fibroblasten (hdFs) durch
Sekretion von Komponenten wie Laminin und Kollagen eine ECM aus Stromazellen. Obwohl
Fibroblasten Tumore unterdricken konnen, haben Fibroblasten, die hauptsachlich im
Tumorstroma vorkommen, paradoxerweise genau die gegenteilige Funktion. Diese
Fibroblasten sind fur die Umgestaltung der ECM zugunsten des Tumors verantwortlich und
leisten tumorunterstitzende Arbeiten [46]. Fibroblasten werden durch eine Vielzahl von
Faktoren rekrutiert und aktiviert. Durch die Herunterregulierung von E-Cadherin, das es
Keratinozyten ermaoglicht, das Wachstum von Melanozyten zu kontrollieren, wird zum einen
die Rekrutierung von Fibroblasten und zum anderen eine erhdhte Expression von N-Cadherin
erzielt [47]. Dadurch haben Melanomzellen die Mdoglichkeit, mit anderen Zellen, die N-
Cadherin exprimieren, wie Fibroblasten und Endothelzellen, zu interagieren [48, 49] ,was dazu
fuhren koénnte, dass Fibroblasten aktiviert werden. Diese aktivierten Fibroblasten, die auch als

7



Einleitung

CAFs bezeichnet werden, sind beweglicher und invasiver als normale Fibroblasten und &hneln
Myofibroblasten.

AuRerdem sind Gene fur die Adhasion, Zellproliferation und Zelltod stark reguliert. TGF-R3,
PDGF und bFGF sind Faktoren, die von Melanomzellen wahrend der Tumorentwicklung
exprimiert werden und die Aktivierung der hdFs zu CAFs verursachen kdnnen. Verschiedene
Faktoren, die die Tumorentwicklung und Metastasierung fordern, werden von CAFs
freigesetzt. So erhdhen CAFs die Expression von Proteinen, die fir den Umbau der ECM
verantwortlich sind. In neunzig Prozent aller CAFs wird das Glykoprotein Fibroblast Activated
Protein (FAP) exprimiert, das Kollagen spaltet und somit das Tumorwachstum stimuliert [50,
51]. Neben der Expression der membrangebundenen Peptidase FAP exprimieren CAFs auch
I6sliche Proteasen vom Typ der MMPs [52], die verschiedene Bestandteile der ECM wie
Fibrinogen, Kollagen, Laminin, Elastin und andere Wachstumsfaktoren spalten [53, 54]. Der
Tumor hat nach dem Abbau der ECM sofort mehr Raum, um sich auszubreiten [53]. Das
Tumorwachstum wird durch die Aktivierung von MMPs und die Spaltung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen weiter gefordert.

Zum Beispiel aktivieren MMPs VEFG und bFGF, die zuvor in der ECM inaktiv waren. Diese
Faktoren férdern die Angiogenese, was zu einer besseren Tumorversorgung fuhrt [55]. Die
Abbauprodukte von Fibronektin und Kollagen ziehen chemotaktische Zellen des
Immunsystems an und fordern deren Wachstum [56]. Dies fihrt dazu, dass viele
tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) entstehen. Diese sezernieren MMPs, VEFG,
Hepatocyte Growth Factor (HGF) und Interleukin 6 (IL-6) und férdern somit das Wachstum
und die Metastasierung von Tumoren [56]. Neben den Proteinen, die fir die Transformation
der ECM verantwortlich sind, synthetisieren CAFs auch Wachstumsfaktoren und Zytokine. Zu
den sezernierten Faktoren gehdren TGF-, HGF, VEFG, PDGF, Stromal Cell Derived Factor
1 (SDF-1), bFGF und Interleukine IL-6, IL-8 und IL-113.

Diese Faktoren haben alle eine Stimulation des Tumorwachstums oder des
Metastasierungspotenzials des Tumors zur Folge [57, 58, 53]. Sezernierte
Wachstumsfaktoren wie HGF und TGF-B beeinflussen die Tumorprogression. CAFs
exprimieren TGF-f, ein parakriner Faktor, der das Wachstum und die Metastasierung von
fortgeschrittenem Melanom fordert [59, 60]. Die Auswirkungen des HGF auf die Entwicklung
von Tumoren sind zahlreich. So fihrt HGF beispielsweise zur Einleitung der epithelialen
mesenchymalen Transition (EMT) in Tumorzellen [61] und zum Schutz von Tumorzellen vor
Apoptose [62]. HGF, das von CAFs sezerniert wird, fordert die Proliferation von Melanomzellen
durch die Tyrosyl-Phosphorylierung von Proteinen, einschlieBlich MAPK und extracellular
signal-regulated kinase 2 (ERK2) [63]. Sezerniertes VEGF ist sowohl fiir die Vaskularisierung
des Tumorgewebes als auch fir die erhohte Durchléssigkeit der Gefal3e verantwortlich [64].

Dieser Mechanismus unterstliitzt das kontinuierliche Wachstum des Tumors durch die
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Versorgung des Melanoms mit Nahrstoffen durch Angiogenese [65]. Das Chemokin SDF-1
schitzt Tumorzellen vor Chemotherapie und fordert gleichzeitig ihre Versorgung mit
Nahrstoffen und Sauerstoff [66]. Zudem hat es eine chemotaktische Wirkung auf endotheliale
Vorlauferzellen, die in das Tumorgewebe einwandern und neue Gefal3formen bilden [67]. Die
Sekretion von Interleukinen durch CAFs fuhrt zu einem entziindungsférdernden Milieu, das
sich positiv auf das Wachstum des Tumors auswirkt, indem es die Infiltration von Immunzellen

und damit die Angiogenese hemmt und die Metastasierung fordert [68, 69, 53].

Daneben stehen die Tumorzellen in engen Kontakt mit den Keratinozyten. Diese regulieren
die Proliferation von Melanozyten [70]. Melanomzellen kdnnen dieser Kontrolle durch
Herunterregulieren von Zelladhasionsmolekillen, wie z. B. E-Cadherin, Placental
(P)-Cadherin, Desmoglein und Connexine entgehen. Gleichzeitig kommt es zu einer
Hochregulierung von N-Cadherin, wodurch die Interaktion mit Fibroblasten und Endothelzellen
gefordert wird [60]. E-Cadherin spielt eine Rolle als Tumorsuppressor bei der EMT, wahrend
der es von den Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, Twist und Zeb1/2 unterdriickt wird, was zu
einem Verlust der epithelialen Eigenschaften und einer erhohten Migrations- und
Invasionsfahigkeit atypischer Melanozyten fuhrt [71].

Melanozyten und Keratinozyten haben eine schwachere Zell-Zell-Adh&sion als Folge der
verminderten Expression von E-Cadherin. Zudem werden einzelne Melanomzellen aus dem
Primartumor leichter freigesetzt. Im Gegensatz dazu erhéht die vermehrte Expression von N-
Cadherin die Invasion und Metastasierung atypischer Melanozyten [72]. Zudem fiihrt die
Veranderung der Mikroumgebung zur radialen Wachstumsphase des Melanoms.
Wahrenddessen kommt es zur Interaktion von Melanomzellen mit distal differenzierten Notch-
Liganden exprimierenden Keratinozyten. Dies initiiert die Invasion durch die Basalmembran

der Epidermis und ermdoglicht die Migration in die Dermis [73].

1.3. Klassifikation, Diagnosemethoden, Therapie-Strategien
und -Entwicklung beim malignen Melanom

Fur das spatere Behandlungskonzept und die abgeleitete Prognose ist die Klassifizierung des
malignen Melanoms von entscheidender Bedeutung. Die AWMF (Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften)-Leitlinie schreibt fur die primare
Diagnostik von Hauttumoren eine grindliche Untersuchung des gesamten Integuments,
einschlieB3lich aller sichtbaren Schleimhaute, sowie die Palpation der Lymphknoten vor [8]
unter Beachtung der ABCDE-Regel:
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A = Assymmetrie: ungleichmafiige, asymmetrische, veranderte Form
B = Begrenzung: ausgefranster, unebener, rauer Rand

C= Farbe (engl. Colour): unterschiedliche Farbbereiche in einem Mal
D = Durchmesser; i.d.R. =25 mm

E = Erhabenheit; i.d.R. 21 mm

Bei klinischem Verdacht auf eine Malignitat erfolgt eine histopathologische Befundung mit
Fokus auf einer Bewertung der Symmetrie des Tumors und der lateralen Begrenzung in Bezug
auf das Vorhandensein von Melanomzellen im Randbereich. Eine immunhistologische
Untersuchung der melanozytaren Differenzierung erfolgt mittels der
Standard-Melanom-Marker HMB-45, Melan-A und S100B [8]. Zunehmend kommen auch
PRAME (Preferentially Expressed Antigen in Melanoma) und MITF
(Microphthalmia-associated transcription factor) zum Einsatz [74].
HMB-45 (Human Melanoma Black) [75, 76] bindet an das Antigen gp100 melanozytarer
Tumore, sowie fetaler und neonataler Melanozyten, nicht aber an adulte ruhende
Melanozyten. Eine Farbung mit HMB-45 ist hilfreich, um Melanome von Navi abzugrenzen, da
in letzteren oft nur oberflachliche Anteile positiv sind.
Melan-A, auch bekannt als MART-1 (Melanoma-associated antigen recognized by T cells 1),
befindet sich auf der Oberflaiche von Melanozyten und wird dazu verwendet, Zellen mit
melanozytarer Differenzierung zu erkennen. Zudem ist Melan-A hilfreich, um melanozytare
Tumore von insbesondere metastasierenden Tumoren zu differenzieren, da dieser
empfindlicher ist als HMB-45 [77].
S1008, ein Kalzium-bindendes Protein, weist fir das maligne Melanom eine hohe Sensitivitat
bei guter Spezifitdt auf. Dabei korreliert S100 mit der Invasionstiefe und der Tumordicke und
kann stadienabhéangig erhdht im Serum vorkommen [78].
Die Bewertung der Tumordicke nach Breslow ist ein wichtiger Prognosefaktor, eingeftihrt 1970
von Alexander Breslow [79]; gemessen wird der als Breslow-Index bekannte Wert von der
Oberseite des Statum corneum bis zur am tiefsten liegenden Tumorzelle. Die Einteilung der
Tumordicke erfolgt seit 2001 nach der AJCC (American Joint Committee on
Cancer)-Klassifikation (< 1,0 mm; 1,01-2,0 mm; 2,01-4,0 mm; 24,0 mm).
Neben der Tumordicke spielen auch Ulzerationen und die Mitoserate bei Primdrmelanomen
mit einer Tumordicke von < 1,0 mm eine entscheidende Rolle.
Abschlieend erfolgt eine Einteilung in die international gultige TNM-Klassifikation bzw. in die
4 Stadien der AJCC [80]:

T = Tumor; Ausdehnung des Tumors

N = Lymphknoten (engl. nodules); Zahl und Lage der befallenen Lymphknoten

M = Metastasen; Vorhandesnsein bzw. Fehlen von Metastasen
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| = Tumordicke < 2 mm, keine Ulzeration des Tumors
keine Metastasen
[l = Tumordicke = 2 mm, mit Ulzeration des Tumors
keine Metastasen
Il = jede Tumordicke
mit Metastasen in nahe gelegene Hautbezirke oder Lymphknoten
IV = jede Tumordicke

mit Fernmetastasen

Zusatzlich angewandte Untersuchungen, als Alternative oder Zusatz zu den obengenannten
Staginguntersuchungen, sind neben einem hochauflésenden  Ultraschall  zur
Dickenabschéatzung, die Computertomographie (CT), die Magnetresonanztomographie
(MRT), die Skelettszintigraphie oder auch die PET
(Positronen-Emissions-Tomographie)/CT-Diagnostik. Zusatzlich kann eine stadienabhangige
Ausbreitungsdiagnostik hinsichtlich der S100B-, LDH (Laktatdehydrogenase)-, MIA (melanoma

inhibitory activity) -Level im Serum erfolgen [8].

Es gibt verschiedene Methoden zur Behandlung von malignen Melanomen, wobei
verschiedene Faktoren den Behandlungsplan und somit die Heilungschancen beeinflussen.
Dazu gehoren insbesondere eine frilhzeitige Diagnose, das Stadium, das Vorliegen von
Satelliten-/Fernmetastasen, das Vorhandensein einer genetischen Veréanderung im Tumor,
der Allgemeinzustand des Patienten, Begleiterkrankungen und seine medizinische
Vorgeschichte. Nach wie vor besonders herausfordernd in der Behandlung des malignen
Melanoms ist die rasche Entwicklung von Therapieresistenzen.
Folgende Therapie-Saulen stehen zur Verfligung:

Operative Entfernung

Strahlentherapie

Chemotherapie

Zielgerichtete Therapie

Immuntherapie

Adjuvante Therapie zur Rezidiv-Verhinderung

Die Behandlung von malignen Melanomen hat sich in den letzten sechzig Jahren erheblich
veréndert. Wurde in den 70er Jahren noch auf Chemotherapie und palliative Bestrahlung
gesetzt, wird heutzutage der Behandlungsplan auf eine Sequenzierung der Tumormutation

(Next Generation Sequencing, NGS), eine differenzierte und chirurgische Entfernung, sowie
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auf gezielte mutationsspezifische und immunonkologische Wirkstoffkombinationen basiert.
Dank neuer Medikamente konnte seit den 2000ern das Gesamtlberleben, sowie die
Wirksamkeit der Therapie und die Lebensqualitat, gerade in spateren Erkrankungsstadien,
deutlich gesteigert werden [81, 82].

Bei der ersten modernen Behandlungs-Saule handelt es sich um die zielgerichtete Therapie,
welche bei ca. der Halfte aller Erkrankten zum Einsatz kommen kann [83]. Die Entwicklung
spezifischer molekularer Inhibitoren des MAPK-Signalwegs, wie BRAF- und Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Kinase (MEK)-Inhibitoren, hat die Behandlung von BRAF-mutierten Melanomen
revolutioniert und basierte auf der Entdeckung spezifischer Treibermutationen in aktivierenden
Signalwegen.

Im August 2011 genehmigte die Food and Drug Administration (FDA) die Zulassung des RAF-
Inhibitors Vemurafenib (PLX4032), auch bekannt als Zelboraf®, als erstes zielgerichtetes
Medikament fir die gezielte Behandlung von fortgeschrittenem und metastasiertem Melanom
auf dem US-Markt [84]. Ein halbes Jahr spater gab die Europaische Kommission die
Zulassung auf dem européischen Markt bekannt. Vemurafenib, ein dulRerst spezifischer und
potenter BRAF-Inhibitor, bewirkt zun&chst einen GO0/G1-Zellzyklusstillstand, was zu einer
starken Wachstumshemmung und schlief3lich zum Zelltod fiihrt [85]. Obwohl die Vemurafenib-
Monotherapie verschiedene Vorteile im Vergleich zu chemotherapeutischen Methoden fir
Melanompatienten bietet, gibt es schwerwiegende, unerwiinschte Nebenwirkungen. Etwa
funfzig Prozent der Patienten, die auf Vemurafenib ansprachen, entwickelten bereits 6 bis 8
Monate nach Beginn der Therapie eine Tumorprogression aufgrund rasch auftretender
Resistenzmechanismen [86]. Dartliber hinaus gab es Berichte Uber paradoxe Auswirkungen
auf Keratinozyten des BRAF-Wildtyps [87], die Uber eine konstitutive Aktivierung des MAPK-
Signalwegs zur Entwicklung neuer Hauterkrankungen beitragen [86, 87].

Vemurafenib wird haufig in Kombination mit MEK-Inhibitoren wie Cobimetinib (Cotellic®)
eingenommen, um die Entwicklung von Resistenzen zu verzdgern und die paradoxen
Nebenwirkungen zu reduzieren [88]. Die Kombination von BRAF- und MEK-Inhibitoren kann
im Vergleich zur Einzeltherapie die Remissionsphase verlangern, indem die doppelte
Blockierung des MAPK-Signalwegs erreicht wird [89], hilft jedoch nicht, eine primare oder
erworbene Resistenz zu verhindern.

Bei der zweiten neueren Behandlungs-Séule handelt es sich um die Immuntherapie. Die
Behandlung mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI) ist ein moderner Ansatz, der die
Aktivierung korpereigener Immunzellen zugrunde liegt und besonders erfolgreich ist. Immun-
Checkpoints regulieren neben der T Zell-Aktivierung und ihre Effektorfunktionen
normalerweise die Immunantwort, wodurch Autoimmunreaktionen verhindert werden [90, 91].
Tumorzellen kdnnen diese Checkpoints nutzen, um dem Immunsystem zu entkommen

(Immunevasion). Hier greifen die ICls an, indem sie die Checkpoints blockieren, wodurch die
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Immunantwort der T Zellen gegen den Tumor verstarkt wird. Seit 2011 wurde der monoklonale
Antikérper Ipilimumab zur Behandlung von metastasiertem Melanom genehmigt, der den
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4) Checkpoint hemmt [92], was zu einer
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen fiihrt und eine autoimmune Antwort auslost. Spater
wurden die Antikérper Nivolumab und Pembrolizumab eingesetzt, die die PD-1 (Programmed
cell death protein 1) — PD-L1 (Programmed cell death ligand 1) Achse beeintrachtigen [93, 94].
Kommt es durch die Bindung der therapeutischen Antikdrper zur Blockade von PD-1 wird die
Anti-Tumor-Immunitat enthemmt und eine autoimmune Antwort gegen den Tumor kann

stattfinden.

2022 waren 14 Wirkstoffe fir die Behandlung des malignen Melanoms in Verwendung [95, 96]
und es wird weiter an neuen Therapieansatzen zur Behandlung des malignen Melanoms
geforscht. Fokusiert wird sich hierbei u.a. auf bispezifische Antikdrper, niedermolekulare
Wirkstoffe, sogenannte small molecules, RNA (Ribonukleinsaure)-/Gen- und Zelltherapeutika,
sowie eine therapeutische Impfung mit messengerRNA-Vakzin; sowohl weltweit als auch in
Deutschland werden immer mehr klinische Studien mit moglichen neuen Medikamenten gegen

das maligne Melanom gestartet [96, 97].

Die Entwicklung von Medikamenten ist ein langwieriger, komplizierter und kostspieliger
Prozess, der liber ein gesetzlich vorgeschriebenes, mehrstufiges Verfahren lauft und stets mit
vielen Zweifeln am tatséchlichen Erfolg des Medikaments verkn(ipft ist. Die Erfolgsquote neuer
Therapien in der Onkologie ist extrem niedrig (~ 5 %) [98]. In der praklinischen Phase werden
nach medizinischem Bedarf Angriffspunkte, sogenannte therapeutische Targets, im
Krankheitsbild identifiziert, sowie in vivo und in vitro potentielle Wirkstoffkandidaten auf ihre
Wirksamkeit und Sicherheit hin geprift. In der klinischen Phase werden Phase |- (gesunde
Probanden), Phase II- (wenige erkrankte Probanden) und schlieBlich Phase - (viele
erkrankte Probanden) Studien durchgefuhrt. Nach der Begutachtung durch eine
Zulassungsbehérde erfolgen Zulassung, klinische Anwendung und Phase IV-Studien, um
mogliche neue Indikationen und seltene Nebenwirkungen zu erkennen. Pro Wirkstoff dauert
dieser Prozess im Durchschnitt 13 Jahre [99—-101]. In einer 2021 veréffentlichten Studie eines
Teams aus Gesundheitsékonomen und Krebsforschern vom Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ) und vom Deutschen Konsortium fir translationale
Krebsforschung (DKTK) wird nicht nur der langfristige Trend stetig steigender Ausgaben fur
Forschung und Entwicklung (F&E) pro neu zugelassenem neuen Wirkstoff bestatigt, sondern
auch dass die Kosten flir Krebsmedikamente mit einigem Abstand am hdéchsten ausfielen
(802 Mio. - 3,86 Mrd. €) [102].
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In den letzten Jahren zeigte sich, dass die in der Préklinik zur Ermittlung der Wirksamkeit von
Substanzen verwendeten Modelle ineffizient sind, da 95% der vorher als wirksam beurteilten
Substanzen in der spateren Anwendung in der Klinik scheiterten [98]. Dies macht deutlich, wie
dringend in der onkologischen Forschung die Entwicklung von auf den Menschen

Ubertragbaren Tumormodellen vorangetrieben werden muss.

1.4.1n vitro Melanom-Modelle in der onkologischen Forschung

Um die Melanomagenese oder die Wirksamkeit von Medikamenten zu untersuchen, wurden
verschiedene In-vitro-Ansatze unter Verwendung unterschiedlicher Melanomzelllinien
entwickelt [103]. Die herkémmliche 2D Zellkultur stellt jedoch nur einen reduktionistischen
Ansatz dar, bei dem wichtige Merkmale des hochkomplexen TME fehlen, die das
Tumorverhalten nachweislich erheblich beeinflussen [104]. Dementsprechend wurden
verschiedene Mausmodelle entwickelt, um die Melanomagenese, das Tumorwachstum und
die Ausbreitung in einem komplexen In-vivo-System zu untersuchen [105].

Dennoch haben Maus-Melanom-Modelle wie gentechnisch verénderte Mause und Xenograft-
oder syngene Transplantationsmausmodelle verschiedene Tlcken. Neben den ethischen
Bedenken, die mit Tierversuchen verbunden sind, haben Mausmodelle in den letzten Jahren
zunehmend wissenschaftliche und wirtschaftliche Kritik auf sich gezogen. Ein Hauptkritikpunkt
ist der geringe Vorhersagewert von Tiermodellen aufgrund ihrer geringen Reproduzierbarkeit
und begrenzten Ubertragbarkeit auf die menschliche Biologie, die in genetischen und
phanotypischen Unterschieden zwischen den Arten oder physischen Unterschieden zwischen
den Versuchstieren begriindet ist. AuRerdem beeintrachtigt die systemische Komplexitat
lebender Organismen die Fahigkeit, eine bestimmte Beobachtung auf eine mégliche Ursache
zurlickzufthren, da ein solches praklinisches Modellsystem durch zahlreiche Variablen
gekennzeichnet ist [106, 107]. Infolgedessen ist die Erfolgsquote neuer Therapien in der
Onkologie extrem niedrig (~5 %) [98].

Die Einfuhrung neuartiger, pradiktiverer Modelle in der préklinischen Entwicklung von
Arzneimitteln hat daher das Potenzial, den Zeit- und Kostenaufwand fur die Entwicklung neuer
Therapien erheblich zu reduzieren und die Zahl der Tierversuche zu verringern. Neben 2D-
Kulturen von Melanomzelllinien und Tiermodellen gibt es mehrere Ansatze zur Untersuchung
des Melanoms in vitro. 3D Modelle stellen einen guten Kompromiss zwischen dem Fehlen der
Mikroumgebung in 2D-Zellkulturen und der Komplexitat von Tiermodellen dar [108]. Die ersten
Anséatze fur eine 3D-Anordnung der Tumorzellen sind Sphéaroide. Diese Modelle kénnen aus
Tumorzellen allein oder in Kombination mit anderen tumorassoziierten Zellen, z. B.
Fibroblasten [109] oder Endothelzellen [110], erzeugt werden. Im Vergleich zur 2D-Zellkultur
ermdglichen Sphéroide Zell-Zell-Kontakte sowie die Bildung einer heterogenen Tumormasse

durch einen Sauerstoff- und Nahrstoffgradienten [111-115]. Spharoide spiegeln jedoch nur
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den Tumor und nicht das gesunde Gewebe wider, in dem sich der Tumor entwickelt. Daher
wird die Interaktion zwischen Tumor und Gewebe nicht ausreichend widergespiegelt, was die
Vorhersagbarkeit bei der Arzneimittelprifung einschrankt. Auferdem konnen topisch
verabreichte Arzneimittel nicht in Spharoiden getestet werden.

Hautmodelle ahmen die Anatomie der menschlichen Haut nach und kénnen daher als
elegantes Modell dienen, um die Entstehung eines Melanoms und seine Behandlung oder die
zellulare und molekulare Wechselwirkung zwischen dem Tumor und den umgebenden
Hautzellen zu untersuchen.

Um allerdings in préklinische Studien eingesetzt werden zu kénnen, missen die Modelle eine
Hochskalierung und Reproduzierbarkeit ermdéglichen. Dies unterstreicht den Bedarf an der
Entwicklung von neuen in vitro Melanom-Modellen.

Im Jahr 2023 befanden sich 1025 Therapien gegen das maligne Melanom in klinischen Phasen
und erforderten eine betrachtliche Anzahl von Tiermodellen fir Wirksamkeits- und
Sicherheitstests in préklinischen Phasen [96]. Die Entwicklung und Verwendung von humanen
3D in vitro Modellen mit integrierten Melanomen wird daher das von Russel und Burch [116]
erstmals beschriebene 3R-Prinzip unterstiitzen, indem die Zahl der Tierversuche in den
préklinischen Phasen der Entwicklung von Anti-Melanom-Therapien reduziert wird.
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1.5. Zielsetzung der Dissertation

Obwohl das maligne Melanom eine der seltensten dermatologischen Malignitaten darstellt und
weniger als 5 % aller Hautkrebserkrankungen ausmacht, ist es gleichzeitig auch die tddlichste
und fir bis zu 90 % aller hautkrebsbedingten Todesfalle weltweit verantwortlich. Dies ist auf
die rasche Entwicklung von Therapieresistenzen und vor allem auf die Neigung zu einer friihen
Metastasierung zuriickzufuhren. Die hohe Aggressivitdit des malignen Melanoms bei
gleichzeitig rasch steigenden Inzidenzen weltweit unterstreicht die Notwendigkeit einer
frlhzeitigen Diagnose und der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien. Allerdings
scheitern 95% [98] der vorher als wirksam beurteilten Substanzen in der spateren Anwendung
in der Klinik, da die in der Praklinik zur Ermittlung der Wirksamkeit von Substanzen
verwendeten Modelle ineffizient sind. Dies unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung von
auf den Menschen (bertragbaren Tumormodellen in der onkologischen Forschung. Die
Entwicklung und Verwendung von humanen 3D in vitro Modellen mit integrierten Melanomen
kann Limitationen bisheriger Modelle tGberwinden und ein Testen von Therapien préklinisch
nahe an der in vivo Situation erlauben. Dadurch kann eine fokussierte Vorauswahl von
Wirksubstanzen erfolgen und gleichzeitig die betrachtliche Zahl der Tierversuche in den
préklinischen Phasen der Entwicklung von Anti-Melanom-Therapien reduziert werden.
Schwerpunkt der Dissertation ist die Entwicklung humaner organotypischer 3D Modelle des
malignen Melanoms als in vitro Testsystem fur die Bewertung der Wirksamkeit von anti-Tumor
Therapeutika.

Hierzu sollen unterschiedlich komplexe Melanom-Modelle, von einfacheren epidermalen bis
hin zu komplexeren epidermal-dermalen Modellen etabliert und charakterisiert werden, die
unterschiedliche  Melanom-Subtypen und  potentielle  Zielstrukturen  potentieller
Wirksubstanzen widerspiegeln und unterschiedliche Tumorstadien reflektieren. Dies soll es
ermdglichen, jegliche wissenschaftliche Fragestellung und spatere Anwendungsgebiete
abdecken zu kénnen. Zudem sollen technische Analyse-Verfahren zur nicht-invasiven
Detektion der Tumor-Formierung, des Therapie-Verlaufes sowie der Evaluierung des Tumor-
Metabolismusses implementiert werden, die — anders als bisherige Standardmethoden - ein
zerstorungsfreies Monitoring maligner Melanome im in vitro Modell erlauben. Des Weiteren
sollen anhand der Gabe von sich in der Klinik im Einsatz befindlicher BRAF-/MEK-Inhibitoren,
sowie einem neuen Anti-Tumor Therapie-Ansatz mit Peptid RDP22 die etablierten Modelle auf
ihre Eignung hin als préklinische Testsysteme zur Wirksamkeits-Testung von anti-Tumor
Therapeutika evaluiert werden. Zuletzt soll die Komplexitat des organotypischen Modells des
Malignen Melanoms durch Integration und Untersuchung des Einflusses von Komponenten

der Tumormikroumgebung gesteigert werden.
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2. Material

Material

Die in dieser Studie verwendeten Chemikalien, Medien- und Pufferzusammensetzungen,

Antikorper, Laborgerate, Materialien, sowie Software sind in den folgenden Tabellen

aufgefihrt.

2.1. Chemikalienliste

Tabelle 1: Liste verwendeter Chemikalien inklusive Herstellerangabe.

Chemikalie

Hersteller

[3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-
iodophenyl)amino]phenyl][3-hydroxy-3-(2S)-2-
piperidinyl-1-azetidinyl]-Methanon (Cobimetinib)

Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml, USA)

0.5% Trypsin/EDTA (10x)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2-Propanol 299.8%

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid
(HEPES), 299.5%

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Accutase® solution

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Aceton

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Activator Bio (System reagent for CEDEX Bio
Analyzer)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

Albumin aus Rinderserum (BSA, Bovine Serum
Albumine)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Antikérperverdinnungslésung

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
GmbH & Co. KG (Hamburg, D)

Calciumchlorid Dihydrat 299% (CacCly)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

CD3 MicroBeads, human

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach,
D)

CellGenix® GMP DC
Medium

CellGenix (Freiburg, D)

Chondroitinsulfat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Descosept AF

Dr. Schumacher GmbH (Malsfeld, D)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Dispase®

Life Technologies Corporation (Grand
Island, NY, USA)
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DMEM (1x) + GlutaMAX™-| Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (4.5 g/L D-Glucose)

Life Technologies Limited (Paisley, UK)

DMEM/F12

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Modified,

without MgCl, and CacCl,, liquid, sterile-filtered)
(PBSY)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (with
MgCl, and CacCly, liquid, sterile-filtered) (PBS™)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 for T

Cell Expansion and Activation

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

AppliChem GmbH (Darmstadt, D)

Entellan®

Merck KGaA (Darmstadt, D)

Eosin 1%, wassrig

Morphisto GmbH (Frankfurt am Main, D)

EpiLife®, Cascade Biologics ™

Life Technologies Corporation (Grand
Island, NY, USA)

Essigsaure, 100%

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Ethanol 299.8%, absolut

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, D)

Fetales Kélberserum (FCS)

Bio & Sell GmbH (Feucht, D)

Ficoll®-Paque Premium

Merck KGaA (Darmstadt, D)

Fluoromount-G™  mit DAPI

Life Technologies Corporation (Grand
Island, NY, USA)

Glucose Bio, test kit for Cedex Bio
Analyzer

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

H.0»

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Hamatoxylin nach Meyer

Morphisto GmbH (Frankfurt am Main, D)

Human Keratinocyte Growth Supplement 100x
(HKGS), Cascade Biologics™

Life Technologies Corporation (Grand
Island, NY,USA)

Human Keratinocyte Growth Factor (KGF)

PeproTech GmbH (Hamburg, D)

IL-2, Human Recombinant

PeproTech GmbH (Hamburg, D)

ISE Deproteinizer Bio (System reagent for
CEDEX Bio Analyzer)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

Kollagenase

SERVA Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, D)

Kollagen type | Losung (10 mg/mL)

TERM, Wirzburg (D)

Lactate Bio, test kit for Cedex Bio
Analyzer

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

L-Ascorbic acid 2-phosphate (AA2P)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

LDH Bio, test kit for Cedex Bio
Analyzer

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)
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Methanol 299%

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

MIA ELISA Kit Human

Abcam (Cambridge, UK)

N-[3-[[5-(4-chlorophenyl)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-
3-yl]carbonyl]-2,4-difluorophenyl]-1-
Propanesulfonamid (Vemurafenib, PLX4032)

Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml, USA)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Normal donkey serum

Merck KGaA (Darmstadt, D)

PBS-Pulver ohne Calcium und Magnesium

Biochrom GmbH (Berlin, D)

Penicillin/Streptomycin, 100x

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

ROTI®Histofix, 4% Formaldehyd

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

ROTI®Plast (Paraffin)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™

Life Technologies Limited (Paisley, UK)

SUPERVision 2
2-Schritt HRP-Polymer-Kit mit DAB
(Diaminobenzidine staining)

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
GmbH & Co. KG (Hamburg, D)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Triton™ X-100 solution

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Trypanblau 0,4%

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

TUNEL Assay Kit - HRP-DAB (TUNEL staining)

Abcam (Cambridge, UK)

Tween® 20

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Versene 1:5000 (1x)

Life Technologies Limited (Paisley, UK)

Xylol >98%

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

2.2. Puffer und L6sungen

Tabelle 2: Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lésungen fir Zellkultur und Histologie.

Puffer/L6sung

Konzentration Zusammensetzung

0.2% Triton™ X-100 Lésung 0.2% (vIv)

Triton™ X-100 solution (100%)
in PBS™ (1x)

, . 1% (viv) Triton™ X-100 solution (100%)
o) ™ _
1% Triton™ X-100 Loésung in PBS- (1x)
2+ 2+
10x PBS- 95.5g/L PBS Pulver (ohne Ca“*/Mg-")
N deO
10x EDTA Stock-Losung (pH 3.72 g/lL EDTA Ethylendiamintetraacetat

8)

in deO

0,
1x PBS/EDTA 0-1% (vIv)

EDTA (500 mM)
in PBS™ (1x)
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10% (v/v)

0.5 % Trypsin-EDTA (10x)

1x Trypsin/EDTA in PBS-/EDTA
; 10% (v/v) H20: (30%)
0, -
3% H20,-LOsung in dbbO
50 g/L SDS
0,
5% SDS in PBS*

Antigen retrieval buffer

10% (v/v)

10x EDTA Stock-Ldsung (pH 8)
in dH.0O

Block-Losung 5% (v/v) !\lormgl donkey serum
in Antikdrper-Verdinnungs-Ldsung
. 44 g/L CaCl;
CaCl; Stock-Losung (300 mM) ¥ in dH,0, steril filtriert
42 mg/mL Citronenséure-Monohydrat
Citratpuffer 10x 17,6 mg/mL Natriumhydrogencarbonat
in deO
Cobimetinib Stock-Ldsung (1 531.35¢g/L Cobimetinib
mM) in DMSO
. 25 mg 25 mg Chondroitin-6-sulfate
Chondroitinsulfat 5 mL In PBS*
. 1071 g/L Dispase
Dispase (2 U/mL) in PBS- (1x)
1% (v/v) FCS
FACS Puffer 0.4% (v/v) EDTA (2 mM)
in PBS™ (1x)
5.625 g HEPES
12.5mg Chondroitinsulfat
T 10 mL PBS-
Gelneutralisationlésung (GNL) 2325 mL DMEM (2x)
7.5mL FCS
pH 8,5
Kollagenase (500U/mL) 263g/mL Kollagenasg 'yophilisiert e
in DMEM high glucose, steril filtriert
R 10 pg/mL KGF
KGF-L6sung in EpiLife
L-Ascorbic acid 2-phosphate 73 mg/mL L-Ascorbic acid 2-phosphate

Stock-Losung (250 mM)

in E1-Medium, steril filtriert

MACS-Puffer

0.5% (v/v)
0.4 % (v/v)

BSA

EDTA (2 mM)

in PBS™ (1x)

pH 7,2 steril filtriert

. 12 g/L Methylcellulose
Methocel-Medium in RPMI
MTT Gebrauchslésung (1 20% (v/v) MTT stock solution (5 mg/mL)
mg/mL) in PBS*
. MTT Pulver
MTT Stock-Lésung (5 mg/mL) 5 mg/mL in dH,0. steril filtriert
: 100 mM Tris
Tris/EDTA Puffer 10 mM EDTA
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in deO
pH 9,0

Vemurafenib Stock-Lésung (10 4.9 mg/mL

mM)

Vemurafenib
in DMSO

Waschpuffer

10% (v/v)
0.05% (v/v)

PBS™ (10x)
Tween® 20
in dH.O

2.3. Zellkulturmedien und Supplemente

Tabelle 3: Zusammensetzung verwendeter Medien und Supplemente in der Zellkultur.

Medium Konzentration Zusammensetzung
88 mM Natriumbicarbonat
2x DMEM 26.6 g/L DMEM Pulver
in ultrapurem Wasser, steril filtriert
CellGenix®-Medium 1% (VIv) Penicillin/Streptomycin
in CellGenix® GMP DC Medium
Penicillin/Streptomycin
FCS
. 0,
DMEM-Medium ié’,/("(%) in DMEM (1x) + GlutaMAX™.-|
° Dulbecco’s Modified Eagle Medium (4.5
g/L D-Glucose)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
DMEM/F12 10% (V/v) FCS
in DMEM/F12
E1-Medium (EpiLife® 2D 1% (VIv) Eig‘;"'”/ Streptomycin
i 0,
Medium) 1% (vv) in EpiLife®, Cascade Biologics ™
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
E2-Medium (EpiLife® 3D 1% (VIv) HKGS
Submerskultur-Medium) 1.44 mM caCl,
in EpiLife®, Cascade Biologics™
1% (vIv) Penicillin/Streptomycin
_ - % (vIv) HKGS
E3-Medium (EpiLife® 3D 1% (v. caCl,
Airlift-Medium) 1.44 mM KGE
10 ng/mL
73 pg/mL AAZP
M9 in EpiLife®, Cascade Biologics ™
E10-Medium (EpiLife® 3D 10% (V/v) Fibrolife®

Fibrolife®

5 ng/mL
5 pg/mL
50 pg/mL
7.5 mM

recombinantes humanes bFGF
recombinantes humanes Insulin
Ascorbinsaure
L-Glutamin
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RPMI-Medium

1 pg/mL Hydrocortison Hemisuccinat
2 % (vIv) FCS

in FibroLife® Basal-Medium
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

10% (v/v)

FCS

in RPMI Medium 1640 (1x) +

GlutaMAX™-|

2.4. AntikGrper

Tabelle 4: Aufzahlung der verwendeten Antikdrper.

Antikorper/Klon  Spezies Verdlinnung Hersteller Artikelnummer
Primare Antikorper
aSMA conjugate . . .
S -Aldrich (St. L
Alexa-Fluor-488  Maus 1:100 M'ng < A)”C (St-Louis,  pa777
(1A4) '
CD-3(F7.2.38)  Maus 1:25 Aglent Dako, Santa Clara 17554
(US)
Cleaved
Caspase-3 . . Cell Signaling Technology,
[Asp175] Kaninchen  1:400 Inc. (Danvers, MA, USA) 70004
(polyclonal)
Collagen IV . Sigma-Aldrich (St. Louis,
(COL-94) Maus 1:500 MO, USA) C1926
Cytokeratin 14 Maus 1-100 Agilent Dako, Santa Clara M7002
(polyclonal) (Us)
Cytokeratin 14 . Sigma-Aldrich (St. Louis,
K h 11 HPA02304
(polyclonal) aninchen 000 MO, USA) 023040
DLL-1 . .
Kaninchen  1:500 Abcam (Cambridge, UK) ab10554
(polyclonal)
: _ BD Biosciences (Franklin
E-Cadherin (36) Maus 1:100 Lakes, NJ, USA) 610181
FAP (EPR20021) Kaninchen 1:100 Abcam (Cambridge, UK) ab207178
Human .
Melan-A Maus 1:50 ?Ca:ro I':grtg AénAerSaS’A';C' M7196
(A103) pineria, ©A,
Melanosome Agilent Dako, Santa Clara
M 1 M 4292
(HMB-45) aus 50 (US) 063429
. Santa Cruz Biotechnology,
MIA (C-10) Maus 1:100 inc. (Dallas, USA) sc-377375
Jagged-1 : Cell Signaling Technology,
K h 1:200 70109T
(DAY1R) aninchen Inc. (Danvers, MA, USA)
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L(SII?G) Kaninchen  1:100 Abcam (Cambridge, UK) ab16667
MITF (C5) Maus 1:500 Abcam (Cambridge, UK) ab80651
N-Cadherin . _ ,
(EPR1792Y) Kaninchen  1:250 Abcam (Cambridge, UK) ab51034
S100B (EP1576Y) Maus 1:500 Abcam (Cambridge, UK) ab52642
Vimentin . . .
(EPR3776) Kaninchen  1:2000 Abcam (Cambridge, UK) ab92547

Sekundare Antikorper
Alexa Fluor® 555 Thermo Fisher Scientific
Donkey Anti- Esel 1:400 GmbH (Waltham, MA, A-31570
Mouse IgG USA)
Alexa Fluor® 555 Thermo Fisher Scientific
Donkey Anti- Esel 1:400 GmbH (Waltham, MA, A-31572
Rabbit 1gG USA)
Alexa Fluor® 647 Thermo Fisher Scientific
Donkey Anti- Esel 1:400 GmbH (Waltham, MA, A-31571
Mouse IgG USA)
Alexa Fluor® 647 Thermo Fisher Scientific
Donkey Anti- Esel 1:400 GmbH (Waltham, MA, A-31573
Rabbit 1gG USA)

FACS-Antikorper

CD25-PE, anti- BioLegend (San Diego,
human (BC96) USA) 302606
CD69-APC, anti- BioLegend (San Diego,
human (FN50) USA) 310909
Isotyp-Kontrolle, . .
anti-mouse IgG1: 3lgl:;gend (San Diego, 400111
k PE
Isotyp-Kontrolle, : .
anti-mouse 1gG1, BioLegend (San Diego, 400119

k APC

USA)
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2.5. Laborgerate

Material

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Laborgerate und deren Hersteller.

Laborgerét

Hersteller

Absaugvorrichtung Integra Biosciences™
Aspiraton device Vacusafe™ + VACUBOY
Handoperator

Integra Biosciences GmbH (Biebertal, D)

Abzug Secuflow

WALDNER Laboreinrichtungen GmbH &
Co. KG (Wangen, D)

Analysewaage

Kern, Balingen-Frommern (D)

Autoklav DX-Bench-top

Systec GmbH (Wettenberg, D)

Autoklav Technoklav

Biomedis Laborservice GmbH (GielRen, D)

Autoklav Varioklav

HP Medizintechnik GmbH
(Oberschlei3heim, D)

BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

CEDEX Bio Analyzer

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

Dampfgarer

Clatronic International GmbH (Kempen,D)

Digitalkamera

Canon, Krefeld (D)

Einbettautomat Microm STP120

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (D)

Eismaschine AF-80

Scotsman Ice Systems (Milano, 1)

Flussigstickstofftank CryoExtra™20

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Fluoreszenz Mikroskop Biorevo BZ-9000

Keyence Deutschland GmbH (Neu-
Isenburg, D)

Gefrierbehélter Mr. Frosty

VWR, Darmstadt (D)

Gefrierschrank MediLine (-20 °C)

Liebherr-International Deutschland GmbH
(Biberach an der Rif3, D)

Gefrierschrank VIP Eco (-80 °C)

PHC Holdings Corporation (Tokio, JP)

HERAtherm™

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Imaging System EVOS™ M5000

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Inkubator BBD 6220

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Impedanzmessgerat: LCR HITESTER
3522-50

HIOKI E.E. Corporation (Nagano JPN)

Kassettendrucker VSP 6001

Vogel GmbH & Co. KG (Fernwald, D)

Kompressionsreaktor

TERM (Wirzburg, D)

Kihlplatte HistoCore Arcadia C

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, D)

Kihlraum (4°)

Viessmann (Allendorf, D)
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Material

MACS® MultiStand with MS and LS
column adapters

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach,
D)

Magnetrihrer IKA® RH basic 2

IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, D)

MediTOM (Prototyp, Eigenentwicklung)

Fraunhofer ISC, CeDeD, (Bronnbach, D)

Mikroplatten Reader: Tecan Sunrise

Tecan (Crailsheim, D)

Mikrotom HistoCore Autocut AS

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, D)

Mikroskop Leica DMil

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, D)

Multi-Channel-Pipette Plus

Eppendorf (Hamburg, D)

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein (Wirzburg, D)

Paraffin Einbettmaschine HistoCore Arcadia H

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, D)

pH Meter FE20

Mettler Toledo GmbH (Giel3en, D)

Photometer Infinite® M Nano

Tecan Group AG (Mannedorf, CH)

Pipetten: 0.5 - 10 pL, 10— 100 pL, 100 —
1000 pL

Eppendorf (Hamburg, D)

Pipettierhilfe: Pipet Boy

Brand, Wertheim (D)

Schaukelplattformschittler KM-2 AKKU

Edmund Bihler GmbH (Bodelshausen, D)

Sicherheitswerkbank Laminar Flow Hood
HERASafe KS 15

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)

Spulmaschine

Miele (Gltersloh, D)

Timer

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)

Trockenschrank

Memmert GmbH + Co. KG (Schwabach,
D)

Gewebe-Wasserbad Type 1052

Gesellschatft fur Labortechnik mbH
(Burgwedel, D)

Wasserbad

Memmert GmbH + Co. KG (Schwabach,
D)

XCelligence ©

Roche Diagnostics (Mannheim, D)

Vortex-Genie®2

Scientific Industries, Inc. (Bohemia, NY,
USA)

XCelligence ®

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

Zentrifuge Heraeus Megafuge 40R

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
MA, USA)
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2.6. Laborausstattung

Tabelle 6: Verwendete Ausstattung und deren Hersteller.

Laborausstattung

Material

Hersteller

Becherglaser

Schott (Mainz, D)

DRS® Dermapen 10mm with 32 needles

DRS Edueo (Berlin, DE)

Edelstahlgussformen zum Einbetten von
Gewebe

Labonord (Mdnchenglattbach, D)

Fettstift

Dako Deutschland GmbH (Hamburg, D)

Kalteschutzhandschuhe

VWR (Darmstadt, D)

Laborflasche: 1 L, 250 mL, 100 mL, 50 mL

Schott (Mainz, D)

Loffelspatel

Hartenstein (Wirzburg, D)

Magnetruhrstab

Hartenstein (Wurzburg, D)

Magnetriihrstdbchen-Angel

Hartenstein (Wurzburg, D)

Messkolben

Schott (Mainz, D)

Objekttragerhalter: Glass, Stainless Steel

Mercateo (Miunchen, D)

Pinzette

Assistent (Sondheim, D)

ReaktionsgefalRestander

NeoLab (Heidelberg, D)

Schutzbrille NeolLab (Heidelberg, D)
Skalpell Bayha (Tuttlingen, D)
Spatel VWR (Darmstadt, D)
Sprihflasche Hartenstein (Wirzburg, D)
Trichter Hartenstein (Wirzburg, D)
Zellkronen TERM (Wirzburg, D)

Zentrifugenréhrchenstander

NeoLab (Heidelberg, D)

2.7.Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Ubersicht iber verwendete Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Aluminiumfolie

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)

Biopsie-Schwammchen

VWR International GmbH (Darmstadt, D)

Cedex Kivetten

Roche Diagnostics (Mannheim, D)

Combitips Plus: 0,5 mL, 1 mL, 2,5mL, 5 mL,

25mL

Eppendorf (Hamburg, D)
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Dreiwegehahn

Material

B. Braun, Melsungen (D)

Deckglaschen: 24 x 60 mm

Menzel-Glaser (Braunschweig, D)

Einbettkassetten

Klinipath (Duiven, NED)

Einweg-Pipetten: 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Entsorgungsbeutel

Hartenstein (Wurzburg, D)

FACS-R6hrchen

Sarstedt (NUmbrecht, D)

Filterpapier

Labonord (M6nchengladbach, D)

Glasplattchen (@12 mm)

Hartenstein (Wurzburg, D)

Handschuhe:
Latex
Nitrile

Cardinal Health (Kleve, D)
Kimberly-Clark (Koblenz, D)

Kryoréhrchen: 1.8 mL

Nunc (Wiesbaden, D)

Luer-Ventil (nadelfrei, abwischbar)

Nordson Medical, Loveland (USA)

MACS® column, sizes MS & LS

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach,
D)

Mikrotomklingen

pfm Medical (K&In, D)

Multiwell-Platten: 6 well, 12 well, 24 well, 96
well

TPP (Trasadingen, D)

Multiwell-Platte 96 well U-Boden

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Objekttrager:
unbeschichtet (26 x76 x1 mm)
Polysine™ (25 x75 x1 mm)

Menzel (Braunschweig, D)
Langenbrinck (Emmendingen, D)

Parafilm®

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D)

Pasteurpipetten

Brand (Wertheim, D)

Pipettenspitzen: 0,5 - 10 uL, 10 — 100 pL,
100 — 1000 pL

Eppendorf (Hamburg, D)

Platte E-plates View 96 and inserts for
XCelligence ©

ACEA Biosciences Inc. (San Diego, USA)

Reaktionsgefalie: 1,5 mL, 2,0 mL

Sarstedt (NUmbrecht, D)

Skalpellklingen, rund

Bayha (Tuttlingen, D)

Spritzen: 5 mL, 10 mL, 20 mL

BD Biosciences (Heidelberg, D)

Steriles Plastik-Reservoir

Kisker Biotech (Steinfurt, D)

Sterilfilter flr Spritzen

Sartorius Stedium Biotech (Gottingen, D)

Wageschale

Hartenstein (Wurzburg, D)

Zellkulturflaschen: 25 cmz2, 75 cm?2, 150 cm?

TPP (Trasadingen, D)

Zellkulturflaschen: 175 cm?

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Zellkulturinserts Cell culture inserts BIO-CERT®,
transluscent inserts for 24 well plate, pore
diameter 0.4 um

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, D)
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Material

Zellkulturinserts ThinCert™,

transluscent inserts for 12 well plate,

pore diameter 0.4 um

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Zellkulturinserts Corning Costar Snapwell inserts ~ Corning (New York, USA)

0.4 um for 6 well plates

Zellkulturplatte Cell culture plates 12 well

Cellstar®

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Zellkulturplatte ThinCert™ deep 12 well

plate with lid

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Zellkulturplatte Corning Costar Snapwell plate 6

well

Corning (New York, USA)

Zellkulturschalen

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Zentrifugenréhrchen: 15 mL, 50 mL

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

2.8. Software

Tabelle 8: Name, Version und Entwickler der verwendeten Software.

Software (Name und Version)

Entwickler

BD CellQuest Pro™ Flow
Cytometry Acquistion

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

BZ-9000 Il Analyzer

Keyence Deutschland GmbH (Neu-lsenburg, D)

BZ-9000 Il Viewer

Keyence Deutschland GmbH (Neu-Isenburg, D)

Citavi 6

Swiss Academic Software GmbH (Wadenswil, CH)

FlowJo 10.7.2

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

GraphPad PRISM 6.0.7.0

GraphPad Software (San Diego, CA, USA)

ImageJ-win32

National Institutes of Health (Bethesda, MD, USA)

Kompressions-Software

TERM (Wirzburg, D)

Leica Application Suit LAS EZ

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH (Wetzlar, D)

MediTOM

Fraunhofer, CeDeD (Wirzburg, D)

Microsoft Office Excel 2021

Microsoft Corporation (Redmond, WA, USA)

Microsoft PowerPoint 2021

Microsoft Corporation (Redmond, WA, USA)

Microsoft Word 2021

Microsoft Corporation (Redmond, WA, USA)

Tecan-i-control™ 1.7

Tecan (Crailsheim, D)

XCelligence ® RTCA Software Pro

ACEA Biosciences Inc. (San Diego, USA)
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Methoden

3. Methoden

3.1. Zellkultur Methoden

Die Verwendung einer laminaren Luftstrom-Sicherheitswerkbank der Klasse Il garantierte,
dass die Zellkultur unter sterilen Bedingungen durchgefihrt wurde. Durch das Tragen von
Handschuhen wurde das Risiko von Verunreinigungen minimiert. Alle fir die Zellkultur
verwendeten Materialien waren steril: wiederverwendbare Materialien wurden autoklaviert,
wahrend selbst hergestellte Puffer, Medien oder Losungen vor der Verwendung steril gefiltert
oder autoklaviert wurden. Fur die Zellkultur wurden alle Lésungen auf 37 °C vorgewarmt.
Zellen wurden taglich mikroskopisch auf Zellwachstum, Dichte und charakteristische
Zellmorphologie Uiberwacht. Zellen sowie Gewebe-Aquivalente wurden bei 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit, 37 °C und 5 % CO: im Inkubator kultiviert. Der Mediumwechsel wurde dreimal
wochentlich durchgefuhrt und das Zellkulturmedium wurde mit 100 U/mL Penicillin und
0,1 mg/mL Streptomycin (P/S) versetzt. Sofern nicht anders angegeben, wurden

Zentrifugationsschritte bei 300x g fur 5 Minuten (Min) bei Raumtemperatur (RT) durchgefihrt.

3.1.1. Isolation von primaren humanen Hautzellen und Herstellung
von Tragerstruktur-Materialien

3.1.1.1. Isolation von Zellen fiir die Gewebe-Aquivalente

Primare humane epidermale Keratinozyten (heKs) und humane dermale Fibroblasten (hdFs)
wurden aus Vorhaut-Biopsaten von juvenilen Spendern gemaf einem zuvor veroffentlichten
Protokoll isoliert [117, 118]. Dies erfolgte nach Zustimmung der Ethikkommission der
Universitat Wirzburg (Zulassungsnummer 182/10 und 280/18) und wurde nach der Erklarung
von Helsinki durchgefuhrt. Proben wurden nur nach der informierten schriftlichen Zustimmung
des/der Erziehungsberechtigten entnommen. Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die Donoren,

die fur die Isolation von priméren Zellen in dieser Arbeit verwendet wurden.
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Tabelle 9: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Donoren fir die /solation humaner epidermaler Keratinozyten
(heKs) und humaner dermaler Fibroblasten (hdFs).

Zellart Donor  Alter des Patienten Tag der Operation
heK 14.016  unbekannt 10.09.2014
heK 15.017  3Jahre 05.08.2015
heK, hdF 17.013  adult 08.05.2017
heK, hdF 18.001 1 Jahr, 8 Monate 16.01.2018
heK, hdF 19.013  1Jahr 30.07.2019
heK, hdF 19.016 11 Jahre 29.08.2019

Vor der Isolierung wurden 5 mL der Biopsietransportlésung (PBS™ mit 1 % Gentamycin) in eine
T25 Zellkulturflasche Uberfiihrt und Gber Nacht (0.N) in einem Inkubator fiir Sterilitatstests
gelagert. Falls die Sterilitdtskontrolle kontaminiert war, wurde die Biopsie am nachsten Tag
verworfen. Andernfalls wurde die Biopsie zum Waschen in eine sterile Petrischale mit PBS*
Uberfuhrt. Fett- und Restbindegewebe aus der Unterhaut wurde mit einem sterilen Skalpell
entfernt, bevor die Biopsie in 2-3 mm breite Gewebestreifen geschnitten wurde. Die
Gewebestreifen wurden mit der Epidermis nach oben in eine Petrischale mit 10 mL
Dispaselosung (2 U/mL) gelegt und 16 bis 18 Stunden (h) bei 4 °C inkubiert, um die
Basalmembran zu verdauen. Nach der Inkubation wurde die Epidermis mit sterilen Pinzetten
von der Dermis abgezogen und beide Teile wurden in separate mit PBS* geflllte Petrischalen

gelegt.

Isolation der heKs

Zur Isolierung der heK wurden die epidermalen Gewebestreifen in PBS™ gesplilt, bevor sie in
3x3 mm grofRe einheitliche Quadrate geschnitten wurden. Die Epidermisstiicke wurden in ein
Zentrifugenrdhrchen mit 10 mL 0,05 %iger Trypsin/EDTA-LOsung Uberfihrt und 5 Min bei
37 °C in einem Wasserbad inkubiert. Die enzymatische Verdauung von Zellkontakten durch
Trypsin/EDTA wurde durch regelmafliges Schwenken und Vortexen mechanisch unterstutzt.
Nach der Inkubation wurde die Trypsin/EDTA-Reaktion durch Zugabe von 10 % FCS gestoppt
und das Herauslosen der Zellen aus dem Gewebeverband wurde durch wiederholte
Resuspension mit einer 10 mL Pipette erzielt. Nachdem die Zellsuspension durch ein Zellsieb
mit 100 ym Porendurchmesser in ein neues Zentrifugenréhrchen dberfuhrt wurde, wurden die
Zellen durch Zentrifugation pelletiert und in E1-Medium resuspendiert. Die Anzahl der
isolierten Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zellz&hlkammer bestimmt (s. 3.1.2.3) bevor

heK in T175 Zellkulturflaschen mit einer Konzentration von 3x10° Zellen/cm? und einem
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Gesamtvolumen von 20 mL E1-Medium fir die Zellexpansion ausgesét wurden. Bei Erreichen
einer Zellkonfluenz von 70-80 % wurden isolierte heK entweder subkultiviert (s. 3.1.2.2) oder

fur die Langzeitlagerung kryokonserviert (s. 3.1.2.4).

Isolation der hdFs

Die hdFs wurden aus dem dermalen Teil der Biopsate isoliert. Dazu wurden die
Gewebestreifen in kleine Stiicke geschnitten, bis sie eine breiige Konsistenz hatten. Die
Stiicke wurden in einem 50 mL-Roéhrchen in Kollagenase (500 U/mL) Uberfuhrt. Dieses wurde
fur 45 Min in das 37 °C warme Wasserbad gelegt und alle 10 Min gevortext. Die verdauten
Dermisstiicke wurden durch Zentrifugation pelletiert, in DMEM-Medium resuspendiert und
anschlieend in einer T75 Zellkulturflasche ausgesat, welche zuvor mit DMEM-Medium
befeuchtet worden war. Am néchsten Tag wurden 6 mL DMEM-Medium vorsichtig in die
Flasche dazu gegeben, um ein Aufschwimmen von Gewebestiicken zu verhindern. In den
darauffolgenden Tagen wuchsen die hdFs aus den Dermisstiicken heraus. Bei Erreichen einer
Zellkonfluenz von 70-80 % wurden isolierte hdFs entweder subkultiviert (s. 3.1.2.2) oder fur
die Langzeitlagerung kryokonserviert (s. 3.1.2.4).

3.1.1.2. Isolation von Kollagen Typ |

Kollagen Typ | (Kol 1) wurde aus Rattenschwéanzen von 8-10 Wochen alten Ratten isoliert.
Nach dem Auftauen wurden diese in PBS™ gewaschen und zur Sterilisation in 70% Ethanol fir
2 Min inkubiert. Nach dem Entfernen der Haut, wurden die Schwéanze in Stlicke von 2 bis 3 cm
Lange gebrochen zur Extraktion der Kollagenfasern. Diese wurden in einem nachsten Schritt
von den restlichen Teilen des Schwanzes abgeschnitten. Fettgewebe, BlutgefaRe und andere
Verunreinigungen wurden folgend aussortiert. Nach wiederholtem Waschen mit PBS™ werden
die Kollagen-Fasern in kleinere Stiicke geschnitten, bei 60 °C getrocknet und das erhaltene
Trockengewicht bestimmt. Daraufhin wurden die getrockneten Fasern in eine sterile
Spinnflasche zusammen mit 100 mL 0,1 % Essigsaure (pH 4) pro Gramm getrockneter Fasern
Uberfuihrt und 7 Tage (d) bei 4 °C geruhrt. Nach erfolgreicher Auflésung des Kollagens, wurde
die Losung in groRRe Zentrifugenflaschen Uberfihrt und fir 1 h bei 14000x g zentrifugiert.
Abschlieend wurde die Kollagenldsung auf 50 mL aliquotiert und bis zur Verwendung bei

4 °C gelagert.
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3.1.1.3. Elektrospinnen von vollsynthetischen hochpordsen 3D-

Polymerfasergeriisten

Die vollsynthetischen hochporésen Polyamid 6 (PA6)-Fasern wurden am Fraunhofer ISC von

Dr. Tobias Weigel mittels Elektrospinnen gemalf einem kirzlich veréffentlichten Protokoll [119]

hergestellt und freundlicherweise fur diese Studie zur Verfligung gestellt.

3.1.2. Zweidimensionale Zellkultur

3.1.2.1. Kultivierung von humanen Melanom- und Krebs-

assoziierten Fibroblasten-Zelllinien

MUG-Mel2 und MUGCCarlyl wurden freundlicherweise von Assoz. Prof. Priv.-Doz. Mag. Dr.

Beate Rinner, Medizinische Universitat Graz (Graz, Osterreich), zur Verfligung gestellt; A11

wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Nicolas Hayward des Queensland Institut for Medical

Research (Brisbane, Australien) zur Verfugung gestellt. Die Melanom-Zelllinien SK-MEL-28

und MeWo wurden von American Type Culture Collection (ATCC) k&uflich erworben und in
RPMI-Medium kultiviert; ebenso die All; MUGCCarlyl dagegen in DMEM/F12 ohne

Phenolrot. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 70-80 % wurden die Zellen entweder

subkultiviert (s. 3.1.2.2) oder fiir die Langzeitlagerung kryokonserviert (s. 3.1.2.4). Tabelle 10

gibt einen Uberblick (iber die verwendeten Zellinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 10: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und ihrer Charakteristika.

Zugrundeliegende

Zelllini Zell ! g n

eiiime ellart Treibermutation Ursprung

All Malignes Melanom BRAFYT, NRASYT  Human, unbekannt
Human,

MeWo Malignes Melanom  CDKN2A Lymphknotenmetastase
(m, 78 Jahre)

. H , K M

MUG-Mel2 Malignes Melanom ~ NRASQ6IR uman, Kutane Metastase
(m, 48 Jahre)

SK-MEL-28 Malignes Melanom BRAFF V6008 Human, Haut (m, 51

Jahre)

Cancer-associated
MUGCCarly1 fibroblasts (CAFs)

Krebs-assoziierte

Fibroblasten

Human, Gallenblase
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3.1.2.2. Passagieren von Zellen

Passagieren mit Trypsin (Melanomzellen, MUGCCarly1, hdF)

Zur Subkultivierung erfolgt nach dem Absaugen des Mediums und dem Spllen mit PBS
/EDTA-LOsung eine 5-7-mindtige Inkubation mit 0.05 % Trypsin/EDTA (T75 4,5 mL, T175
9 mL) im Brutschrank. Nach vollstéandiger Ablésung der Zellen, welches unter dem Mikroskop
beobachtet wurde, wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von 10 % FCS gestoppt, die
abgel6sten Zellen in ein Reaktionsgefald Uberfiihrt und die Zellkulturflasche abermals mit PBS
/EDTA-LOsung gespult. Nach der Zentrifugation fur 5 Min bei 300x g wird das Zellpellet in
einem entsprechend definierten Volumen entsprechendem Mediums resuspendiert.
AnschlieRend erfolgt eine Zellzahlung (s. 3.1.2.3) um eine definierte Aussaat der Zellen
vornehmen zu kénnen; die Anzahl der Passagen (P) erhéht sich dabei um eins. HdFs und
MUGCCarlyl wurden mit einer Dichte von 6600 Zellen/cm?, Melanomzellen mit
3000 Zellen/cm? ausgesat. HAF wurden in P3-P5, MUGCCarlyl in P27-35, SK-MEL28 in
P37/38 und MeWo in P66/67 fur die Versuche verwendet.

Passagieren mit Accutase® (MUG-Mel2, heK)

Zur Subkultivierung der heKs erfolgt nach dem Absaugen des Mediums und dem Spulen mit
PBS" eine 12-15-minitige Inkubation mit 7 mL Accutase®im Brutschrank; im Falle der MUG-
Mel2 3-minditig bei RT. Nach vollstandiger Ablésung der Zellen, welches unter dem Mikroskop
beobachtet wurde, wurden die abgeldsten Zellen in ein Reaktionsgefal3 tberfihrt und die
Zellkulturflasche abermals mit PBS™ gespiilt. Nach der Zentrifugation fur 5 Min bei 300x g wird
das Zellpellet in einem entsprechend definierten Volumen entsprechendem Mediums
resuspendiert. AnschlieBend erfolgt eine Zellzahlung (s. 3.1.2.3) um eine definierte Aussaat
der Zellen vornehmen zu kénnen; die Anzahl der Passagen erhoht sich dabei um eins. HeKs
wurden mit einer Dichte von 4000 Zellen/cm?, MUG-Mel2 mit einer Zellzahl von
17000 Zellen/cm? kultiviert. HeKs wurden in P3 fiir Experimente verwendet, MUG-Mel2 in
P78-83.

3.1.2.3. Zellzahlbestimmung

Zellzahl und Viabilitat wurden durch Trypanblau-Farbung bestimmt. Dieser blaue Farbstoff

passiert nur beschadigte Membranen abgestorbener Zellen, lebende Zellen mit einer intakten

Membran kdnnen ihn nicht absorbieren. Daher ist eine Unterscheidung zwischen lebenden

(weil3en) und toten (blauen) Zellen mdglich.

10 L Zellsuspension, gemischt mit 10 uL 0,4 % Trypanblau (Verdinnungsfaktor = 2), wurden

in den Zwischenraum einer Neubauer-Zellzahlkammer Uberfihrt. Lebensfahige und tote Zellen
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in allen vier Quadranten wurden getrennt gez&hlt und summiert. Die Anzahl der Zellen wurde

mit folgender Gleichung bestimmt:

Zellzahl/mL =cXdXv X f
¢ = gezahlte Zellen/ Anzahl ausgezahlter Quadrate

d = Verdinnungsfaktor; 2
v = Mediumvolumen bei Resuspension
f = Neubauer — Zellzahlkammer — Faktor; 10*

Um die Viabilitat in Prozent zu bestimmen, wurde die folgende Gleichung verwendet:

Lebendzellzahl

X
Gesamtzellzahl 100

Viabilitat =

3.1.2.4. Kryokonservierung von Zellen

Einfrieren von Zellen

Vor dem Einfrieren der Zellen wurde ein Mr. Frosty™ Gefrierbehdlter, der eine
Abkuhlgeschwindigkeit von 1 °C/Min gewahrleistet, auf RT vorgewarmt. Nach Zellablésung
(s.3.1.2.2) und Zellzahlbestimmung (s. 3.1.2.3) wurde die Zelldichte abhangig von den
Zellart-spezifischen Kulturbedingungen auf z.B. 1 x 10° Zellen pro mL (hdF) bzw. 3 x 10° Zellen
pro mL (heK) in zellspezifischem Zellkulturmedium eingestellt, erganzt mit 10 % (v/v) DMSO
und zusatzlich im Falle der Melanom- und Krebs-assoziierten Fibroblasten-Zelllinien 10 % (v/v)
FCS. DMSO wirkt als Kryoprotektivum, das die Bildung von Eiskristallen verhindert, die zu
Zellschaden fuhren wirden. 1 mL der Zellldsung wurde in jedes Kryoréhrchen dosiert. Diese
wiederum wurden in den Mr. Frosty™ sortiert, der sofort in den -80 °C Gefrierschrank gestellt
wurde. Nach 24 h wurden die Kryoréhrchen zur Langzeitlagerung in den Flissigstickstofftank

Uberfihrt oder zur Kurzzeitlagerung bei -80 °C gelagert.

Auftauen von Zellen

Die Zellsuspension wurde schnell in ein Zentrifugenréhrchen durch wiederholtes, aber
schonendes Resuspendieren Uberfuhrt, das mit vorgewarmtem Medium befillt wurde, um
zytotoxische Wirkungen von DMSO zu vermeiden und pelletiert, um alle DMSO-haltigen
Medien zu entfernen. Die Zellen wurden dann in zelltypspezifischem Medium resuspendiert
und in der gewiunschten Dichte in neuen Zellkulturflaschen, befillt mit vorgewadrmtem
zelltypspezifischem Medium, ausgesit. HeK wurden nach dem Auftauen direkt in
Zellkulturflaschen ausgesat ohne zuséatzlichen Zentrifugationsschritt. Am nachsten Tag wurde

ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um abgestorbene Zellen zu entfernen.
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3.1.3. Kultivierung und Fixierung von Zellen auf Glasplattchen

Die Zellen wurden in einem Volumen von 500 uL auf Glasplatichen ausgesat, die in einer
24 well-Platte platziert wurden, und kultiviert, bis eine Konfluenz von etwa 50 % erreicht war.
Nach einem Waschschritt mit PBS*, wurde jedes well mit 500 uL eiskalter 1:1 Ethanol/Aceton-
Mischung bei -20 °C fir 10 Min inkubiert, um die Zellen zu fixieren. Nach dem Absaugen des
Ethanol/Aceton-Gemisches wurde die Platte mit gedffnetem Deckel zum Verdampfen
restlicher Gemisch-Riickstande unter dem Abzug bei RT abgelegt. AnschlieRend wurde die
getrocknete Platte entweder mit Parafilm® versiegelt und bei -20 °C gelagert oder direkt fir die

Farbung verwendet.

3.1.4. Induktion von Krebs-assoziierten Fibroblasten

3.1.4.1. Herstellung von MUG-Mel2-konditioniertem Medium

Um konditioniertes Medium zu erhalten, wurden 3 x 108 MUG-Mel2 in 20 mL RPMI-Medium
jeweils pro T150 Zellkulturflasche ausgesét und fir 3 Tage kultiviert. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 80 — 90 %, wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt. Nach weiteren 48 h wurden
die Uberstande gesammelt und durch einen 0,2 pm Filter gefiltert, um verbleibende
Zelltrimmer zu entfernen. AnschlieRend wurde das konditionierte Medium aliquotiert und bis

zur Verwendung bei — 20 °C gelagert.

3.1.4.2. Aktivierung von humanen dermalen Fibroblasten

Zur Aktivierung von hdFs wurden 3 x 10° Zellen in einer T75 Zellkulturflasche in
DMEM-Medium ausgesat. Nach 3 Tagen Kultur wurden die Fibroblasten entweder mit 10 mL
DMEM- Medium mit 10 ng/mL TGF- [120], 5 mL DMEM-Medium mit 10 ng/mL TGF-$ und
5mL MUG-Mel2- konditioniertem Medium (s. 3.1.4.1) oder nur 10 mL
MUG-Mel2-konditioniertem Medium inkubiert. Nach 48 h wurden die verschiedenen Arten von
aktivierten Fibroblasten mit Trypsin/EDTA abgeldst (s. 3.1.2.2) und fur diverse Experimente

verwendet.
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3.1.5. Generierung aktivierter CD3+ T Zellen [121]

3.1.5.1. Isolation von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

Die fUr diese Studie verwendeten T Zellen wurden aus gesundem Spenderblut isoliert. Die
Blutproben wurden vom Institut fir Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Wirzburg
zur Verfigung gestellt. Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood
Mononuclear Cells; PBMCs) wurden durch Dichtezentrifugation gewonnen. Hierzu wurden
10 mL peripheres menschliches heparinisiertes Blut mit 40 mL RT PBS/EDTA-LOsung
verdinnt; davon wurden 25 mL vorsichtig in ein 50 mL Falcon-Réhrchen auf 20 mL
Ficoll®-Paque Premium-Trennlosung (Dichte 1,077 g/mL) geschichtet. Zur Gewinnung der
PBMCs wurden die Réhrchen 20 Min bei 800x g ohne Bremse bei RT zentrifugiert. Die Losung
trennte sich entsprechend ihrer unterschiedlichen Dichten und bildete vier Phasen; die oberste
Phase - die Plasmaschicht - enthalt Thrombozyten, Chemokine, Hormone und Elektrolyte.
Darunter bilden die PBMCs einen kleinen Ring; die néchste Phase enthielt die
Ficoll®-Trennlésung. Am Boden des Réhrchens sammeln sich polymorphnukleare Zellen und
Erythrozyten. Die PBMCs wurden mit einer sterilen 10-mL-Plastikpipette vorsichtig in ein
neues Rohrchen dberfuhrt, dreimal mit 15 mL PBS/EDTA-L6sung gewaschen und jeweils
10 Min bei 200x g zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 10 mL
RPMI-Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.

3.1.5.2. Immunmagnetische Aufreinigung von PBMC-T Zell-
Untergruppen

Die Isolierung von CD3* T Zellen wird via Miltenyi MicroBeads mittels magnetischer
Zellsortierung (magnetic cell sorting; MACS®) nach den Anweisungen des Herstellers
durchgefuhrt aus frisch isolierten PBMCs. Kurz gesagt, die pelletierten Zellen wurden in 80 pL
MACS®-Puffer mit 20 uL CD3-Beads pro 107 Zellen resuspendiert. Die Mischung wurde 15 Min
auf Eis inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von 1 mL MACS®-Puffer pro 107 Zellen
gewaschen. Je nach Gesamtzahl der Zellen wurde eine groRe (LS, fur 1 x 107 bis
1 x 108 Zellen) oder mittelgroRe (MS, maximale Zellzahl 1 x 10") MACS®-Saule gewahlt, die
an Magneten auf dem MACS®-Board befestigt und mit Puffer benetzt wurde. Die
Zell-Suspension wurde portionsweise in die Séaule gegeben und das Eluat unmarkierter Zellen
nach 3-maligem Waschen mit jeweils 1 bzw. 3 mL MACS®-Puffer gesammelt und verworfen.
Danach wurde die Saule von dem Magneten abgenommen und in ein 15 mL
Zentrifugenrohrchen eingesetzt. Nach Zugabe von 1 mL (MS) bzw. 5 mL (LS) MACS®-Puffer

pro Saule wurde der Kolben sanft durch die Saule gedrickt und die CD3+ T Zellen in dem
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Rohrchen gesammelt. Die isolierten T Zellen wurden gemafl dem RESTORE-Protokoll [122]

in einer Dichte von 1 x 107 Zellen/mL ohne Zugabe zusatzlicher Faktoren flr 48 h kultiviert.

3.1.5.3. Aktivierung der T Zellen

Die Aktivierung von CD3" T Zellen erfolgte mittels anti-CD3/CD28 Dynabeads. Nach
Zentrifugation der Zellen bei 4 °C bei 300x g fur 10 Min wurde die Zellzahl auf eine
Konzentration von 1 x 10%/mL eingestellt und 500 pL/well in eine 48 well-Platte pipettiert. Die
Dynabeads wurden nach Hersteller-Anweisung vorbereitet und in einem Verhéltnis von 1:1 zu
den T Zellen hinzugegeben. Zuséatzlich wurden 100 ng/mL IL-2 hinzugegeben und fur 72 h
inkubiert. Eine Uberprifung der Aktivierung erfolgte mittels FACS-Messung auf die
Aktivierungsmarker CD25 und CD69 hin.

3.1.6. Bestimmung der Proliferationsraten mittels XCelligence®

Das Echtzeit-Zellanalysesystem XCelligence® (real-time cell analysis, RTCA) wurde
verwendet, um den Einfluss verschiedener hdFs (juvenile, adulte, aktivierte hdFs und
MUGCCarlyl) auf die Proliferationsrate von MUG-Mel2 zu bestimmen. Zunachst wurden
100 L RPMI-Medium in eine 96 Well-Viewer-E-Platte gegeben und fir 30 Min bei RT
inkubiert. Dann wurden 1500 MUG-Mel2 in 150 pL RPMI-Medium dazu pipettiert.
AnschlieBend wurden 500 Zellen der verschiedenen Fibroblasten-Arten in 95 yL des
entsprechenden Mediums in Inserts ausgesat, die in die well-Platte gehangt wurden. Als
Kontrolle wurden nur MUG-Mel2 ohne den Einfluss eines anderen Zelltyps verwendet. Dann
wurde die Platte in das XCelligence® eingesetzt, welches im Inkubator verweilt. Am nachsten
Tag und an Tag 4 wurden die Medien gewechselt. Uber die integrierten Elektroden der well-
Platte wurde die Impedanz in jedem well Giber eine Woche hinweg automatisch zu festgelegten
Zeitpunkten gemessen. Die vom Hersteller bereitgestellte XCelligence® RTCA Software Pro
drickt die aufgezeichnete Impedanz u.a. als Zellindex Uber die Zeit aus. Um die
Proliferationsrate der Zellen zu bestimmen, wurde die Steigung der gezeichneten Kurven

berechnet.
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3.1.7. Generierung von dreidimensionalen Gewebe-Aquivalenten

3.1.7.1. Generierung von Tumor-Spharoiden

Zur Generierung von Tumor-Spharoiden, wurden die Melanomzellen zunachst abgeldst und
deren Zellzahl bestimmt (s. 3.1.2.3). Dann wurden 5 x 10° Melanomzellen in ein
Plastik-Reservoir pipettiert, gefolgt von der Zugabe einer Mischung aus 2 mL Methylcellulose
und 8 mL RPMI-Medium. Unter Verwendung einer Mehrkanalpipette wurden 100 yL dieser
Zellsuspension (5.000 Zellen pro mL) in jedes well einer 96 well- Rundbodenplatte (nicht
haftend) pipettiert (500 Zellen pro well). Wahrend der Inkubation fiir 7 d bei 37 °C und 5 % CO:
bildeten die Zellen in jedem well ein Sphéaroid, bestehend aus etwa 500 Melanomzellen. Diese
Tumor-Sphéaroide — mikroskopisch sichtbar — wurden vorsichtig mit einer 1 mL-Pipette mit
abgeschnittener Spitze gesammelt, um eine Zerstérung der Sphéroide zu verhindern und fiir

weitere Experimente eingesetzt.

3.1.7.2. Generierung von epidermalen Gewebe-Aguivalenten

Herstellung gesunder epidermaler Hautaquivalente

Rekonstruierte menschliche Epidermis (Reconstructed Human Epidermis, RHE; open source
reconstructed epidermis, OS-REp) [118] spiegelt nur die 4 epidermalen Schichten der
menschlichen Haut, bestehend aus heKs, wieder. RHE wurden unter Verwendung
verschiedener Arten von héangenden Zellkultur-Inserts generiert. Bei Verwendung von Greiner
ThinCert™-Inserts in einer 12 well-Platte wurden 5 x 10° hEK in 500 yL E2-Medium auf der
transluzenten PET-Insertmembran mit 0,4 um PorengroRe ausgesat, wahrend 3 x 10° hEK in
300 pL E2-Medium auf der PC-Insertmembran der Marke Brand BIO-CERT® mit 0,4 pum
Porengrof3e in einer 24 well-Platte ausgesat wurden. Nach 2 h bei 37°C, in denen sich die
ausgesaten Zellen an der Insertmembran anhaften, wurde ein jedes well mit E2-Medium
befullt. Im Falle der 24 well-Hautaquivalente der Marke BIO-CERT® wurden 1,4 mL
E2-Medium, fur die 12 well-Modelle von Greiner ThinCert™ 1 mL E2-Medium hinzugegeben.
Nach 24 h Submers-Kultur wurden die Modelle an die Luft-Flussigkeits-Grenzflache
(Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt. Hierzu wurde das Medium innerhalb und aufRerhalb des
Inserts abgesaugt, Greiner ThinCert™-Modelle wurden in 12 well-ThinCert™
Deepwell-Platten mit 4,2 mL E3-Medium u(berfihrt, wéahrend Brand BIO-CERT®-Modelle
weiterhin in 24 well-Zellkulturplatten mit 1,4 mL E3-Medium héangend kultiviert wurden. Die
Hautédquivalente wurden fir 21 d kultiviert, in denen dreimal pro Woche ein Medienwechsel

durchgefuhrt wurde.
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Herstellung epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien (Abbildung
4-1)

a) Frihes Tumor-Stadium
Der Aufbau epidermaler Melanom-Modelle (NOS-REp; melanoma open source reconstructed
epidermis) [123] erfolgte analog zur Generierung gesunder Hautaquivalente. Um ein friihes
Tumor-Stadium in den organotypischen Modellen zu repréasentieren, wurde zu der
hEK-Suspension ein fur jede Zelllinie pradefiniertes Verhaltnis an Melanomzellen pipettiert und
die heK-Melanomzell-Suspension dann auf den Inserts ausgesat.

b) Spéates Tumorstadium
Analog zur Generierung gesunder Hautaquivalente erfolgte der Aufbau epidermaler Melanom-
Modelle des spaten Tumorstadiums. Unmittelbar nach Aussaat der hEK-Suspension auf die
Inserts wurden Melanom-Sphéroide in gewlnschter pradefinierter Anzahl gesammelt
(s. 3.1.7.1) und ebenfalls auf den Inserts ausgesat.

3.1.7.3. Generierung von Vollhaut-Aquivalenten auf Kollagen-
Hydrogel-Basis

Herstellung gesunder dermal-epidermaler Hautaquivalente

Das zweischichtige Vollhaut-Aquivalent (Full Thickness Skin Equivalent, FTSE) [117] verflgt
neben der vierschichtigen Epidermis Uber eine dermale Komponente, bestehend aus in
Kollagen Typ | eingebetteten hdFs und wurde, angelehnt an ein bereits verdffentlichtes
Protokoll, generiert.

Um ein massives Schrumpfen als Folge des Matrixumbaus der hdFs des Kollagen-Hydrogels
wahrend der Kultur zu vermeiden, wurden diese in einer eigens dafir entwickelten
Kompressionsanlage plastik-komprimiert. Corning Costar Snapwell Inserts wurden fur die
Generierung von dermalen Komponenten auf Kollagen-Hydrogel-Basis verwendet, deren
Membran, um eine bessere Nahrstoffversorgung zu gewahrleisten, mit einem DRS®
Dermapen perforiert wurden.

Allgemein wurden Kollagen-Hydrogele in einer Konzentration von 10 mg/mL durch
luftblasenfreies Mischen von in 0,1 % Essigsaure geldstem gekiihltem Kollagen (s. 3.1.1.2) mit
gekihlter GNL in einem Verhaltnis von 2:1 hergestellt. Die GNL ist eine Pufferldsung mit
pH 8,5, die 2x DMEM enthéalt, um die hdFs, welche zuvor in jeweiliger bendtigter Konzentration
(4,5x10* pro Modell) in GNL aufgenommen wurden, innerhalb des Hydrogels zu nahren. Durch
Mischen der sauren Essig-Kollagen-Ldsung mit der basischen GNL wird ein Verschieben hin
zu einem neutralen pH-Wertes erzielt, welcher die Polymerisation der Kollagenfasern zu einem

Kollagengel ermdglicht. Das Mischen der beiden Komponenten erfolgte entweder h&ndisch
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mittels Gber einen Dreiwegehahn verbundene Spritzen, deren homogene Mischung tber ein
Luer-Ventil in eine Combitip®-Spritze Uberfiihrt wurde oder halb-automatisch mittels einer
eigens dafur von Lukas Koniger entwickelten Pumpe. Jedes Insert wurde schnell und
luftblasenfrei mit 700 pL der Kollagen-GNL-Mischung befiillt, der Kompressions-Reaktor mit
einem Deckel verschlossen und zur Polymerisation 1 h bei 37°C inkubiert. Die polymerisierten
Hydrogele wurden bis zu einer Endhéhe von etwa 1 mm entweder mechanisch durch einen
Kompressionsmotor komprimiert oder durch Hinzufligen von Gewichten auf den
Kompressions-Reaktor. Nach abgeschlossenem Kompressions-Prozess, wurden die FTSE
mittels Druckluft vom Reaktor gelost und in eine 6 well-Corning® Snapwell-Kulturplatte, beftllt
mit 5 mL DMEM-Medium, gehangt. In den 7 d nach der Praparation wurden die dermalen
Komponenten submers kultiviert und dreimal pro Woche ein Medienwechsel durchgefihrt.
Nach 7 d wurden pro Insert 5 x 10° hEK in 250 uL E10-Medium auf der Dermis ausgesat. Nach
2 h bei 37°C, in denen sich die ausgesaten Zellen anhaften, wurde ein jedes well mit 5 mL
E10-Medium beflllt. Nach 24 h Submers-Kultur wurden die Modelle auf ALI gesetzt und die
Hautaquivalente bei 2,5 mL E10-Medium fur 21 d kultiviert, in denen dreimal pro Woche ein
Medienwechsel durchgefihrt wurde.

Herstellung dermal-epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien
(Abbildung 4-4)

a) Frihes Tumor-Stadium
Der Aufbau dermal-epidermaler Melanom-Modelle auf Kollagen-Hydrogel-Basis erfolgte
analog zur Generierung gesunder dermal-epidermaler Hautdquivalente. Um ein friihes
Tumor-Stadium in den organotypischen Modellen zu reprasentieren, wurde zu der
hEK-Suspension ein fur jede Zelllinie pradefiniertes Verhaltnis an Melanomzellen pipettiert und

die heK-Melanomzell-Suspension dann auf den dermalen Komponenten ausgesat.

b) Spates Tumorstadium
Analog zur Generierung gesunder dermal-epidermaler Hautéquivalente  auf
Kollagen-Hydrogel-Basis erfolgte der Aufbau dermal-epidermaler Melanom-Modelle des
spaten Tumorstadiums. Unmittelbar nach Aussaat der hEK-Suspension auf die dermale
Komponente wurden Melanom-Sphéaroide in gewinschter pradefinierter Anzahl gesammelt

(s. 3.1.7.1) und ebenfalls auf die Dermis ausgesat.

40



Methoden

3.1.7.4. Generierung von Vollhaut-Aquivalenten auf Basis
vollsynthetischer PA6-Fasern

Herstellung gesunder dermal-epidermaler Hautaquivalente (Abbildung 4-10) [119]

Elektrogesponnene PA6-Fasern (s. 3.1.1.3) wurden in Quadrate von 3 cm Kantenlange
geschnitten und in eine Petrischale mit dH-O gegeben. Fur jede Zellkrone wurden zwei Fasern
Ubereinandergelegt eingespannt und mehrmals mit dH.O gewaschen, um restliche
NaCl-Partikel des Spinning-Prozesses zu entfernen. Danach wurden die in Zellkronen
eingespannten Fasern autoklaviert. Da restliche Losungsmittelrickstande in den Fasern
wahrend der Kultur schéadlich fur die Zellen sein kénnten, wurden die in Zellkronen fixierten
Fasern vor der Zellaussaat in 12 well-Zellkulturplatten gesetzt und mindestens 4 Tage in PBS”
inkubiert. HAF wurden mit einer Zelldichte von 4,5x10* pro Modell auf die Scaffolds ausgesat
in 1,5 mL DMEM-Medium supplementiert mit 500 uM Ascorbinsaure-2-Phosphat (ascorbic
acid 2-phosphate, AA;P). Die Kultur wurde fir zwei Wochen mit drei Medienwechseln pro
Woche durchgefiihrt. Nach zwei Wochen wurden jeweils zwei dermale Komponenten
aufeinandergelegt und auf ein Greiner ThinCert™, aus dem die Insertmembran entfernet
wurde, gespannt und in eine Greiner Deepwell-Platte, geflllt mit 4,2 mL E10-Medium, gesetzt.
Danach wurden auf der Dermis hEK mit einer Zelldichte von 6x10° pro Modell in E10-Medium
ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte der ALI, an den sich eine dreiwtchige Gewebereifung mit

Medienwechseln dreimal pro Woche anschloss.

Herstellung dermal-epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien
(Abbildung 4-10)

c) Frihes Tumor-Stadium
Der Aufbau dermal-epidermaler Melanom-Modelle auf Basis der PA6-Fasern erfolgte analog
zur Generierung gesunder dermal-epidermaler Hautdquivalente. Um ein frihes
Tumor-Stadium in den organotypischen Modellen zu repréasentieren, wurde zu der
hEK-Suspension ein fur jede Zelllinie pradefiniertes Verhaltnis an Melanomzellen pipettiert und

die heK-Melanomzell-Suspension dann auf den dermalen Komponenten ausgesat.

d) Spates Tumorstadium
Analog zur Generierung gesunder dermal-epidermaler Hautaquivalente auf Basis der
PAG-Fasern erfolgte der Aufbau epidermaler-dermaler Melanom-Modelle des spaten
Tumorstadiums. Unmittelbar nach Aussaat der hEK-Suspension auf die dermale Komponente
wurden Melanom-Sphéroide in gewlinschter pradefinierter Anzahl gesammelt (s. 3.1.7.1) und

ebenfalls auf die Dermis ausgesat.
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3.2. Messunqg der zellularen Aktivitat

3.2.1. MTT Zellviabilitats-Assay

Die Viabilitat von Zellen oder Gewebe-Aquivalenten wurde mittels MTT-Assay bestimmt. Das
Prinzip dieses Endpunkt-Assays ist die mitochondriale Reduktion des gelben wasser-l6slichen
Tetrazoliumfarbstoffs MTT zu blauem unldslichem Formazan-Salz durch metabolisch aktive
Zellen [124, 125]. Zur Bestimmung der Viabilitat wurden Zellen in 2D in vorgewarmter
MTT-L6sung (1 mg/mL in PBS*) fur 1 h bei 37 °C inkubiert, wahrend Gewebemodelle in
MTT-L6sung fur 3 h bei 37 °C inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurde die MTT-L&sung
verworfen und der violette Formazan-Niederschlag wurde in 2 mL Isopropanol fir die
guantitative Analyse herausgeldst. Die kolorimetrische Quantifizierung wurde Uber
Absorptionsmessungen bei 570 nm mit dem Spektralphotometer Tecan Infinite 200
durchgefuhrt. Die Proben wurden, sofern nicht anders angegeben, in biologischen Triplikaten
mit jeweils technischen Duplikaten gemessen. Die Extinktionswerte wurden auf eine
Blindreferenz (Isopropanol) bezogen und auf die unbehandelten Replikate jeder Gruppe

normalisiert.

3.2.2. Bestimmung der Metabolit-Konzentration

Photometrische Messungen von Metaboliten in den Zellkulturiberstdnden kénnen Aufschluss
geben Uber Zellaktivitat, zellulare Integritdit und Lebensfahigkeit der Zellen und
Gewebe-Aquivalente. Glukose- und Laktatkonzentrationen sowie
Laktatdehydrogenase (LDH)-Freisetzung in das Zellkulturmedium wurde mit dem Cedex Bio
Analyzer gemessen. Die Durchflihrung erfolgte in biologischen Duplikaten oder Triplikaten
nach Herstellerangabe. Der Glukoseverbrauch (in mM) wurde berechnet, indem die
gemessene Glukosekonzentration in den Zellkulturiiberstanden vom Wert des jeweiligen
Referenzmediums abgezogen wurde. Da Laktat ein Produkt des Glukosestoffwechsels ist,
wurde die Laktatproduktion (in mM) ebenfalls in Bezug auf den Wert des jeweiligen
Referenzmediums berechnet. LDH, ein intrazellulares Enzym, katalysiert die Umwandlung von
Pyruvat zu Laktat, unter anaeroben Bedingungen. Da die Konzentration von LDH (in U/L) im
Zellkulturiiberstand normalerweise unterhalb des Testbereichs von 20 U/L liegt und dieses nur
im Falle einer Ruptur der Zellmembran freigesetzt wird, ist ein LDH-Spiegel oberhalb von
20 U/L ein Mal3 fur den Verlust der Zellvitalitat.
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3.2.3. Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Mikroskopie

Die Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Mikroskopie (2-P FLIM) ist eine
nicht-invasive metabolische Bildgebungstechnik, die den Zell- und Tumor-Metabolismus in
Echtzeit durch Detektion endogener Fluorophore untersucht und wurde auf einem
kundenspezifischen Multiphotonensystem durchgefiihrt [126—128]; sowohl die Messungen als
auch die Auswertung und Berechnung der gewonnenen Daten erfolgte durch Michael G.
Monaghan und Nuno G. B. Neto vom Department of Mechanical, Manufacturing and
Biomedical Engineering und Centre for Biomedical Engineering des Trinity College Dublin,
sowie dem Advanced Materials and Bioengineering Research Centre (AMBER) des Royal
College of Surgeons in Ireland and Trinity College und dem CURAM, Centre for Research in
Medical Devices der National University of Ireland [123]. Kurz gesagt wurde die Zwei-
Photonen-Anregung der Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid(phosphat) (NAD(P)H) und Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) Fluoreszenz mit 760 nm bzw. 800 nm durchgefihrt. Es wurden
mindestens 3 Bilder fur jedes Modell aufgenommen. Danach wurden Regionen von Interesse
(ROI) ausgewahlt und der NAD(P)H-Fluoreszenzzerfall bzw. die FAD*-Fluoreszenzintensitat
analysiert. Mit folgender Gleichung ist es mdglich, das optische Redoxverhaltnis (optical redox
ratio, ORR) zu bestimmen:

NAD(P)H

ORR =
NAD(P)H + FAD*

3.3.MIA ELISA-Assay

Um die Menge an humanem Melanoma Inhibiting Activity (MIA), einem prominenten Marker
des malignen Melanoms, im Medium zu messen, wurden Uberstande gesammelt und bis zur
Messung bei -80°C eingefroren. Das Prinzip des enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) ist die Streptavidin-Biotin-Interaktion. Das an eine mit Capture-Antikdrpern
beschichtete Platte gebundene Antigen wird durch einen biotinylierten Detektionsantiktrper
nachgewiesen. Nach Zugabe der Streptavidin-gekoppelten Meerrettichperoxidase (horse
radish peroxidase, HRP) und des Chromogens Tetramethylbenzidin (TMB) andert sich die
Farbe der Lésung entsprechend der Menge an MIA.

Der ELISA wurde unter Verwendung eines Kits von abcam gemafl den Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Als Standardkurve wurden Standardproben (0, 15,6, 31,2, 62,5, 125,
250, 500, 1000 pg/mL MIA) in einer seriellen Verdinnung hergestellt. Es wurden 100 pL der
(un)verdinnten Probe und des Standards zu der vorbereiteten 96 well-Platte hinzugefiigt und
bei 37 °C fur 90 Min inkubiert. Dann wurden 100 pL des 1X biotinylierten anti-Human MIA
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Antikorpers in jedes well gegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
wurden 100 pL der 1X Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex-Ldsung in jedes well pipettiert und
fur 30 Min bei 37 °C inkubiert. Nach flunfmaligem Waschen wurden alle weiteren
Inkubationsschritte im Dunkeln durchgefihrt. 90 pL TMB color developing agent wurden in
jedes well gegeben. Nach 20-25 Min Inkubation bei 37 °C wurden 100 uL TMB Stopplésung

pro well hinzugegeben und die optische Dichte bei 450 nm bestimmt. Jede Probe wurde in
Duplikaten gemessen.

3.4. Durchflusszytometrische Analyse

Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer BD
Accuri™ C6 Plus durchgefiihrt. Zunachst wurden die Zellen in FACS-Puffer (fluorescence
activated cell sorting, FACS) resuspendiert und bei 350x g fur 3 Min zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die Zellen durch Zugabe von 50 pL
FACS-Puffer plus 1 pL des jeweiligen FACS-Antikbrpers angefarbt (Tabelle 4). Die
Antikorperinkubation erfolgte fiir 30 Min auf Eis, bevor die Zellen dreimal mit FACS-Puffer
gewaschen wurden, um ungebundene Antikérperkonjugate zu entfernen. AbschlieRend
wurden die Zellen in 500 pL FACS-Puffer resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen
Analyse auf Eis gelagert. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit der Software FlowJo
10.7.2.

3.5. Nicht-invasives Monitoring maligner Melanome

3.5.1. MediTOM

Gemeinsam mit dem Zentrum fir Gerdte- und Anlagenentwicklung (Center of Device
Development, CeDeD) wurde das optische Messsystem ,MediTOM® welches die
Beobachtung von pigmentierten Tumorzellclustern mittels Durchlicht im
Schattenwurfverfahren ermaoglicht, entwickelt. Es erlaubt in-vitro Modelle des malignen
Melanoms automatisiert zu analysieren und die Veranderungen an den Zellen digitalisiert zu
erfassen. Das MediTOM wurde dazu verwendet Tumorprogression und -regression
zerstorungsfrei und voll-automatisch zu detektieren. Aufgenommene Bilder wurden mittels

ImageJ analysiert.
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3.5.2. Optische Koharenz-Tomographie

In Kooperation mit dem Fraunhofer IKTS wurde die Optische Koharenz-Tomographie (optical
coherence tomography, OCT) in das bestehende Methoden-Spektrum implementiert. Dieses
Analyse-Verfahren ermdglicht eine tomografische Aufnahme/Querschnitt des gesamten
Modells. Zudem erlaubt es das OCT die Pro- und Regression nicht-pigmentierter Melanome
in den organotypischen Melanom-Modellen zu beobachten. Die tomografischen Aufnahmen

wurden durch Dr. Jérg Opitz und Luise Schreiber durchgeftihrt.

3.6. Methoden zur histologischen Analyse der Gewebe-Aguivalente

3.6.1. Paraffineinbettung, Schnittpraparation, Entparaffinierung und
Rehydrierung von Paraffinschnitten

Fir die Mikroskopie werden diinne, durchscheinende Schnitte bendtigt. Hierfir wurden durch
Einbetten der Proben in Paraffin schnittfahige Strukturen erhalten [129, 130].

Gewebe-Aquivalente wurden mit 4 % PFA bei RT fur 2 h fixiert, zwischen zwei
Biopsieschwammchen in eine Kunststoffkassette positioniert, die bis zum Beginn des
Einbettungsprozesses in dH>O aufbewahrt wurden. Die Proben wurden automatisch durch das

automatisierte Paraffin-Infiltrationsprotokoll (Tabelle 11) G.N. verarbeitet.

Tabelle 11: Paraffin-Infiltrationsprotokoll der Einbettstation.

Prozess Zeit Losung
Abwaschen des Fixiermittels 1lh dH20
1h 50 % (v/v) Ethanol
1h 70 % (v/v) Ethanol
. 1h 80 % (v/v) Ethanol
Dehydrierung der Probe 1h 96 % (v/v) Ethanol
1h 2-Propanol |
1h 2-Propanaol li
1h 1:1 2-Propanol:Xylol
Entfernung des Alkohols 1h Xylol |
1h Xylol 11
I o 15h Paraffin |
Infiltration von Paraffin in die Probe 15h Paraffin Il

AnschlieBend wurden die Gewebe-Aquivalente halbiert und mit der Schnittseite nach unten in
einer Edelstahlgussform in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden mit einem Mikrotom
4 bzw. 10 um dicke Schnitte angefertigt, welche zum Glatten in ein 50 °C warmes Wasserbad

und schlieBlich auf Objekttrager Uberfihrt wurden, die bei 37 °C 0.N. getrocknet wurden.
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Unmittelbar vor der Farbung mussten die in Paraffin eingebetteten Schnitte entparaffiniert und
rehydriert werden. Daher wurde nach einer einstiindigen Inkubation bei 60 °C zum Schmelzen
des Paraffins der Entparaffinierungs- und Rehydratisierungsprozess wie in Tabelle 12 gezeigt

durchgefihrt.

Tabelle 12: Absteigende Alkoholreihe zur Entparaffinierung und Rehydrierung.

Prozess Zeit Losung
- 10 Min Xylol |
Entparaffinierung 10 Min Xylol Il
1 Min 96 % (v/v) Ethanol |
: 1 Min 96 % (v/v) Ethanol Il
Rehydrierung 1 Min 70 % (v/v) Ethanol
1 Min 50 % (v/v) Ethanol

Schwenken, bis keine Turbulenzen mehr dH,O
erkennbar sind

3.6.2. Dehydrierung von Paraffinschnitten und Einbetten von Proben

Nach jedem Farbeprozess wurden die in Paraffin eingebetteten Proben unter Verwendung
einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle 13) dehydriert, in Entellan® und mit einem

Glasdeckglaschen eingedeckelt.
Tabelle 13: Aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydrierung.

Prozess Zeit Losung
Dehydrierung 1 Min 70 % (v/v) Ethanol
2 Min 96 % (v/v) Ethanol
5 Min 2-Propanol |
5 Min 2-Propanoal Il
5 Min Xylol |
5 Min Xylol 1l

3.6.3. Hamatoxylin- und Eosin-Farbung

Fir einen allgemeinen Uberblick tber die Zell- und Gewebemorphologie wurde eine
Hamatoxylin- und Eosin (HE)-Farbung durchgefiihrt (Tabelle 14). Durch Bindung basophiler
Strukturen wie DNA farbt der violette Farbstoff Hamatoxylin Zellkerne blau. Im Vergleich dazu

farbt der rosafarbene Farbstoff Eosin acidophile, also zytoplasmatische Strukturen, rot [130].
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Tabelle 14: HE-Farbeprozess.

Prozess Zeit Losung

6 Min Hamatoxylin

Farbung der Zellkerne bis keine Farbe mehr ausgewaschen wird dH0

Leitungswasser
(flieRend)

Farbung des Cytoplasmas 6 Min Eosin
und der Extrazellularmatrix ~ bis keine Farbe mehr ausgewaschen wird dH.0

Blauen 5 Min

3.6.4. Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Das Prinzip von Immunhistochemie (IHC) und Immunfluoreszenz (IF) ist der Nachweis
spezifischer Antigene mit Primarantikdrpern, deren fragmentkristallisierbare (Fc-) Region von
Sekundarantikdrpern einer anderen Spezies gebunden werden kann. Bei IHC sind diese
Sekundarantikorper mit der HRP verbunden, die die Oxidation des Substrats DAB
(3,3’-Diaminobencidin) und die Bildung eines braun gefarbten Oxidationsprodukts vermittelt.
Im Vergleich dazu sind bei IF Sekundarantikérper an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden,
der fluoreszenzmikroskopisch mit einer dem Fluoreszenzfarbstoff entsprechenden

Anregungswellenlange nachgewiesen werden kann [130].

3.6.4.1. Immunhistochemie

In Tabelle 15 ist der Prozess einer IHC dargestellt.
Tabelle 15: Prozess der IHC.

Prozess Zeit Loésung

Antigen retrieval:

Enzymatisch (RT) 12 Min abhangig vom verwendeten

Hitze-induziert (90-100 °C) 15 Min Antikorper (Tabelle 4)

Waschen 5 Min Waschpuffer
3% (V/V) HzOz
BIockgn endogener 10 Min
Peroxidasen
Waschen 5 Min Waschpuffer
Blocken 30 Min 5 % (v/v) BSA
Marki [ 2 h RT oder 4 °C . .
ar .|§rung emes . Primarantikorper (Tabelle 4)
spezifischen Antigens U.N.
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Waschen 5 Min (3x) Waschpuffer
10 Min DCS Polymer Enhancer

Waschen 5 Min (3x) Waschpuffer
g’ 20 Min DCS HRP Polymer Reagenz
§ Waschen 5 Min (3x) Waschpuffer
£ 30 Sek - 7 Min DAB

Waschen 5 Min Waschpuffer

Farbung der Zellkerne 6 Min Hamatoxylin

Blauen 5 Min Leitungswasser (flieRend)

Auf Glasplattchen ausgesate Zellen wurden einmal mit PBS™ fiir 5 Min gewaschen, gefolgt von

einem Waschschritt mit Waschpuffer fir 5 Min und dann direkt mit den primaren Antikbrpern

inkubiert. Danach wurde wie in Tabelle 15 beschrieben vorgegangen.

3.6.4.2. Immunfluoreszenz

In Tabelle 16 ist die Prozedur der IF dargestellt.

Tabelle 16: Prozedur der IF.

Prozess Zeit Losung
Antigen retrieval: o
Enzymatisch (RT) 12 Min abhangig vom verwendeten
Heat-induced (90-100 °C) 15 Min Antikorper (Tabelle 4)
Waschen 5 Min Waschpuffer
Blocken 60 Min 5 % (v/v) BSA
0
Blocken 20 Min 5 % (vlv) Serum
U.N. (4 °C) Prim&rantikorper (Tabelle 4)
é Waschen 5 Min (3x) Waschpuffer
é 60 Min Sekundarantikorper (Tabelle 4)
E  Waschen 5 min Waschpuffer
AnschlieRend wurden die Proben direkt mit Fluoromount-G™, das

4’ ,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) enthdlt, zur Gegenfarbung der Zellkerne fixiert und mit

Glasdeckglaschen eingedeckelt.
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Auf Glasplattchen ausgeséate Zellen wurden mit PBS™ fir 5 Min gewaschen, mit 0,02 %
Triton X-Permeabilisierungslésung inkubiert, gefolgt von einem Waschschritt mit Waschpuffer
fur 5 Min und dann direkt mit den primaren Antikdrpern inkubiert. AnschlieRend wurde wie in

Tabelle 16 beschrieben vorgegangen.

3.6.5. TUNEL-Farbung

Fur den In-situ-Apoptose-Nachweis in Gewebe-Aquivalenten wurde die Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL)-Farbung an histologischen
Querschnitten verwendet. Das Prinzip dieser Farbung basiert darauf, dass mit dem Enzym
terminale Desoxynukleotidtransferase (TdT) DNA-Briiche nachgewiesen werden kdnnen, die
wahrend der DNA-Fragmentierung in der Endphase der Apoptose auftreten. TdT bindet
Biotin-markierte Desoxynukleotide an den 3'-Hydroxyl-Terminus von DNS-Briichen. In einer
Folgereaktion erméglicht es die Bindung von Biotin an HRP-gekoppeltes Streptavidin. Die
DNA-Fragmentierung kann durch Zugabe von DAB als chromogenes HRP-Substrat durch
enzymatische Bildung eines braunen unloslichen Niederschlags an der HRP-Bindungsstelle
lichtmikroskopisch sichtbar gemacht werden [131]. Die TUNEL-Farbung wurde mit dem
TUNEL Assay Kit — HRP-DAB gemall dem Protokoll des Herstellers an histologischen
Querschnitten von 10 uym Dicke auf polylysinbeschichteten Objekttragern durchgefihrt; das
Vorgehen ist in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Prozess der TUNEL-Farbung.

Prozess Zeit Losung

Permeabilisierung der Probe 20 Min Proteinase K

Waschen 5 Min Waschpuffer

Blocken endogener Peroxidasen 5 Min 3 % (v/v) H20-

Waschen 5 Min Waschpuffer

Aquilibrierung 30 Min Aquilibrierungspuffer
Markierungsreaktion 90 Min :/IdaTrkierungsreaktionsmischung
Waschen 5 Min Waschpuffer

Beendigung der . Stoppuffer (vorgewarmt auf 37
Markierungsreaktion > Min °C)

Waschen 5 Min Waschpuffer

Blocken 10 Min Blockpuffer

Detektion 30 Min 1x Konjugatlésung

Waschen 5 Min Waschpuffer
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DAB-Inkubation 15 Min verdiinnte DAB-L6sung
Waschen dHz0

1-3 Min Methylgrin-Gegenfarbungslésung
Gegenfarbung 2-4x Ethanol (2x)

Eintauchen Xylol (1x)

3.7. Anwendung organotypischer Modelle des malignen Melanoms
als préklinische Testsysteme

3.7.1. Zielgerichtete Behandlung des malignen Melanoms

3.7.1.1. Zielgerichtete Behandlung von Melanomzellen

Zur zielgerichteten medikamentdsen Melanom-Behandlung in 2D wurden SK-MEL-28
(1,5x10% Zellen in 500 yL RPMI-Medium), MeWo (1,5x10* Zellen in 500 uL RPMI-Medium) und
hEK (2x10* Zellen in 500 yL E1-Medium) in eine 24 well-Zellkulturplatte am Tag vor der
Arzneimittelapplikation ausgesat. Die Arzneimittelapplikation wurde systemisch am Tag nach
der Zellaussaat durchgefuhrt. Vemurafenib, Cobimetinib oder eine Kombination aus beiden
wurde dafur im jeweiligen Zellkulturmedium in definierten Konzentrationen gel6st und wahrend
des Medienwechsels auf die Zellen appliziert. Die Zellen wurden in dem mit Arzneimittel
erganzten Medium fir 24 h, 48 h und 72 h unter Standardkulturbedingungen inkubiert; die

Arzneimittelapplikation wurde nach 48 h Inkubation wiederholt.

3.7.1.2. Zielgerichtete Therapie von 3D Modellen des malignen
Melanoms

Die zielgerichtete medikamentdse Melanom-Behandlung in 3D wurde an d21 nach ALI mit
Modellen der Marke Brand BIO-CERT® systemisch durchgefiihrt. Vemurafenib, Cobimetinib
oder eine Kombination aus beiden wurden in definierten Konzentrationen in E3-Medium geldst
und wéhrend des Medienwechsels systemisch zu den Modellen gegeben. Die Zellen wurden
in dem mit Arzneimittel supplimierten Medium fur 72 h unter Standardkulturbedingungen

inkubiert; die Arzneimittelapplikation wurde nach 48 h wiederholt.
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3.7.2. Anti-Tumor-Therapie mit Peptid RDP22

Das Peptid R-DIM-P-LF11-322 (RDP22) wurde freundlicherweise von Assoz. Prof. Priv.-Doz.
Mag. Dr. Beate Rinner und Assoz. Prof. Dipl.-Ing. Dr. techn. Dagmar Zweytick, Medizinische
Universitat Graz (Graz, Osterreich), zur Verfiigung gestellt. Es wurde in 0,1 % Essigsaure in
einer Konzentration von 3 mg/mL geldst und bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.

Die Behandlung von Melanom-Modellen mit dem anti-Tumor Peptid RDP22 [132] erfolgte an
Greiner ThinCert™-Modellen an d1 und d2 nach ALI. Es wurden jeweils 50 ug RDP22 topisch

aufgetragen.
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4. Ergebnisse

Um humane organotypische 3D Modelle des malignen Melanoms zu etablieren und ihre
Anwendbarkeit als praklinische Testsysteme fir die Bewertung der Wirksamkeit von
anti-Tumor Therapeutika zu bewerten, wurde diese Studie in vier Themenbereiche unterteilt.
Der erste Teil fokussiert sich auf die Etablierung unterschiedlich komplexer Melanom-Modelle,
die verschiedene Melanom-Subtypen, mogliche Zielstrukturen potentieller Wirkstoffe und
verschiedene Stadien des Tumors reflektieren. Bei der Charakterisierung der etablierten
Modelle lag der Fokus auf histologischen und immunhistochemischen Analysen beziglich der
Expression tumor-relevanter Marker und der Interaktion mit der Mikroumgebung. Um eine
Korrelation zur in vivo Situation bewerten zu kdonnen, wurden die etablierten in vitro Modelle
hinsichtlich  der  Expression  klinisch  relevanter melanom-assoziierter  Marker
immunhistochemisch im Vergleich zu Patientengewebe analysiert.

Der zweite Abschnitt beinhaltet die Implementierung eines zerstdérungsfreien Monitorings
maligner Melanome im in vitro Modell. Hierflr wurden drei technische Analyse-Verfahren zur
Detektion der Tumor-Formierung, des Therapie-Verlaufes sowie der Evaluierung des
Tumor-Metabolismusses etabliert.

Im dritten Themenbereich erfolgt die Evaluierung der Eignung als praklinisches Testsystem
zur Wirksamkeits-Testung von anti-Tumor Therapeutika. Dies erfolgte anhand der Gabe von
etablierter anti-Tumor Therapeutika, der sich in der Klinik im Einsatz befindlichen
BRAF-/MEK-Inhibitoren Vemurafenib und Cobimetinib, sowie der Validierung in der
préklinischen Therapieentwicklung mittels einem neuen Anti-Tumor Therapie-Ansatz mit
Peptid RDP22.

Der letzte Abschnitt thematisiert die Steigerung der Komplexitat des organotypischen Modells
des malignen Melanoms durch Integration und Untersuchung des Einflusses von

Komponenten der Tumormikroumgebung.

4.1. Entwicklung humaner organotypischer 3D Modelle des malignen
Melanoms

Zur Entwicklung auf den Menschen Uubertragbarer Tumormodelle, die ein Testen von
Therapien praklinisch nahe an der in vivo Situation erlauben, wurden epidermale (4.1.1;
hinsichtlich der Nomenklatur wurde ,,open source reconstructed epidermis® fir gesunde und
.,melanoma open source reconstructed epidermis® fur epidermale Melanom-Modelle
festgelegt, wobei u.a. die verwendete Melanom-Zelllinie hochgestellt wurde), sowie auf
unterschiedlichen Matrices dermal-epidermale (s. 4.1.2 und 4.1.5; bezlglich der Nomenklatur
wurde sich fur ,full thickness skin equivalent® fir gesunde und ,melanoma full thickness skin

equivalent fur dermal-epidermale Melanom-Modelle entschieden, wobei u.a. die verwendete
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Melanom-Zelllinie hochgestellt wurde) humane organotypische 3D Modelle des malignen
Melanoms etabliert, die unterschiedliche Melanom-Subtypen und Zielstrukturen potentieller
Wirksubstanzen (s. 4.1.3) widerspiegeln sowie unterschiedliche Tumorstadien reflektieren.
Diese wurden anschlieRend anhand der Expression tumor-relevanter Marker charakterisiert
(Abbildung 4-3 und Abbildung 4-5), bezlglich der Interaktion mit der Mikroumgebung

analysiert (s. 4.1.4), sowie hinsichtlich einer Korrelation mit der in vivo Situation bewertet.

4.1.1. Etablierung und Charakterisierung epidermaler Melanom-
Modelle

Zur Herstellung epidermaler Melanom-Modelle (MmOS-REp; melanoma open source
reconstructed epidermis) verschiedener Stadien der Tumor-Entwicklung wurden Melanom-
Sphéroide (s. 3.1.7.1) fur das spate Tumorstadium bzw. Melanomzellen in Einzelsuspension
fur das frihe Tumorstadium zusammen mit Keratinozyten in einem vordefinierten Verhaltnis
auf Polycarbonat-Membran-Inserts ausgesat (Abbildung 4-1 A). Das optimale Verhaltnis von
Melanomzellen und Keratinozyten wurde fir jede Zelllinie individuell, durch Auswertung
verschiedener Aussaatverhéltnisse ermittelt, die von 1:25 tber 1:50 bis 1:100 reichten (es wird
lediglich das optimale Verhdltnis gezeigt). Dies ermoglichte die Bildung von Tumornestern, die
physiologischerweise von der Basalschicht einer gut geschichteten Epidermis ausgehen.
Suboptimale Verhéltnisse wirden dazu fluhren, dass Melanomzellen in den Modellen nicht
detektiert werden kdnnten oder im Gegensatz dazu das Modell von Melanomen Uberwuchert
wird. Die ausgesaten Zellen wurden 24 h lang submers inkubiert, bevor die Modelle an die
Luft-Flussigkeits-Grenzflache gesetzt und bis d21 unter Standardkulturbedingungen kultiviert
wurden, um die Reifung der Epidermis und die Melanombildung zu ermdglichen.
Makroskopisch erscheinen nach 21 Tagen Kulturzeit gebildete Mikrotumore der Zelllinie
MUG-Mel2 im Modell als dunkle Flecken (Abbildung 4-1 B). mOS-REP weisen eine raue und
unebene Modelloberflache mit sichtbaren pigmentierten Melanomclustern auf, die tUber das
gesamte Modell verteilt sind. Im spaten Tumorstadium sind deutlich grof3ere Tumornester
sichtbar. Melanom-Spharoide der Zelllinie MUG-Mel2 weisen im Phasenkontrastmikroskop
das Erscheinungsbild eines kugelformigen Zellaggregats auf (Abbildung 4-1 C 1), welches im
Inneren kompakter und dichter erschien. Querschnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt, um einen morphologischen Uberblick tiber das Sphéaroid zu erhalten. Dieses schien
im &ulReren Bereich von lockerer Kompaktheit und geringerer Rundheit zu sein (Abbildung 4-
1 C ). Zusatzlich wurde eine IF fir den Melanommarker HMB-45 und den Proliferationsmarker
K167 durchgefuhrt (Abbildung 4-1 C Illl). Es konnten zahlreiche HMB-45- und KI67-positive
Zellen im gesamten Spharoid detektiert werden. Um einen morphologischen Uberblick tiber

die epidermalen Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien im Vergleich zu gesunden
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epidermalen Hautmodellen (OS-REp; open source reconstructed epidermis) zu erhalten,
wurden Querschnitte mit HE gefarbt (Abbildung 4-1 D).
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Abbildung 4-1: Herstellung epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien. (A) Schematische
Darstellung der Modell-Generierung von mOS-REp (melanoma open source reconstructed epidermis) des frihen
und spéaten Stadiums. Fur die in vitro RHE-Modelle wurden in definierten Mischverhéltnissen auf Polycarbonat-
Membran-Inserts an Tag 0 humane epidermale Keratinozyten (hEK) und Melanomzellen in Einzelsuspension
(frihes Stadium) bzw. hEK und Melanom-Sphéaroide (spates Stadium) ausgesat. Am Tag 1 wurden die Modelle an
die Luft-Flussigkeits-Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt und bis Tag 21 kultiviert. (B) Makroskopische
Bilder von mOS-REp des frilhen (links) und des spéaten Stadiums (rechts). Gebildete Mikrotumore der Zelllinie
MUG-Mel2 erscheinen im Modell als dunkle Flecken. (C) Melanom-Sphéaroid der Zelllinie MUG-Mel2. (I)
Phasenkontrastmikroskopie. Der Mal3stabsbalken entspricht 1050 um. (Il) Hdmatoxylin- und Eosin-Farbung. Der
Malfstabsbalken entspricht 100 pm. (Ill) Immunfluoreszenzfarbung fur den Melanommarker HMB-45 (griin) und
den Proliferationsmarker KI67 (rot). Der Mal3stabsbalken entspricht 100 um. (D) Hdmatoxylin- und Eosin-Farbung
von Querschnitten von epidermalen gesunden Hautaquivalenten (OS-REp) und Melanom-Hautmodellen beider
Tumorstadien. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale,
M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der MaRRstabsbalken entspricht 100 pm.

Die erfolgreiche Entwicklung humaner epidermaler Melanom-Modelle war histologisch durch
die Bildung einer mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten Epidermis, bestehend
aus den vier charakteristischen Epidermisschichten der menschlichen Haut Stratum Basale,
Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum, sowie die Ausbildung von
Melanomnestern innerhalb des dreidimensionalen Modells gekennzeichnet. Histologische

Hamatoxylin und Eosin-gefarbte Querschnitte des OS-REp bzw. der mOS-REp beider
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Tumorstadien zu ausgewéahlten Zeitpunkten (d3, d6, d15, d17, d20) verdeutlichen den Prozess
der Stratifizierung und Melanom-Progression innerhalb der 21-tagigen Kulturdauer (Abbildung
4-2). Die einschichtigen basalen hEK wiesen eine hochgradig geordnete, palisadenartige
Struktur auf, wahrend die differenzierten Zellen des suprabasalen Stratum Spinosum ihre
Morphologie allméhlich veranderten, indem sie sich abflachten und vergréRerten. Zellen des
Stratum Granulosum konnten innerhalb des epidermalen Gewebes aufgrund der kumulativen
Aggregation von Lipidgranula im Zytoplasma dieser Zellen identifiziert werden. Aul3erdem
wiesen beide Modelltypen ein ausgepragtes keratinisiertes Stratum Corneum auf, das aus
abgeflachten, abgestorbenen Epithelzellen bestand, die an das Stratum Granulosum
angrenzten. Alle in dieser Studie verwendeten Melanomzelllinien bildeten disaggregierte,
zerkluftete und lockere Tumorcluster, die sich in Grof3e und Form unterschieden und
stochastisch uber das gesamte Modell verteilt, sowie deutlich vom umgebenden gesunden
Gewebe abgegrenzt waren. Diese Melanomzellcluster befanden sich hauptsachlich im
Stratum basale. Je nach Gr63e und Ausdehnung dehnten sich die Cluster jedoch auch in die
suprabasalen Epidermisschichten aus. Frihes und spates Tumorstadium unterschieden sich
deutlich histologisch durch Grof3e, Form und Ausdehnung der gebildeten Melanomcluster
(Abbildung 4-1 D) [123].

55



Ergebnisse

0S-REp mMOS-Reprihes stadium mOS-Repspatesstadium
O e e i S o e s a e —a Can - Sy s roresd
4 —— et
i
)
¢
L= i > 4 ; = .
SO = s b st At o i R T P o A T R e :
;. e P
& . =~ Melanom N = . MEIah?nl, - =
1 SRR T T i A B G rh o Ra i E i g S B T 111
Melanom i
. e : Se———— - Y GO T
£ W——— - N e e I e e AN
¥ : - 4 4 4444 4 44

Mel S . Melanom
= S __::f/a'fm = g:,-_," . ——— e
o 5N e TRy PRI
':o = i .",‘.'-",'\‘d.:&:':-1"-'.~i»2.'.u,~i-§"'.-.-ﬁ:-,--'- Bhen o BETT LN 7 Lot DS HCKIRL 2
B 4 - 4 4 1 4 4 4 4 4

Abbildung 4-2: Stratifizierung und Melanom-Progression in epidermalen in vitro Haut- und Melanom-
Aquivalenten. Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von OS-REp (linke Spalte) und mOS-REp des
frihen (mittlere Spalte) bzw. spaten Tumor-Stadiums (rechte Spalte) zu ausgewahlten Zeitpunkten (d3, d6, d15,
d17, d20) der 21-tagigen Kulturdauer. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum,
SB = Stratum Basale, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Mal3stabsbalken
entspricht 100 pm.

Um die etablierten epidermalen humanen dreidimensionalen organotypischen in vitro Modelle
des malignen Melanoms verschiedener Tumorstadien anhand der Expression
tumor-relevanter Marker zu charakterisieren und eine Korrelation zu in vivo zu evaluieren,
erfolgte eine  immunhistochemische  Analyse  bezlglich klinisch relevanter
melanom-assoziierten Marker. Neben dem Melanommarker HMB-45 wurde im diagnostischen
Labor der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Universitéat
Wiirzburg von Claudia Siedel auf die klinisch relevanten und in der Diagnostik eingesetzten
melanom-assoziierten Marker Melan-A, S1008, MITF, SOX10 und PRAME, sowie den
Proliferationsmarker Ki67 gefarbt (Abbildung 4-3). Beide mOS-REp waren positiv fur die
melanom-assoziierten Marker HMB-45, Melan-A, S1008, MITF und SOX10, sowie leicht

positiv fuir PRAME und ermdglichten so eine klare Abgrenzung der Tumornester vom
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umgebenden gesunden Gewebe, wéhrend OS-REp eindeutig negativ waren. Die Ki67-
Farbung von mOS-REp zeigte eine starke proliferative Aktivitat in den Melanomzellclustern,
aber auch gelegentlich in suprabasalen Bereichen, wahrend das Auftreten von Ki67-positiven

Zellen in OS-REp auf die basalen Regionen beschrankt war.
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Abbildung 4-3: Charakterisierung epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien.
Immunhistochemische Farbung von Querschnitten von epidermalen gesunden Hautaquivalenten (OS-REp) und
Melanom-Hautmodellen beider Tumorstadien an d21. DAB-Farbung (braun) fir den Melanommarker HMB-45.
Magenta-Farbungen (pink) fur die klinisch relevanten melanom-assoziierten Marker Melan-A, S1008, MITF, SOX10
und PRAME, sowie den Proliferationsmarker KI67. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS =
Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran. Der MaRstabsbalken entspricht 100 pum.
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4.1.2. Etablierung und Charakterisierung dermal-epidermaler
Melanom-Modelle auf Kollagen-Hydrogel-Basis

Zur Generierung dermal-epidermaler Melanom-Modelle (mMFTSE; melanoma full thickness
skin equivalent) verschiedener Stadien der Tumor-Entwicklung auf Kollagen-Hydrogel-Basis
wurde zunéachst durch plastische Kompression in Kollagen Typ | eingebetteter hdFs eine
dermale Komponente hergestellt. Auf diese wurden nach einer Woche submers-Kultur
Melanom-Sphéaroide (s. 3.1.7.1) fir das spate Tumorstadium bzw. Melanomzellen in
Einzelsuspension fir das frihe Tumorstadium zusammen mit Keratinozyten in einem
vordefinierten Verhdltnis ausgesat (Abbildung 4-4 A). Analog zur Etablierung epidermaler
Melanom-Modelle wurde auch fur die dermal-epidermalen Modelle das optimale Verhéltnis
von Melanomzellen und Keratinozyten fur jede Zelllinie individuell, durch Auswertung
verschiedener Aussaatverhaltnisse, ermittelt, die von 1:25 tber 1:50 bis 1:100 reichten (es
werden lediglich die Daten der optimalen Verhaltnisse gezeigt), um die physiologische Bildung
von Tumornestern an der dermoepidermalen Junktionszone zu ermdglichen. Suboptimale
Verhaltnisse wirden auch hier dazu fihren, dass das Modell von Melanomen Uberwuchert
wird oder im Gegensatz dazu Melanomzellen in den Modellen nicht detektiert werden kénnten.
Die ausgeséaten Zellen wurden 24 h lang submers inkubiert, bevor die Modelle ALI gesetzt und
bis d21 unter Standardkulturbedingungen kultiviert wurden, um die Melanombildung und
Reifung der Epidermis zu ermdglichen. mFTSE weisen eine raue und unebene
Modelloberflache mit sichtbaren pigmentierten Melanomclustern auf, die tber das gesamte
Modell verteilt sind, wobei im spaten Tumorstadium deutlich gréRere Tumornester sichtbar
sind. Allgemein erscheinen gebildete Mikrotumore der Zelllinie MUG-Mel2 nach 21 Tagen
Kulturzeit makroskopisch im Modell als dunkle Flecken (Abbildung 4-4 B). Querschnitte
dermal-epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien wurden im Vergleich
zu gesunden Vollhautmodellen (FTSE; full thickness skin equivalent) Hamatoxylin und Eosin
gefarbt, um einen morphologischen Uberblick zu erhalten. Die Entwicklung humaner dermal-
epidermaler Melanom-Modelle war histologisch durch die Ausbildung einer dermalen
Komponente, in der die Fibroblasten homogen im Hydrogel verteilt vorlagen, die Bildung einer
mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten Epidermis, bestehend aus den vier
charakteristischen Epidermisschichten Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum
Granulosum und Stratum Corneum, sowie die Ausbildung von Melanomclustern an der
dermoepidermalen Junktionszone gekennzeichnet. Alle in dieser Studie verwendeten
Melanomzelllinien bildeten disaggregierte, zerkliftete und lockere Tumorcluster, die sich in
GroRRe und Form unterschieden und stochastisch Uber das gesamte Modell verteilt, sowie
deutlich vom umgebenden gesunden Gewebe abgrenzbar waren. Frihes und spates
Tumorstadium unterschieden sich histologisch deutlich durch GréfRe, Form und Ausdehnung

der gebildeten Melanomcluster (Abbildung 4-4 C).
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Abbildung 4-4: Herstellung und Charakterisierung dermal-epidermaler Melanom-Aquivalenten auf Kollagen-
Hydrogel-Basis unterschiedlicher Tumorstadien. (A) Schematische Darstellung der Modell-Generierung von
MFTSE (melanoma full thickness skin equivalent) des frihen und spéaten Stadiums. Die in vitro Vollhaut-Modelle
verfugen Uber eine dermale Komponente, welche aus in Kollagen I-Gel eingebetteten humanen dermalen
Fibroblasten besteht; auf die dermale Komponente wurden hEK und Melanomzellen in Einzelsuspension in
definierten Mischverhéaltnissen (friihes Stadium) bzw. hEK und Melanom-Spharoide (spates Stadium) ausgesat, an
Tag 1 die Modelle an die Luft-Flussigkeits-Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt und fur 21 Tage kultiviert.
(B) Makroskopische Bilder von mFTSE des friithen (links) und des spaten Stadiums (rechts). Gebildete Mikrotumore
der Zelllinie MUG-Mel2 erscheinen im Modell als dunkle Flecken. (C) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von
Querschnitten von dermal-epidermalen gesunden Hautaquivalenten (FTSE) und Melanom-Vollhautmodellen beider
Tumorstadien. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale,
D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 pm.

Um die etablierten dermal-epidermalen humanen dreidimensionalen organotypischen in vitro
Modelle des malignen Melanoms unterschiedlicherer Tumorstadien hinsichtlich einer
Korrelation zu in vivo zu evaluieren und anhand der Expression tumor-relevanter Marker zu
charakterisieren, erfolgte eine immunhistochemische Analyse bezlglich Kklinisch relevanter
Melanom-assoziierter Marker im Vergleich zu in situ Melanomen, deren gefarbte Querschnitte
durch Prof. Dr. Bastian Schilling der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie der Universitat Wirzburg zur Verfligung gestellt wurden. Im diagnostischen Labor
derselben Klinik erfolgte die Farbung von Querschnitten beider Modelltypen durch Claudia
Siedel auf die klinisch relevanten und in der Diagnostik eingesetzten melanom-assoziierten
Marker Melan-A, S100B, MITF, SOX10 und PRAME, sowie den Proliferationsmarker KI67
(Abbildung 4-5). Beide mFTSE waren positiv fur die melanom-assoziierten Marker HMB-45,
Melan-A, S100B, MITF und SOX10, sowie leicht positiv fir PRAME und erméglichten so eine
klare Abgrenzung der Tumornester vom umgebenden gesunden Gewebe an der
dermoepidermalen Junktionsgrenze. Die Ki67-Farbung von mFTSE zeigte eine starke
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proliferative Aktivitat in den Melanomzellclustern, aber auch gelegentlich in suprabasalen
Bereichen. Morphologische Charakteristika, wie eine homogene dermalen Komponente, eine
mehrschichtige stratifizierte Epidermis, sowie Melanomcluster an der dermoepidermalen

Junktionszone und das Expressionsprofil der verwendeten Marker waren ahnlich derer in situ.
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Abbildung 4-5: Charakterisierung dermaler-epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien.
Immunhistochemische Farbung von Querschnitten von dermal-epidermalen Melanom-Hautmodellen beider
Tumorstadien an d21 sowie in situ Melanomen. DAB- (braun) und Magenta-Farbungen (pink) fur die Kklinisch
relevanten Melanom-assoziierten Marker Melan-A, S1008, SOX10 und PRAME, sowie den Proliferationsmarker
K167. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D =
Dermis. Der MaR3stabsbalken entspricht 100 pum.

61



Ergebnisse

4.1.3. Wiederspiegeln unterschiedlicher Melanom-Subtypen im in
vitro Modell

Um verschiedene Melanom-Subtypen im Modell wiederspiegeln zu kénnen, wurden
unterschiedlichste humane Melanomzelllinien (SK-Mel-28, MeWo, MUG-Mel2) ins humane
dreidimensionale organotypische epidermale und dermal-epidermale in vitro Modell des
malignen Melanoms integriert (Abbildung 4-6). Diese unterscheiden sich, wie im
Phasenkontrastmikroskop zu erkennen ist, nicht nur in ihrer Morphologie und GroRe
(Abbildung 4-6 1), sondern weisen auch ein unterschiedliches Mutationsprofil auf (s. Tabelle
10). SK-MEL-28 weisen eine BRAFV®E_Treibermutation auf, MeWo liegt eine CDKN2A- und
MUG-Mel2 eine NRAS®@®R-Mutation zugrunde. Durch die verschiedenen Treibermutationen,
die zur Krankheitsentstehung beitragen, stellen sie unterschiedliche Anspriiche an potentielle
therapeutische  Angriffspunkte. Die erfolgreiche Entwicklung humaner in vitro
Melanom-Modelle war histologisch durch die Bildung einer mehrschichtigen gut stratifizierten
und differenzierten Epidermis, sowie die physiologische Ausbildung von Melanomclustern
innerhalb des dreidimensionalen Modells gekennzeichnet; entweder im Stratum Basale oder
an der dermoepidermalen Junktionszone. Im Falle der mFTSE zudem durch die Ausbildung
einer dermalen Komponente, in der die Fibroblasten homogen im Hydrogel verteilt vorlagen.
Alle in dieser Studie verwendeten Melanomzelllinien bildeten deutlich vom umgebenden
gesunden Gewebe abgrenzbare, disaggregierte, zerkliftete und lockere Tumorcluster, die sich
in GroRe und Form unterschieden und stochastisch iber das gesamte Modell verteilt waren
(Abbildung 4-6 11).
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| SK-MEL-28 MeWo MUG-Mel2

Abbildung 4-6: Integration unterschiedlichster humaner Melanomzelllinien in epidermale und dermal-
epidermale Melanom&quivalente. Durch verschiedene zugrunde liegende Treibermutationen, die zur
Krankheitsentstehung beitragen, stellen sie unterschiedliche Anspriiche an potentielle therapeutische
Angriffspunkte  und ermdéglichen das Widerspiegeln vieler Melanom-Subtypen im  Modell. (I)
Phasenkontrastmikroskopie von SK-MEL-28, MeWo und MUG-Mel2. Der Mal3stabsbalken entspricht 450 um. (1)
Héamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von mOS-REp (obere Reihe) bzw. mFTSE (untere Reihe). SC
= Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran, D
= Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der MaR3stabsbalken entspricht 100 pm.

4.1.4. Interaktion des Melanoms mit der Mikroumgebung und
Charakterisierung der unterschiedlichen Tumorstadien

Fir das Wachstum, das Uberleben, die lokale Invasion und die metastatische Ausbreitung von
Tumorzellen ist die dynamische Interaktion zwischen TME und Tumorzellen entscheidend. Um
die Interaktion des Melanoms mit der Mikroumgebung im in vitro Modell zu analysieren und
die unterschiedlichen etablierten Tumorstadien genauer zu charakterisieren, erfolgte in der
von mir konzipierten und betreuten medizinischen Doktorarbeit von Alina Riedel eine
histologische Charakterisierung organotypischer in-vitro-Modelle des malignen Melanoms.

Da die Initiation der Invasion durch Interaktion von hEK und Melanomzellen Uber den
Notch-Signalweg erfolgt, wurde eine IF fir den Keratinozytenmarker Cytokeratin 14 (CK14),
den Basalmembranmarker KollagenlV (CollV), die Notch-Liganden DLL1 und Jaggedl, sowie
den Notch-Rezeptor Notch 1, jeweils in Kombination mit dem Melanommarker HMB-45
durchgefuhrt (Abbildung 4-7). Eine CK-14-Farbung konnte in allen Melanom-Modellen in den

basalen hEK detektiert werden. Ein starkes positives HMB-45-Signal in allen
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Melanom-Gewebe-Aquivalenten ermdglichte eine klare Abgrenzung der Tumornester vom
umgebenden gesunden Gewebe. Ein starkes CollV-Signal, insbesondere in den mFTSE,
verdeutlichte die physiologische Ausbildung der Melanomcluster im Stratum Basale bzw. an
der dermoepidermalen Junktionszone. Die Notch-Liganden konnten insbesondere in den
Modellen der spateren Tumorstadien im Bereich der differenzierten und terminal
differenzierten hEK detektiert werden. In keinem der Melanom-Modelle konnte eine

kolokalisierte Farbung des Notch-Rezeptors mit HMB-45 detektiert werden.

mOS-REp mFTSE

friihes Stadium spates Stadium friihes Stadium spates Stadium

Abbildung 4-7: Interaktion des Melanoms mit der Mikroumgebung im in vitro Modell.
Immunfluoreszenzfarbung von Querschnitten von epidermalen (linke Spalten) und dermal-epidermalen Melanom-
Hautmodellen (rechte Spalten) beider Tumorstadien an d21 fiir den Keratinozytenmarker Cytokeratin 14 (CK14,
grun), den Basalmembranmarker KollagenlV (CollV, griin), die Notch-Liganden DLL1 (griin) und Jaggedl (grun),
sowie den Notch-Rezeptor Notch 1 (griin), jeweils in Kombination mit dem Melanommarker HMB-45 (rot). Der
Malstabsbalken entspricht 50 um.
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Da das extrazellular exprimierte Protein MIA als klinischer Marker zur Verlaufskontrolle bei
Patient:innen mit malignem Melanom verwendet wird und mit der Malignitat, der Starke des
invasiven Phanotyps und der Metastasierung korreliert, wurde das Expressionsprofil von MIA
im in vitro Modell analysiert. Eine immunhistochemische Féarbung von Querschnitten von
epidermalen und dermal-epidermalen Melanom-Hautmodellen beider Tumorstadien zeigte
eine Braun-Farbung in den Melanom-Clustern (Abbildung 4-8 ). Um eine spezifischere
Aussage treffen zu koénnen, wurde analog zur routinemafigen Bestimmung des MIA-
Serumspiegels in der Klinik ein ELISA durchgefiihrt. Was die Menge an MIA betrifft, so wurde
bei den beiden Tumorstadien ein kontrares Expressionsprofil in Bezug auf die verschiedenen
Kulturbedingungen beobachtet. Wahrend mOS-REpfies Stadum aine nahezu 2.2-fache
Steigerung von MIA (d7=5,7 pg/mL, d8=12,4 pg/mL) zeigte, wurde bei mOS-REpsrates Stadium gjp
Abfall um 7,6 pg/mL von 11,7 pg/mL an d7 auf 4,1 pg/mL an d14 offenbar (Abbildung 4-8 II).

| mOS-REp MFTSE

friihes Stadium spates Stadium friihes Stadium spates Stadium

(MIA) [pg/mL]
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Melanoma Inhibitory Activity

%
%
%,
%
%
%,

Abbildung 4-8: Expressionsprofil von Melanoma Inhibitory Activity (MIA) im in vitro Melanom-Modell. (1)
Immunhistochemische Farbung (DAB, braun) von Querschnitten von epidermalen (linke Spalten) und dermal-
epidermalen Melanom-Hautmodellen (rechte Spalten) beider Tumorstadien an d21 fir MIA. SC = Stratum
Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran, D=Dermis.
Der MaRstabsbalken entspricht 100 um. (llI) Bestimmung der MIA-Konzentration mittels ELISA. Diese wurde im
Uberstand biologischer Duplikate zu definierten Zeitpunkten (d7, d8, d14 nach ALI) w&hrend der gesamten
Kulturdauer bestimmt (n=1). Fur I/ wurde der Student’s t-Test angewendet, der signifikante Unterschiede zeigte,
p < 0,001 (*).

Da EMT, gekennzeichnet durch eine Hochregulierung von N-Cadherin, gefolgt von der
Herunterregulierung von E-Cadherin, bei der Tumorentstehung durch Férderung der

Metastasierung und Chemoresistenz eine zentrale Rolle spielt, wurde eine IF von
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Querschnitten epidermaler und dermal-epidermaler in vitro Melanom-Hautmodelle fir die
Cadherin-Marker E-Cadherin und N-Cadherin in Kombination mit dem Melanommarker
HMB-45 durchgefiihrt. In allen Melanom-Gewebe-Aquivalenten ermoglichte ein starkes
positives HMB-45-Signal eine klare Abgrenzung der Tumornester vom umgebenden gesunden
Gewebe. E-Cadherin-positive Zellen konnten in mOS-Rep und mFTSE beider Stadien
auf3erhalb des Tumorclusters im gesunden Gewebe detektiert werden; im Melanomnest waren
keine E-Cadherin-positiven Zellen sichtbar. Im Gegensatz dazu konnten N-Cadherin-positive
Zellen in mOS-Rep und mFTSE beider Stadien im Tumorcluster detektiert werden; im
gesunden Gewebe waren wenig N-Cadherin-positive Zellen sichtbar. Dies war im mOS-REp
deutlicher ausgepragt als im mFTSE. Sowohl fir N-, als auch E-Cadherin war die Intensitat

der Farbung im spéaten Stadium hoher (Abbildung 4- 9).

mOS-REp mFTSE
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Abbildung 4- 9: Cadherin-Expression im in vitro Melanom-Modell. Immunfluoreszenzfarbung von Querschnitten
von epidermalen (linke Spalten) und epidermal-dermalen Melanom-Hautmodellen (rechte Spalten) beider
Tumorstadien an d21 fur die Cadherin-Marker E-Cadherin (gelb) und N-Cadherin (griin) in Kombination mit dem
Melanommarker HMB-45 (rot). Der Mal3stabsbalken entspricht 50 um.

4.1.5. Etablierung und Charakterisierung dermal-epidermaler
Melanom-Modelle auf Basis vollsynthetischer PA6-Fasern

Ohne die Verwendung von tierischen Matrixbestandteilen wurde zur Generierung

dermal-epidermaler Melanom-Modelle (mFTSEPAG; melanoma full thickness skin equivalent on
PA6 basis)) unterschiedlicher Stadien der Tumor-Entwicklung auf Basis vollsynthetischer
PAG6-Fasern zunachst durch in elektrogesponnene Fasern eingebettete hdFs eine dermale
Komponente hergestellt. Auf diese wurden nach zwei Wochen submers-Kultur Keratinozyten
alleine oder zusammen mit Melanomzellen in Einzelsuspension in einem vordefinierten
Verhaltnis ausgesat (Abbildung 4-10 A). Die Etablierung erfolgte analog zu der der dermal-
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epidermalen Modelle auf Kollagen-Hydrogel-Basis (s. 4.1.2). Bei FTSEP*® (full thickness skin
equivalent on PA6 basis) wurde eine homogene, unpigmentierte, glatte Modelloberflache
beobachtet. In mFTSEP*® erscheinen nach 21 Tagen Kulturzeit gebildete Mikrotumore der
Zelllinie MUG-Mel2 makroskopisch als dunkle Flecken im Modell. Zudem weisen sie sichtbare
pigmentierte Melanomcluster auf, die Gber das gesamte Modell verteilt sind, und eine raue und
unebene Modelloberflache (Abbildung 4-10 B). Fir einen morphologischen Uberblick wurden
Querschnitte von FTSE™®, mFTSEPA® sowie in situ malignen Melanomen Hamatoxylin und
Eosin gefarbt. Die erfolgreiche Entwicklung humaner dermal-epidermaler Melanom-Modelle
war histologisch durch die Ausbildung von Melanomclustern an der dermoepidermalen
Junktionszone, die Ausbildung einer dermalen Komponente, in der die Fibroblasten homogen
im Hydrogel verteilt vorlagen, sowie die Bildung einer mehrschichtigen gut stratifizierten und
differenzierten Epidermis, bestehend aus den vier charakteristischen Epidermisschichten
Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum
gekennzeichnet. Alle in dieser Studie verwendeten Melanomzelllinien bildeten sich in Grol3e
und Form unterscheidende Tumorcluster, die sich disaggregiert, zerkliftet und locker
stochastisch Uber das gesamte Modell verteilten, sowie deutlich vom umgebenden gesunden
Gewebe abgegrenzt waren (Abbildung 4-10 C). Zuséatzlich wurde eine IF von mFTSEPA® fiir
den Keratinozytenmarker CK14 in Kombination mit dem Melanommarker HMB-45, den ECM-
Marker Collagen | (Coll) und den Fibroblastenmarker Vimentin durchgefihrt. Korrelierend zu
den Beobachtungen in den mit Hamatoxylin und Eosingefarbten Querschnitten konnten HMB-
45-positive  Zellen in  Melanomclustern an der dermoepidermalen Junktionszone
nachgewiesen werden. Das CK-14-Signal unterstrich die differenzierungsspezifische
Verteilung dieses Proteins in den entsprechenden Strata. Ein starkes Vimentin-Signal bewies
die homogene Verteilung der hdFs in der dermalen Komponente des Modells. Zudem liel3 die
Farbung gegen Coll den Riickschluss zu, dass ein dichtes Netz aus neu synthetisierter ECM
auf dem gesamten 3D-Fasergeriist gebildet worden war (Abbildung 4-10 D). Das FTSEPA®
wurde als Teil dieses Papers “Fully Synthetic 3D Fibrous Scaffolds for Stromal Tissues -
Replacement of Animal-Derived Scaffold Materials Demonstrated by Multilayered Skin”
kirzlich veroéffentlicht [119].
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Abbildung 4-10: Herstellung und Charakterisierung dermal-epidermaler Melanom-Aquivalente auf Basis

vollsynthetischer PAG6-Fasern. (A) Schematische Darstellung der Modell-Generierung von (m)FTSEPA6
((melanoma) full thickness skin equivalent on PA6 basis). Die in vitro VVollhaut-Modelle verfligen Uber eine dermale
Komponente, welche aus in elektrogesponnene Fasern eingebetteten humanen dermalen Fibroblasten besteht; auf
die dermale Komponente wurden hEK bzw. hEK und Melanomzellen in Einzelsuspension in definierten
Mischverhéltnissen ausgesat, an Tag 1 die Modelle an die Luft-Flissigkeits-Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI)

gesetzt und fur 21 Tage kultiviert. (B) Makroskopische Bilder von FTSE™® (links) und mFTSE™® (rechts). Gebildete
Mikrotumore der Zelllinie MUG-Mel2 erscheinen im Modell als dunkle Flecken. (C) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung
von Querschnitten von epidermal-dermalen gesunden Hautaquivalenten und Melanom-Vollhautmodellen auf Basis
der elektrogesponnenen PAG6-Fasern, sowie eines in situ Melanoms. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum
Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Der MaRstabsbalken entspricht 100 um. (E) Immunfluoreszenzfarbung von mFTSE"™® fiir den
Keratinozytenmarker Cytokeratin 14 (CK14, turkis) in Kombination mit dem Melanommarker HMB-45 (gruin), den
Extrazellular-Matrix (ECM)-Marker Collagen | (Coll, grin) und den Fibroblastenmarker Vimentin (rot). Der
Malstabsbalken entspricht 100 ym.
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4.2. Implementierung nicht-invasiver Monitoring-Methoden

Zur nicht-invasiven Detektion der Tumor-Formierung, des Therapie-Verlaufes sowie der
Evaluierung des Tumor-Metabolismusses, wurden drei neue technische Analyse-Verfahren
implementiert: MediTOM (s. 4.2.1), Optische Kohéarenz-Tomographie (s. 4.2.2), sowie

Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Mikroskopie (s. 4.2.3).

4.2.1. Detektion der Tumorpro- und —regression mittels MediTOM

Zur zerstdrungsfreien Detektion der Tumorpro- und —regression im epidermalen in vitro
Melanom-Modell, wurde das optische Messsystem ,MediTOM* verwendet. Dieses erlaubt die
Analyse pigmentierter in-vitro Modelle des malignen Melanoms automatisiert mittels Durchlicht
im Schattenwurfverfahren, sowie die digitalisierte Erfassung von Veranderungen an den Zellen
(Abbildung 4-11 A). In der histologischen Hamatoxylin und Eosin-Ubersichtsfarbung eines
epidermalen in vitro Melanom-Modells ist im Querschnitt ein deutlich vom umgebenden
gesunden Gewebe abgegrenztes Melanomzellcluster im Stratum Basale einer
mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten Epidermis sichtbar. Im dargestellten
MediTOM-Bild  erfolgte die Detektion des pigmentierten Melanoms  mittels
Schattenwurfverfahrens und erlaubte das Monitoring aller Melanomcluster im gesamten
Modell (Abbildung 4-11 B). Zudem ermdglichte das MediTOM eine Differenzierung zwischen
gesundem und krankem Stadium, sowie eine Detektion der Tumorprogression Uber die
komplette Kulturdauer hinweg (Abbildung 4-11 C | und II).
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Abbildung 4-11: Zerstérungsfreie und voll-automatische Detektion der Tumorpro- und -regression im
epidermalen in vitro Melanom-Modell. (A) Das optische Messsystem ,MediTOM* erlaubt die Analyse der in-vitro
Modelle des malignen Melanoms automatisiert mittels Durchlicht im Schattenwurfverfahren und die digitalisierte
Erfassung von Veranderungen an den Zellen. (B) Histologische Hamatoxylin- und Eosin-Ubersichtsfarbung eines
epidermalen in vitro Melanom-Modells und Detektion des Melanoms mittels Schattenwurfverfahrens. Melanome
sind grin umrandet und sowohl in der histologischen Farbung (links) als auch in dem MediTOM -Bild (rechts)
sichtbar. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M =
Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der MaRRstabsbalken entspricht 100 um. (C)
Nicht-invasive Detektion des Tumor-Fortschreitens im in vitro Melanom-Modell mittels Schattenwurfverfahrens. Das
Medi-TOM erlaubt eine Differenzierung zwischen gesundem (links) und krankem Stadium (rechts) (I+l) sowie eine
Detektion der Tumorprogression uber die komplette Kulturdauer hinweg (IlI). Wéhrend 21 Tagen Kulturdauer
wurden zu definierten Zeitpunkten (d7, d14, d21) Durchlicht-Aufnahmen von Melanom-Modellen des spaten Tumor-
Stadiums aufgenommen.

Um der Frage auf den Grund zu gehen, ob aus jeder in das in vitro Modell eingebrachten
Melanomzelle ein Mikrotumor entsteht bzw. was die Minimalzahl einzubringender
Melanomzellen ist, erfolgte die Detektion der Melanomprogression in epidermalen Melanom-
Modellen unterschiedlicher Aussaatverhaltnisse zu definierten Zeitpunkten (d3, d7, d9, d11,
d15, di18 und d21) wahrend der 21-tdgigen Kulturdauer. Aussaatverhaltnisse von
Melanomzelle:hEK variierten dabei von den standardmafigen 1:100, tiber 1:1000, 1:10000 bis
hin zu 1:50000. Bei einem Verhaltnis von 1:50000 konnten keine und bei 1:10000 ab d18
vereinzelte Tumornester detektiert werden. Bei 500 (1:1000) ausgesaten Melanomzellen war
ab d11 das Detektieren von einzelnen Mikrotumoren mdoglich. Bei den standardmaliig
verwendeten 5000 (1:100) ausgesaten Melanomzellen war ab d7 eine stochastisch verteilte
Ausbildung von Melanomnestern Gber das gesamte Modell zu beobachten. Insgesamt fiihrten
suboptimale Verhaltnisse zu einem unphysiologischen Wachstum der Tumore, einem
Uberwuchern der Modelle durch das Melanom bzw. einer erschwerten Detektion von
Mikrotumoren im Modell (Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12: Nicht-invasive voll-automatische Detektion der Melanomprogression in epidermalen
Melanom-Modellen unterschiedlicher Aussaatverhéltnisse. Wahrend 21 Tagen Kulturdauer wurden zu
definierten Zeitpunkten (d3, d7, d9, d11, d15, d18 und d21) Bilder mit dem intern entwickelten MediTOM-Gerat
aufgenommen.

4.2.2. Detektion nicht-pigmentierter Melanome mittels Optischer
Koharenz-Tomographie

Um auch die Pro- und Regression nicht-pigmentierter Melanome in den organotypischen
Melanom-Modellen zerstérungsfrei beobachten zu kénnen, wurde die Optische Kohéarenz-
Tomographie (optical coherence tomography, OCT) in das bestehende Methoden-Spektrum
implementiert. Dieses Analyse-Verfahren ermdglicht eine tomografische Aufnahme bzw.
Querschnitt des gesamten epidermalen und dermal-epidermalen in vitro Melanom-Modells. In
der histologischen Hamatoxylin und Eosin-Ubersichtsfarbung eines OS-REp ist im Querschnitt
eine mehrschichtige, gut stratifizierte und differenzierte Epidermis bestehend aus den vier
charakteristischen Epidermisschichten Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum
Granulosum und Stratum Corneum sichtbar. Im dargesteliten OCT-Bild erfolgte die
tomografische Aufnahme des gesamten epidermalen Modells und ermdglichte die
zerstorungsfreie Darstellung der vier Strata (Abbildung 4-13 A I). Im Gegensatz dazu ist in der
histologischen Hamatoxylin und Eosin-Ubersichtsfarbung eines mOS-REpSKMEL28  jm
Querschnitt  ein  deutlich vom umgebenden gesunden Gewebe abgegrenztes
Melanomzelicluster im Stratum Basale einer mehrschichtigen gut stratifizierten und
differenzierten Epidermis sichtbar. Ebensolches ist auch im zerstérungsfrei aufgenommenen
OCT-Bild erkennbar (Abbildung 4-13 A Il). In der histologischen Hamatoxylin uns Eosin-
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Ubersichtsfarbung eines FTSE ist im Querschnitt histologisch die Ausbildung einer dermalen
Komponente, in der die Fibroblasten homogen im Hydrogel verteilt vorliegen und die Bildung
einer mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten Epidermis, bestehend aus den vier
charakteristischen Epidermisschichten Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum
Granulosum und Stratum Corneum dargestellt. Im gezeigten OCT-Bild erfolgte die
tomografische Aufnahme des gesamten Vollhautmodells und ermdglichte die Darstellung der
epidermalen und dermalen Komponente zerstérungsfrei (Abbildung 4-13 B I). Im Querschnitt
einer histologischen Hamatoxylin und Eosin-Ubersichtsfarbung eines mFTSESKMEL-28 gt
histologisch die Ausbildung von Melanomclustern an der dermoepidermalen Junktionszone,
die Ausbildung einer dermalen Komponente, in der die Fibroblasten homogen im Hydrogel
verteilt vorlagen, sowie die Bildung einer mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten
Epidermis, bestehend aus den vier charakteristischen Epidermisschichten Stratum Basale,
Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum dargestellt. Im gezeigten
OCT-Bild erfolgte die tomografische Aufnahme des gesamten dermal-epidermalen Haut-
Modells und erméglichte die Darstellung der epidermalen und dermalen Komponente, sowie
die dermoepidermale Lokalisation der Melanomcluster zerstorungsfrei (Abbildung 4-13 B II).
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Abbildung 4-13: Zerstdrungsfreie Detektion des Tumorwachstums nicht-pigmentierter Melanome im
epidermalen und dermal-epidermalen in vitro Melanom-Modell mittels Optischer Koharenz-Tomographie .
(A) Histologische Hamatoxylin- und Eosin-Ubersichtsfarbung eines epidermalen Haut-Modells (I) und in vitro
Melanom-Modells (Il) und tomografische Aufnahme/Querschnitt des gesamten epidermalen Modells. Melanome
sind grin umrandet und sowohl in der histologischen Farbung (links) als auch in dem OCT -Bild (rechts) sichtbar.
SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran.
Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 um. (B) Histologische
Hamatoxylin- und Eosin-Ubersichtsfarbung eines dermal-epidermalen Haut-Modells (1) und in vitro Melanom-
Modells (II) und tomografische Aufnahme/Querschnitt des gesamten Modells. Melanome sind griin umrandet und
sowohl in der histologischen Farbung (links) als auch in dem OCT -Bild (rechts) sichtbar. SC = Stratum Corneum,
SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind durch
Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 pm.

73



Ergebnisse

4.2.3. Ortsaufgeldste Messung des Zell- und Tumor-
Metabolismusses mittels Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-
Imaqging-Mikroskopie

Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Mikroskopie (2-P-FLIM) ist ein nicht-invasives
Verfahren zur Bildgebung des Stoffwechsels, das den zellularen Stoffwechsel in Echtzeit
untersucht [128, 126], bei dem sowohl die Messungen als auch die Auswertung und
Berechnung der gewonnenen Daten durch Michael G. Monaghan und Nuno G. B. Neto erfolgte
und welche gemeinsam veroffentlicht wurden [123]. 2-P-FLIM misst den Fluoreszenzabfall und
die Intensitat von zwei Stoffwechsel-Cofaktoren: NAD(P)H und FAD". In unseren Ergebnissen
haben wir die durchschnittliche Fluoreszenzlebensdauer (Tag) von NAD(P)H und das optische
Redoxverhaltnis (ORR) berechnet [133, 134]. Es zeigte sich, dass diese Werte direkt mit der
zellularen Stoffwechselaktivitat korrelieren, wobei eine Abnahme von Tag Mit einer Zunahme
der Glykolyse und eine Verringerung von ORR mit einer hdheren Stoffwechselaktivitat
verbunden ist [135-137]. Hierzu wurden sowohl NAD(P)H- als auch FAD*-Bilder im selben
Sichtfeld aufgenommen und zwei Regionen von Interesse (ROI) gewahlt, die zwischen
Keratinozyten und Melanomzellen getrennt waren (Abbildung 4-14 A, B). FUr Tag wurde ein
statistisch signifikanter Unterschied in mOS-REpSKMEL28 ynd mOS-REp”!! festgestellt, wenn
beide Zelltypen verglichen wurden (Abbildung 4-14 C). Fur die mOS-REpSKMEL-28 yweisen die
Keratinozyten einen Wert von 1,522 + 0,025 ns auf, wahrend die Melanomzellen eine
Verringerung ihres Tayq auf 1,436 + 0,019 ns aufweisen. Fur das mOS-REp*!! betragt das Tayg
der Keratinozyten 1,572 + 0,046 und das der Melanomzellen 1,462 + 0,025 ns. Bei der
Berechnung der ORR wurde ein ahnlicher Trend festgestellt (Abbildung 4-14 D). Die
Keratinozyten des mOS-REpSK-MEL-28_Modells weisen einen Wert von 0,694 + 0,007 auf, und
ein statistisch signifikanter Unterschied wurde beim Vergleich mit den Melanomzellen (0,69 +
0,009) entdeckt. Beim mOS-REp”*-Modell wurde ein statistisch signifikanter Unterschied
beim Vergleich zwischen den Keratinozyten mit 0,698 + 0,004 und den Melanomzellen mit
0,693 £ 0,004 bestatigt.
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Abbildung 4-14: Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Microskopie (2-P FLIM) der NAD(P)H und
FAD* Analyse. (A, B) Reprasentative NAD(P)H und FAD* Bilder von mOS-REpAl. (C, D) Berechnete
durchschnittliche Fluoreszenz-Lebensdauer (average fluorescence lifetime; Tawg) von NAD(P)H und optisches
Redoxverhéltnis (ORR) fir OS-REp, mOS-REpSKMEL-28 ynd mOS-REpAL. Abgeadndert und integriert nach
schriftlicher Zustimmung des Journals [123].

4.3. Anwendung organotypischer Modelle des malignen Melanoms
als praklinische Testsysteme zur Wirksamkeits-Testung von anti-
Tumor Therapeutika

Um die Anwendbarkeit der etablierten Modelle des malignen Melanoms als préklinische
Testsysteme fir die Bewertung der Wirksamkeit von anti-Tumor Therapeutika zu bewerten,
wurden diese zunachst Uber etablierte anti-Tumor Therapeutika (BRAF-/MEK-Inhibitoren)
evaluiert (s. 4.3.1) und in der préklinischen Therapieentwicklung (Peptid RDP22) validiert
(s.4.3.2).

4.3.1. Zielgerichtete medikamentdse Behandlung des malignen
Melanoms

Um mOS-REp als praklinisches Testsystem fir zielgerichtete medikamentdse
Melanomtherapien zu etablieren, wurde in der von mir konzipierten und betreuten Masterarbeit

von Franziska Benz ein hoch standardisiertes Behandlungsprotokoll und eine Auswahl
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potenzieller Analysemethoden fiir die Bewertung der therapeutischen Effekte entwickelt und
zunéachst in 2D evaluiert (s. 4.3.1.1), bevor beides in 3D Ubertragen und untersucht wurde
(s. 4.3.1.2). Die Therapeutika Vemurafenib, ein selektiver BRAFV®%E.|nhibitor und
Cobimetinib, ein haufig verwendeter MEK-Inhibitor, wurden ausgewahlt, da sie fur die
Behandlung des malignen Melanoms zugelassen sind und in der Klinik haufig eingesetzt

werden.

4.3.1.1. Zielgerichtete medikamentdse Behandlung von
Melanomzellen

Zur Entwicklung eines Behandlungsprotokolls wurden hEK, SK-MEL-28 und MeWo in
Zellkulturplatten mit einer vorgegebenen Zelldichte ausgesat und 24 h lang unter
Standardkulturbedingungen inkubiert. Nach Anheften der Zellen, erfolgte eine systemische
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von Vemurafenib, Cobimetinib und einer
Kombination aus beiden, indem frisches Zellkulturmedium mit den jeweiligen
Wirkstoffkonzentrationen appliziert wurde. Die Inkubationszeit betrug 24, 48 und 72 h mit einer
wiederholten Verabreichung des Medikaments nach 48 Stunden. Zur Bewertung der
Behandlungseffekte wurde eine MTT-basierte Bestimmung der Viabilitat, eine Analyse des
Glukoseverbrauchs und eine  morphologische Inspektion der Zellen durch
Phasenkontrastmikroskopie durchgefiihrt (Abbildung 4-15 A).

Die Wirkstoffkonzentrationen der Vemurafenib-Monotherapie von 1uM, 3 yM und 5 yM wurden
fur Behandlungszeitrdume von 24, 48 und 72 h untersucht. Da fiir alle untersuchten
Vemurafenib-Konzentrationen die ausgepragteste therapeutische Wirkung nach 72 h
Inkubation mit dem Wirkstoff beobachtet werden konnte, wurde nur diese Behandlungsdauer
fur die weitere Analyse ausgewdahlt und im Folgenden ausfihrlich dargestellt. Die
Phasenkontrastmikroskopie von mit Vemurafenib behandeltem hEK und SK-MEL-28 zeigte
eine signifikante Abnahme der Zelldichte mit zunehmender Wirkstoffkonzentration, wahrend
die der MeWo durch die Behandlung nicht beeinflusst zu werden schien. Dariliber hinaus
wurden signifikante Veranderungen in Form und Grol3e von mit Vemurafenib behandelten
hEK- und SK-MEL-28-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen beobachtet.
MeWo-Zellen blieben jedoch von der Vemurafenib-Behandlung morphologisch unbeeinflusst
(Abbildung 4-15 B I). Die Bestimmung der Viabilitat von mit Vemurafenib behandelten Zellen
ergab eine deutlich verringerte Viabilitat von hEK und SK-MEL-28, wahrend die von MeWo
durch die Behandlung mit dem Medikament nicht beeintrachtigt wurde. Im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle reduzierte die Behandlung von hEK mit 1 yM Vemurafenib die
Lebensfahigkeit der Zellen auf 33 %. Die Viabilitat von hEK wurde weiter auf 19 % bzw. 6 %
verringert, wenn die Vemurafenib-Konzentration auf 3 yM oder 5 uM erhéht wurde. Ahnliches

konnte bei mit Vemurafenib behandeltem SK-MEL-28 beobachtet werden. Hier fiihrte die
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Anwendung von 1 yM Vemurafenib zu einer Verringerung der Zell-Viabilitat auf 29 %, wahrend
Konzentrationen von 3 uM und 5 uM einen weiteren Rickgang auf 22 % bzw. 19 % bewirkten.
Im Gegensatz dazu wiesen MeWo, die mit 1 yM, 3 uM oder 5 yM Vemurafenib behandelt
wurden, im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen Viabilitatswerte von mehr als 100 % auf
(Abbildung 4-15 B Il). AuRerdem wurde bei der Analyse des Glukosestoffwechsels eine
deutliche Verringerung des Glukoseverbrauchs in hEK und SK-MEL-28 nach der Behandlung
mit Vemurafenib festgestellt. Im Einzelnen sank der Glukoseverbrauch von hEK, das mit 1 uM
Vemurafenib behandelt wurde, im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen um mehr als 70
%. Die Anwendung von Vemurafenib in hoheren Konzentrationen reduzierte den
Glukoseverbrauch weiter auf 15 % (3 pM) bzw. 9 % (5 yM) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Bei SK-MEL-28 konnte bei der Behandlung mit 1 yM Vemurafenib eine Verringerung
des Glukosestoffwechsels um 65 % beobachtet werden. Konzentrationen von 3 yM und 5 pM
verringerten den Glukoseverbrauch von SK-MEL-28 um 75 % bzw. 88 %. Auch bei MeWo,
das mit 1 uM, 3 uM und 5 pM Vemurafenib behandelt wurde, konnte eine Verringerung des
Glukoseverbrauchs beobachtet werden, allerdings waren diese metabolischen

Veranderungen &ul3erst gering (Abbildung 4-15 B l1).
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Abbildung 4-15: Zielgerichtete medikamentdse Melanom-Behandlung in 2D. (A) Experimenteller Aufbau der
zielgerichteten Melanomtherapie in 2D. HEK, SK-MEL-28 und MeWo wurden in Zellkulturplatten ausgesat (Tag 0)
und fir 24 h unter Standardkulturbedingungen inkubiert, bevor Vemurafenib, Cobimetinib oder eine Kombination
aus beiden in unterschiedlichen Konzentrationen systemisch appliziert wurden (Tag 1). Nach Inkubationszeiten von
24 h (Tag 2), 48 h (Tag 3) oder 72 h (Tag 4) mit wiederholter Arzneimittelapplikation nach 48 h (Tag 3) wurden die
Behandlungseffekte analysiert. (B) Zielgerichtete Mono-Therapie mit Vemurafenib fir 72 h. (l)
Phasenkontrastmikroskopie von hEK, SK-MEL-28 und MeWo, die 72 Stunden lang mit Vemurafenib (unbehandelt,
1 uM, 3 uM und 5 uM) behandelt wurden. Der Mal3stabsbalken entspricht 450 um. (ll) Viabilitdt der behandelten
Zellen nach 72 h Arzneimittelinkubation. Die Viabilitat wurde aus biologischen Triplikaten mit jeweils technischen
Duplikaten bestimmt und auf unbehandelte Kontrollen (n=1) normiert. (lll) Glukoseverbrauch behandelter Zellen
nach 72 h Arzneimittelinkubation. Der Glukoseverbrauch wurde aus biologischen Triplikaten (n = 1) bestimmt.
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Zudem wurde eine Monotherapie mit Cobimetinib mit Wirkstoffkonzentrationen von 50 nM,
100 nM und 500 nM uber 24, 48 und 72 h durchgefuhrt (Abbildung 4-15 A). Da die
ausgepragteste therapeutische Wirkung aller untersuchten Cobimetinib-Konzentrationen nach
72 h der Behandlung beobachtet wurde, werden im Folgenden lediglich diese Daten
prasentiert und diskutiert. Die hEK- und SK-MEL-28-Zellen, die mit Cobimetinib behandelt
wurden, zeigten laut Phasenkontrastmikroskopie eine signifikante Verringerung der Zellzahl
mit zunehmender Wirkstoffkonzentration. Die Anzahl der MeWo-Zellen wurde jedoch offenbar
nicht durch die Anwendung von Cobimetinib beeinflusst. Dartiber hinaus wurden bei hEK und
SK-MEL-28, die mit Cobimetinib behandelt wurden, aber nicht bei MeWo, eine Zunahme der
ZellgroRe und Veranderungen der Zellmorphologie festgestellt (Abbildung 4-15 C 1). Bezliglich
der Viabilitat der mit Cobimetinib behandelten Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Anwendung von 50 nM Cobimetinib weder die Lebensfahigkeit von hEK noch von MeWo
beeintrachtigte. Die Viabilitat von SK-MEL-28, die mit der gleichen Wirkstoffkonzentration
behandelt wurde, war jedoch um 83 % verringert. AuBerdem fiihrte die Behandlung von SK-
MEL-28 mit 100 nM und 500 nM Cobimetinib zu einer Verringerung der Lebensfahigkeit der
Zellen um 85 % bzw. 88 %. Obwohl gezeigt werden konnte, dass eine Konzentration von 50
nM Cobimetinib die Lebensfahigkeit von hEK nicht negativ beeinflusste, fiihrte die Anwendung
von 100 nM und 500 nM Cobimetinib zu einer Verringerung der Viabilitdtswerte um 25 %. Im
Gegensatz dazu zeigten MeWo, die mit 100 nM Cobimetinib behandelt wurden, eine Viabilitat
von mehr als 80 %, wahrend die Anwendung von 500 nM zu einem Rickgang der
Lebensfahigkeit um mehr als 50 % fuhrte (Abbildung 4-15 C I1). Im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen zeigte die Stoffwechselanalyse von hEK mit einer Cobimetinib-Konzentration
von 50 nM einen signifikanten Rickgang des Glukoseverbrauchs um etwa 83 %. Daruber
hinaus stoppten hdhere Konzentrationen von Cobimetinib den Glukoseverbrauch dieser
Zelltypen vollstandig. Nach der Behandlung mit Cobimetinib wurde bei SK-MEL-28 und MeWo
unabhangig von der verwendeten Wirkstoffkonzentration kein Glukoseverbrauch festgestellt
(Abbildung 4-15 C IlI).
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Abbildung 4-15: Zielgerichtete medikamentdse Melanom-Behandlung in 2D. (C) Zielgerichtete Mono-Therapie
mit Cobimetinib fur 72 h. (I) Phasenkontrastmikroskopie von hEK, SK-MEL-28 und MeWo, die 72 Stunden lang mit
Cobimetinib (unbehandelt, 50 nM, 100 nM, and 500 nM) behandelt wurden. Der Maf3stabsbalken entspricht 450
um. (Il) Viabilitat der behandelten Zellen nach 72 h Arzneimittelinkubation. Die Viabilitdt wurde aus biologischen
Triplikaten mit jeweils technischen Duplikaten bestimmt und auf unbehandelte Kontrollen (n=1) normiert. (l1)
Glukoseverbrauch behandelter Zellen nach 72 h Arzneimittelinkubation. Der Glukoseverbrauch wurde aus
biologischen Triplikaten (n = 1) bestimmt.

Im Anschluss an die Monotherapie mit Vemurafenib und Cobimetinib wurde eine
Kombinationstherapie mit beiden Wirkstoffen durchgeftihrt und bewertet. Die jeweiligen
Kombinationen der in dieser Studie untersuchten Wirkstoffkonzentrationen wurden auf der
Grundlage der fiur die Einzelanwendung von Vemurafenib und Cobimetinib beschriebenen
Beobachtungen festgelegt. Da die Behandlung mit 1 uyM Vemurafenib eine signifikante
hemmende Wirkung auf SK-MEL-28 zeigte, wahrend sie unter allen getesteten
Konzentrationen den geringsten negativen Einfluss auf hEK hatte, wurde die Konzentration
von 1 yM Vemurafenib (V) gewéhlt, um in Kombination mit 50 nM, 100 nM und 500 nM
Cobimetinib (C) untersucht zu werden. Zusatzlich wurde die Behandlungsdauer auf 72 h
festgelegt, wobei die Medikamentenapplikation nach 48 h wiederholt wurde (Abbildung 4-15

A). Die morphologische Bewertung der Zellen mittels Phasenkontrastmikroskopie zeigte eine
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signifikante Abnahme der Zelldichte von hEK und SK-MEL-28 bei allen untersuchten
Wirkstoffkonzentrationen. AulRerdem wurden bei diesen Zelltypen deutliche Veranderungen
der Zellmorphologie beobachtet. Nur die MeWo blieben von der Kombinationsbehandlung in
Bezug auf Zelldichte und -morphologie unbeeinflusst (Abbildung 4-15 D I). Obwohl bei MeWo
keine morphologischen Verénderungen beobachtet wurden, wurde die Viabilitat dieses
Zelltyps durch die Kombinationsbehandlung negativ beeinflusst. Im Einzelnen sank die
Lebensfahigkeit von MeWo bei der Anwendung von 1 uM V + 50 nM C auf 86 %, wahrend 1
MM V + 100 nM C die Werte weiter auf 78 % senkte. Die starkste Verringerung der Viabilitat
von MeWo wurde jedoch bei der Anwendung von 1 uM V + 500 nM C beobachtet, wobei die
Lebensfahigkeit auf 57 % fiel. Wahrend die Kombinationstherapie von hEK unabhangig von
den verwendeten Medikamentenkonzentrationen zu Viabilitatswerten von konstant unter 40 %
fuhrte, zeigte SK-MEL-28 in allen Versuchsgruppen Werte von weniger als 12 % (Abbildung
4-15 D Il). Die Analyse des Glukoseverbrauchs ergab eine deutliche Verringerung der
Glukoseaufnahme in allen Zelltypen. Dabei nahm der Glukoseverbrauch von MeWo mit
zunehmender Wirkstoffkonzentration progressiv ab, bis bei der héchsten Konzentration (1 yM
V + 500 nM C) Uberhaupt keine Glukoseaufnahme mehr festgestellt wurde. Bei hEK und SK-
MEL-28 wurde bei allen untersuchten  Konzentrationskombinationen  keine
Stoffwechselaktivitat beobachtet (Abbildung 4-15 D IlI).
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Abbildung 4-15: Zielgerichtete medikamentdése Melanom-Behandlung in 2D. (D) Zielgerichtete Kombinations-
Therapie mit Vemurafenib plus Cobimetinib fur 72 h. (I) Phasenkontrastmikroskopie von hEK, SK-MEL-28 und
MeWo, die 72 Stunden lang mit einer Kombination aus Vemurafenib und Cobimetinib (unbehandelt, 7 uM
emurafenib. + 50 nM Cobimetinib, 1 yM Vemurafenib + 100 nM Cobimetinib, and 1 yM Vemurafenib + 500 nM
Cobimetinib) behandelt wurden. Der MaRRstabsbalken entspricht 450 um. (Il) Viabilitdt der behandelten Zellen nach
72 h Arzneimittelinkubation. Die Viabilitat wurde aus biologischen Triplikaten mit jeweils technischen Duplikaten
bestimmt und auf unbehandelte Kontrollen (n=1) normiert. (lll) Glukoseverbrauch behandelter Zellen nach 72 h
Arzneimittelinkubation. Der Glukoseverbrauch wurde aus biologischen Triplikaten (n = 1) bestimmt.
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4.3.1.2. Zielgerichtete medikamentdose Behandlung von 3D Modellen
des malighen Melanoms

Die wirksamsten Parameter wurden nach der Evaluierung verschiedener
Arzneimittelkonzentrationen und Behandlungsdauern in 2D auf die 3D-Kultur Ubertragen.
Konkret wurden fir die zielgerichtete medikamentése Behandlung in OS-REp und
mMOS-REp eine Behandlungsdauer von 72 h und die folgenden Wirkstoffkonzentrationen
und -kombinationen festgelegt: 1 yM und 3 pM Vemurafenib, 100 nM Cobimetinib und
1 M Vemurafenib in Kombination mit 100 nM Cobimetinib (1 yM V + 100 nM C). Obwohl
die Kombination von 3 yM Vemurafenib und 100 nM Cobimetinib (3 yM V + 100 nM C)
bisher nicht in 2D untersucht wurde, wurde diese Kombination auch in die 3D-Studie
aufgenommen. Die Applikation des Medikaments erfolgte systemisch an d21 nach ALl
durch Zugabe der jeweiligen Wirkstoffkonzentrationen und -kombinationen zum
Zellkulturmedium  appliziert. Nach 48  Stunden Inkubation wurde die
Medikamentenapplikation  wiederholt, bevor der Therapieeffekt nach einer
Gesamtbehandlungsdauer von 72 Stunden evaluiert wurde (Abbildung 4-16 A). Die
Auswirkung der zielgerichteten medikamenttsen Behandlung auf die Viabilitdt des Modells
durch eine MTT-basierte Viabilitatsbestimmung bewertet. Dabei wurde fir alle drei
Modelltypen ein ahnliches Ergebnis in Bezug auf die verschiedenen in dieser Studie
getesteten Arzneimittelkonzentrationen beobachtet. Genauer gesagt wiesen OS-REp,
MOS-REPSKMEL-28 | nd mOS-REpMe™W°, die mit 1 uM oder 3 uM Vemurafenib behandelt
wurden, die geringste Viabilitdt unter allen medikamentds behandelten Modellen auf, mit
Werten zwischen 89,3 % und 92,3 %. Im Gegensatz dazu wurde nach Applikation von
100 nM Cobimetinib, ein leichter Anstieg der Viabilitat festgestellt. Fur diese Bedingung
wurden Viabilitatswerte zwischen 92,3 % und 97,4 % beobachtet. Mit Werten von Uber
100 % zeigten OS-REp, MOS-REPSKMEL-28  nd mOS-REpMeW°, die entweder mit
1 MV + 100 nM C oder 3 uM V + 100 nM C behandelt wurden, die héchste Viabilitat unter
allen untersuchten therapeutischen Bedingungen. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass die Kombinationstherapie aus Vemurafenib und Cobimetinib eine hohe Viabilitat der
Modelle aufrechterhalt, wahrend die Anwendung eines einzelnen Medikaments die
Lebensfahigkeit des Gewebes unabhéngig vom untersuchten Modelltyp negativ
beeinflusst (Abbildung 4-16 B). Was den Glukosestoffwechsel betrifft, so wurde bei allen
Modelltypen ein &hnliches Verbrauchsprofii in Bezug auf die verschiedenen
Wirkstoffkonzentrationen beobachtet. Wahrend keiner der Modelltypen bei der
Verabreichung von 1 pupM  Vemurafenib eine signifikante Verringerung des
Glukoseverbrauchs zeigte, wurde bei OS-REp, mOS-REPSK-MEL-28 ynd mOS-REpMeWYe, die
mit 3 uM Vemurafenib behandelt wurden, ein leichter Riickgang des Glukoseverbrauchs

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet. Gleichzeitig fiihrte die Behandlung
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mit 100 nM Cobimetinib bei allen Modelltypen zu einem signifikanten Rickgang des
Glukoseverbrauchs. Die Kombinationstherapie mit 1 yM V + 100 nM C zeigte jedoch einen
deutlich erhéhten Glukoseverbrauch im Vergleich zur alleinigen Anwendung von 100 nM
Cobimetinib. Nichtsdestotrotz zeigte die Kombinationstherapie von 3 uyM V + 100 nM C
den geringsten Glukoseverbrauch unter allen untersuchten Behandlungsbedingungen.
Hier wurde eine Verringerung des Glukoseverbrauchs um fast die Halfte der
unbehandelten Kontrolle beobachtet (Abbildung 4-16 C). Der TUNEL-Assay wurde als
weitere Analysemethode zum Nachweis therapeutischer Wirkungen in 3D-Modellen des
malignen Melanoms durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Farbung basiert darauf, dass mit
dem Enzym TdT DNS-Briiche nachgewiesen werden kénnen, die wahrend der DNA-
Fragmentierung in der Endphase der Apoptose auftreten [131]. Um Positivkontrollen fr
dieses Farbeverfahren zu erzeugen, wurden OS-REp 24 Stunden lang entweder mit 1 %
Triton X-100 oder DMSO topisch behandelt, wahrend unbehandelte native Haut als
Negativkontrolle  diente. Die TUNEL-Farbung wurde fir alle getesteten
Arzneimittelkonzentrationen und -kombinationen an OS-REp, mOS-REPSK-MEL28 ynd mOS-
REpMeWe durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Abbildung 4-16 D zeigt reprasentative
Mikroskopbilder von mOS-REpS“MEL28 ynd den entsprechenden Positiv- und
Negativkontrollen. Positive TUNEL-Farbung, erkennbar an der dunkelbraunen Féarbung,
wurde im gesamten Querschnitt der mit Triton X-100 oder DMSO behandelten
Kontrolimodelle beobachtet. Positive Zellen wurden auch im Stratum granulosum und im
Melanomzellcluster von mOS-REpS<MEL-28 phepgbachtet, das mit 100 nM Cobimetinib flr
72 h behandelt wurde. Die Gesamtzahl der in diesem Modell als apoptotisch identifizierten
Zellen war jedoch im Vergleich zu den Positivkontrollen sehr gering. Zudem erwies sich

die TUNEL-Farbung der nativen humanen Haut als negativ.
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Abbildung 4-16: Zielgerichtete medikamentdse Melanom-Behandlung in 3D. (A) Experimenteller Aufbau der
zielgerichteten Melanomtherapie in 3D. Die Behandlung von 21 d alten epidermalen Gewebe-Aquivalenten
(gesunde OS-REp; organotypische Modelle des Malignen Melanoms mit den Zelllinien SK-MEL-28 und MeWo)
wurde am Tag 21 nach ALI durchgefuhrt. Dazu wurde Vemurafenib, Cobimetinib oder eine Kombination aus beiden
systemisch in unterschiedlichen Konzentrationen durch Zugabe der Wirkstoffe zum Zellkulturmedium appliziert
(Tag 21). Nach einer Inkubation von 72 h (Tag 24) mit wiederholter Arzneimittelapplikation nach 48 h (Tag 23)
wurden die Therapieeffekte analysiert. (B) Viabilitdt 72 Stunden nach Verabreichung des Medikaments. Die
Viabilitat wurde aus biologischen Triplikaten mit jeweils technischen Duplikaten bestimmt und auf unbehandelte
Kontrollen (n=3) normalisiert. (C) Glukoseverbrauch nach 72 Stunden Arzneimittelgabe. Der Glukoseverbrauch

wurde aus biologischen Triplikaten (n = 3) bestimmt. (D) TUNEL-Farbung von OS-REp behandelt mit 1 % Triton

X-100 bzw. DMSO fur jeweils 24 h (Positivkontrolle), mOS-REpSK'MEL'28 behandelt mit 100 nM Cobimetinib fir 72 h,

und unbehandelter nativer menschlicher Haut (Negativkontrolle). Melanomnester sind durch Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Der Maf3stabslbalken entspricht 100 ym.

Zusatzlich wurde eine IF fur den Proliferationsmarker Ki67 und den Apoptose-Indikator
gespaltene Caspase-3 in Kombination mit dem Melanom-assoziierten Marker HMB-45
durchgefiuhrt. Bei KI67 handelt es sich um ein intranukleares Protein, das in allen aktiven
Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2 und Mitose) im Zellkern vorkommt, aber in arretierten,
ruhenden Zellen (GO) nicht vorhanden ist [138]. Somit sollte die IF fir diesen
Zellzyklusmarker Aufschluss Uber die Auswirkungen einer gezielten Melanomtherapie auf
die Proliferationsfahigkeit von Melanomzellen innerhalb von mOS-REp geben. Was OS-
REp betrifft, so wurden in der Basalschicht der behandelten und unbehandelten Modelle
mehrere KI67-positive Zellen beobachtet, wobei kein signifikanter Unterschied in ihrer
Haufigkeit und Verteilung zwischen den verschiedenen Arzneimittelkonzentrationen
festgestellt werden konnte. In allen mOS-REpSKMEL28-Modellen konnten HMB-45-positive
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Melanomzelicluster beobachtet werden. Allerdings zeigten nur unbehandelte
mMOS-REpSKMEL-28 gyt definierte und durchweg HMB-45-positive Melanom-Aggregate mit
klarer Abgrenzung zum umgebenden Gewebe. Das HMB45-Signal in medikamentds
behandeltem mOS-REpSMEL-28 grschien dagegen als unregelmaRige, punktuelle Flecken,
die Uber undefinierte Bereiche der basalen epidermalen Schichten verstreut waren, was
auf ein allmahliches Auflosen der Melanom-Aggregate in behandelten mOS-REpSKMEL-28
schlieen lie3. Was die KI67-Expression betrifft, so wurden bei diesen Modellen keine
signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit der KI67-positiven Zellen zwischen den
verschiedenen Behandlungsbedingungen festgestellt. Dennoch wurden in den
suprabasalen epidermalen Schichten von mOS-REpS*MEL-28im Vergleich zu OS-REp mehr
KI67-positive Zellen festgestellt. Im Gegensatz zu mOS-REpSKMEL28 konnten in allen
mOS-REpMeWe-Bedingungen durch IF von HMB-45 klar abgegrenzte Melanomnester
identifiziert werden, wahrend die KI67-Farbung eine haufige Kolokalisierung von
KI67-positiven und HMB-45-exprimierenden Zellen ergab. Um apoptotische Zellen in den
OS-REp und mOS-REp zu erkennen, wurde eine IF mit dem Antikbrper gegen gespaltene
Caspase-3 durchgefuhrt. Caspase-3 ist eine Cystein-abhdngige Aspartat-gerichtete
Protease, die eine Schlisselrolle bei der Apoptose spielt, da sie fir die proteolytische
Verarbeitung wesentlicher Schliisselfaktoren verantwortlich ist, die den Prozess des
programmierten Zelltods regulieren. Die Aktivierung von Caspase-3 erfordert die
proteolytische Spaltung des inaktiven Proenzyms in zwei operative Untereinheiten [139],
von denen eine mit diesem Antikérper nachgewiesen werden kann. Die IF fir HMB-45 in
Kombination mit gespaltener Caspase-3 wurde durchgeftihrt, um Zellen, insbesondere
Melanomzellen, zu erkennen, die infolge einer zielgerichteten Therapie Apoptose erleiden.
Sowohl bei OS-REp als auch bei mOS-REp“eW° wurden unter keiner der
Behandlungsbedingungen Caspase-3-positive Zellen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu
konnte bei den behandelten mOS-REpS“MEL-28-Modellen ein positives Signal fiir
gespaltene Caspase-3 beobachtet werden, wahrend die unbehandelten Modelle
Caspase-3-negativ. waren. Obwohl die Caspase-3-Farbung in behandelten
mOS-REpSKMEL-28 mit der HMB-45-Expression kolokalisiert werden konnte, war die Anzahl
der Caspase-3-positiven Zellen innerhalb des Melanomclusters unter allen
Behandlungsbedingungen &auRerst gering. Das starkste Caspase-3-Signal konnte bei
mOS-REpSKMEL-28 heobachtet werden, das mit 3 yM V + 100 nM C behandelt wurde
(Abbildung 4-16 E).
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Abbildung 4-16: Zielgerichtete medikamentdse Melanom-Behandlung in 3D. (E) Immunfluoreszenzfarbung von (m)OS-REp fur den Proliferationsmarker KI67 (rot) und den
Apoptosemarker gespaltene Caspase-3 (CASP.3, pink) in Kombination mit dem Melanommarker HMB-45 (griin). Der Mal3stabsbalken entspricht 100 um.
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4.3.2. Anti-Tumor Therapie mit Peptid RDP22

Bei Patienten mit NRAS mutierten-Melanomen fehlt es an wirksamen zielgerichteten
Therapien, da sich Resistenzen entwickeln und diese Melanome sehr aggressiv sind, was im
Allgemeinen zu einer schlechteren Prognose fuhrt [140]. Folglich besteht bis heute ein
ungedeckter Klinischer Bedarf an nachhaltig wirksamen therapeutischen Strategien fir diese
Patienten. Neue Peptide-basierte Behandlungsmaglichkeiten bieten neue
Therapiemdglichkeiten [141-146]. Das Peptid RDP22 zeigt eine selektive Aktivitat gegen den
Krebszellmarker Phosphatidylserin (PS) in Modellsystemen und Zytotoxizitdt gegen
Melanome ohne signifikante Wirkung auf nicht-neoplastische Zellen wie Melanozyten oder
Fibroblasten bei antitumoraktiven Konzentrationen [146, 145, 141]. Vor in vivo-Studien wurde
eine 3D Studie durchgefiuihrt und die Auswirkungen von RDP22 auf das organotypische
Melanom-Modell mOSRepMUc-Mel2 (Kontrolle) untersucht und mit den Kolleg:Innen der
medizinischen Universitat Graz verdffentlicht [132].

Dazu wurde RDP22 (Peptid), geldst in 0,1%iger Essigsaure (Vehikel), an den Tagen 1 und 2
topisch appliziert. AnschlieRend wurden die Stoffwechselaktivitdt und die zellulare Integritat
bewertet und Unterschiede in der Tumorprogression und -regression wahrend der Entwicklung
sowie die Proliferationsraten nach der Behandlung analysiert (Abbildung 4-17 A). Um die Pro-
bzw. Regression des Melanoms zerstorungsfrei wahrend der gesamten Kulturzeit zu
detektieren, wurden Bilder wahrend der 21-tdgigen Kulturdauer zu bestimmten Zeitpunkten
(d8, d10, d13, d15, d17, d20 und d21) aufgenommen (Abbildung 4-18) und mit der Software
ImageJ analysiert (Abbildung 4-17 B). Die Analyse ergab eine 4,2- bis 4,7-fach hohere Menge
an entwickelten Melanomen in den Kontrollmodellen (34,5 %) und Vehikel-behandelten
Modellen (31,2 %) im Gegensatz zu den mit RDP22 behandelten Modellen (7,3 %). Zur
Untersuchung des Einflusses des therapeutischen Peptids auf die Proliferationsraten und die
stabilen Melanom-Charakteristika zu untersuchen, wurden Melanom-Hautaquivalente mit dem
Proliferationsmarker Ki67 bzw. dem Melanommarker HMB-45 angefarbt. Anschlielend
wurden die Ki67-positiven Zellen quantitativ gezahlt (Abbildung 4-17 C). Es konnten zahlreiche
Ki67-positive Zellen in den unbehandelten Kontroll-Modellen beobachtet werden. Wéhrend die
Modelle, die mit dem Vehikel allein behandelt wurden, keine signifikante Reaktion auf die
Behandlung zeigten, sank die Anzahl der Ki67-positiv gefarbten Zellen nach der Behandlung
mit 50 pg Peptid auf 40 % ab. Um die Stoffwechselaktivitdt der behandelten mOS-REp zu
analysieren, wurde auf3erdem ein Viabilitatstest mittels MTT-Assay durchgefuhrt (Abbildung
4-17 D). Lediglich bei der Peptidbehandlung wurde eine leichte Verringerung der Viabilitéat
gemessen, was mit dem Peptid-induzierten Zelltod der kleinen Menge an Melanomen in den
mit RDP22 behandelten Modellen zusammenhangen konnte. Darlber hinaus wurde die

zellulare Integritat durch direkte Messung der LDH-Freisetzung im Uberstand (Abbildung 4-17
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E) gemessen. Erhohte LDH-Freisetzung korreliert mit verminderter zelluléarer Integritat. Somit
wurden das Zerstéren der Zellmembran und der Zelltod als Folge der Peptidbehandlung
beobachtet. Um einen morphologischen Uberblick tber die Modelle zu erhalten, wurden
auRerdem Querschnitte mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt (Abbildung 4-17 F). In den Kontroll-
und den mit dem Vehikel behandelten Modellen waren Melanomnester physiologisch an der
Basalschicht einer gut stratifizierten Epidermis nachweisbar und stochastisch lber das
gesamte Modell verteilt. Im Gegensatz dazu waren in Modellen, die mit RDP22 behandelt
worden waren, deutlich weniger und kleinere Tumornester sichtbar und die Morphologie der

Modelle war verandert, was sich u.a. in einem dickeren Stratum corneum zeigte.
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Abbildung 4-17: Quantifizierung der Auswirkungen von Peptid RDP22 auf mOSREp . (A) Schematische
Darstellung der Behandlung von epidermalen Melanom-Modellen mit dem anti-Tumor Peptid RDP22 an d1 und d2
nach ALI. Es wurden jeweils 50 ug RDP22 bzw. 0,1% Essigsaure topisch aufgetragen. (B) Zerstorungsfreie
Detektion von Melanompro- und -regression. Bilder, die wéhrend 21 Tagen Kulturdauer (Abbildung A-XX) mit dem
MediTOM (obere Reihe) aufgenommen wurden, wurden mit ImageJ (untere Reihe) analysiert. (C) Einfluss auf die
Proliferationsraten. Melanom-Hautaquivalente wurden mit dem Melanommarker HMB-45 (grin) und dem
Proliferationsmarker Ki67 (rot) gefarbt; anschlieRend wurden Ki67-positive Zellen quantitativ gezahlt. (D) Analyse
der Stoffwechselaktivitdt. Melanom-Hautmodelle, die mit dem Vehikel behandelt wurden, zeigten keinen
signifikanten Unterschied in der Viabilitéat. (E) Bestimmung der Zellintegritat. Die LDH-Freisetzung wurde im
Uberstand zu definierten Zeitpunkten wahrend der gesamten Kulturdauer gemessen. Pfeile zeigen die Tage an, an
denen 0,1 % Essigsaure oder RDP22 topisch auf die Melanom-Modelle aufgetragen wurde. (F) Hamatoxylin- und
Eosin-Farbung von Querschnitten von Melanom-Hautmodellen. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum

91



Ergebnisse

Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 um. Die Daten sind reprasentativ fir zwei unabhangige
Experimente mit Triplikaten fur jede Bedingung und stellen Mittelwerte mit entsprechenden Standardabweichungen
dar. Fir C und D wurde der Student’s t-Test angewendet, der signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle bzw.
Vehikel- und Peptidbehandlung zeigte, p < 0,001 (*). Abgeéndert und integriert nach schriftlicher Zustimmung des
Journals [132].
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Abbildung 4-18: Nicht-invasive Detektion von Melanompro- und -regression mittels MediTOM. Wahrend 21
Tagen Kulturdauer wurden zu definierten Zeitpunkten (d8, d10, d13, d15, d17, d20 und d21) Bilder mit dem intern
entwickelten MediTOM-Gerat aufgenommen und mit der Software ImageJ analysiert. Abgeéandert und integriert
nach schriftlicher Zustimmung des Journals [132].

4.4, Steigerung der Komplexitat des organotypischen Modells durch
Integration und Analyse des Einflusses von Komponenten der
Tumormikroumgebung

Um die Entwicklung von auf den Menschen Ubertragbaren Tumormodellen in der
onkologischen Forschung voranzutreiben, sollte durch Steigerung der Komplexitat eine
Anndherung an die in vivo Situation erzielt werden. Hierzu wurde zunachst der Einfluss
stromaler Komponenten auf die Melanomentwicklung analysiert (s. 4.4.1) und schlie3lich eine

Immun-Komponente in die Gewebe-Aquivalente integriert (s. 4.4.3).

4.4.1. Analyse des Einflusses auf die Melanomentwicklung stromaler
Komponenten im in vitro Melanom-Modell

Um die Auswirkungen der dermalen Komponente in den organotypischen Melanom-Modellen
zu untersuchen, wurde in der von mir konzipierten und betreuten Masterarbeit von Corinna
Junger zunéchst die Morphologie und Melanomentwicklung der epidermalen und epidermal-

dermalen Melanom-Modelle verglichen. In beiden Modellarten waren Melanomnester
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physiologisch an der Basalschicht einer gut stratifizierten Epidermis nachweisbar und
stochastisch Uber das gesamte Modell verteilt, offenbarten allerdings einen Unterschied in
Grofte und Anzahl der Tumornester. Trotz der Tatsache, dass im mFTSE-Modell zweimal so
viele Melanomzellen ausgesat wurden (Verhdltnis 1:50 fir mFTSE gegentber 1:100 far
mOS-REp), waren in mFTSE deutlich weniger und kleinere Tumornester sichtbar als im
mOS-REp (Abbildung 4-19 1). Die quantitative Analyse von Gewebeschnitten (n=10)
hinsichtlich der prozentualen Verteilung der Zellen im Modell erfolgte mittels ImageJ. Die
Analyse ergab eine 3-fach hthere Menge an entwickelten Melanomen in den epidermalen
Modellen (52 %) im Gegensatz zu den dermal-epidermalen Modellen (17 %) (Abbildung 4-19
.

Um die Hemmung des Fortschreitens des Melanoms in einem dermal-epidermalen
Melanom-Modell weiter zu analysieren und die Auswirkungen des dermalen Teils auf die
Melanomentwicklung bewerten zu kénnen, wurden im Folgenden die Nahrstoff-Konkurrenz
(s.4.4.1.1), der Einfluss adulter Zellen (s. 4.4.1.2) und die Auswirkungen von
Krebs-assoziierten Fibroblasten (s. 4.4.2) im in vitro Melanom-Modell untersucht.
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Abbildung 4-19: Gegenuberstellung der Melanomentwicklung in epidermalen vs. dermal-epidermalen

Melanom-Modellen. (I) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von mOS—REpMUG'NIEIZ bzw.

mFTSEMUG’Me'Z. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale,

M = Membran, D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der MaRstabsbalken entspricht
100 um. (Il) Die quantitative Analyse von Gewebeschnitten (n=10) erfolgte mit ImageJ.

4.4.1.1. Analyse der Nahrstoff-Konkurrenz im in vitro Melanom-
Modell

Um zu analysieren, ob eine Nahrstoff-Konkurrenz ursachlich far die unterschiedlich
ausgepragte Melanomentwicklung im epidermal-dermalen Melanom-Maodell ist, wurde ein
Nahrstoff-Experiment durchgefuhrt. Hierzu wurden mFTSEMYCMel2 mit 19 mL E10-Medium

statt der standardmaRigen 2,5 mL kultiviert und erhielten somit ein 7,6-fach hdheres Volumen
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an Medien und Nahrstoffen (Abbildung 4-20 A). Um einen morphologischen Uberblick tiber die
Modelle zu erhalten, wurden Querschnitte mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Modelle, die in
der Deepwell-Platte kultiviert worden waren, wiesen deutlich weniger und kleinere
Tumornester auf als solche, die standardmafiig kultiviert worden waren. Die gquantitative
Analyse von Gewebeschnitten (n=6) hinsichtlich der prozentualen Verteilung der Zellen im
Modell erfolgte mittels ImageJ. Die Analyse ergab eine 2-fach héhere Menge an entwickelten
Melanomen in den mFTSEMUG-Mel2/Deepwell (35 04) jm Gegensatz zu den mFTSEMUGMe2 (17 op)
(Abbildung 4-20 B). Was den Glukosestoffwechsel betrifft, so wurde bei beiden Modelltypen
ein ahnliches Verbrauchsprofil in Bezug auf die verschiedenen Kulturbedingungen beobachtet.
Wahrend mFTSEMUC-Me2 eine leichte Steigerung des Glukoseverbrauchs (d7=103 %,
d14=103,5 %, d21=103 %) im Vergleich zu gesunden Kontroll-Modellen, auf welche normiert
wurde, zeigten, wurde bei MFTSEMUG-Mel2/Deepwell gin deutlich erhohter Glukoseverbrauch offenbar
(125,03 % an d7 bis zu 128,16 % an d21), was einen Anstieg von 25 % im Vergleich zu den
in 2,5 mL Medium kultivierten mFTSE bedeutet (Abbildung 4-20 C).

Was die Laktatproduktion betrifft, so wurde bei beiden Modelltypen ein &hnliches
Produktionsprofil in Bezug auf die verschiedenen Kulturbedingungen beobachtet.

Wahrend die Laktatproduktion in mFTSEMY6Mel2 yon d7 auf d14 um 4% leicht anstieg,
(d7=108,21 %, d14=112,15 %) konnte bei den mFTSEMUGMel2/Deepwell gin deutlicher Anstieg um
49,12 % verzeichnet werden (87,18 % an d7 auf 136,3 % an d14). Von d14 auf d21 konnte ein
Ruckgang der Laktatproduktion in beiden Modellen beobachtet werden; ein Rickgang um
5,35% (d21=106.8 %) bei mFTSEMYSMe2 ynd auf 132,94 % bei mFTSEMUC-Mel2/Deepwel
(Abbildung 4-20 C).
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Abbildung 4-20: Analyse der Nahrstoffkonkurrenz im epidermal-dermalen Melanom-Hautéquivalent. (A)
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die Vollhaut-Modelle wurden in unterschiedlichen

Mediummengen, entweder standardmafig in 2,5 mL oder in einer Deepwell-Platte mit 19 mL, kultiviert. (B)

Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von mFTSE" ™ bzw, mFTSEMVCM?PeP" g = Siratum

Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester
sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 um. Die quantitative Analyse von
Gewebeschnitten (n=6) erfolgte mit ImageJ. (C) Bestimmung des Gukose-Verbrauches (links) bzw. der Laktat-
Produktion (rechts). Diese wurden im Uberstand zu definierten Zeitpunkten (d7, d14, d21 nach ALI) wahrend der
gesamten Kulturdauer gemessen und auf die entsprechende Kontrolle normalisiert. (n=1).

4.4.1.2. Einfluss adulter Zellen im organotypischen Modell des
malignhen Melanoms

Um den Einfluss adulter Zellen im organotypischen Melanom-Modell zu untersuchen, wurden
juvenile und adulte hEK und hdF fir die Generierung von epidermalen und dermal-
epidermalen Melanom-Modellen verwendet und hinsichtlich ihres Effektes auf die
Melanomentwicklung analysiert (Abbildung 4-21 A). Zunéchst wurde die Progression des
Melanoms zerstorungsfrei nach 21-tdgiger Kulturdauer im epidermalen Melanom-
Hautaquivalent unter Verwendung juveniler und adulter heK mit dem MediTOM aufgenommen
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und mit ImageJ analysiert. Die Analyse ergab eine identische Menge an entwickelten
Melanomen in Modellen mit einem Verhaltnis der Melanom-Zellen:hEK von 1:50 (77 %; Daten
nicht gezeigt). Bei einem Verhéltnis von 1:100 war der Melanomanteil im Modell mit adulten
heKs mit 65 % etwas hoher als bei mMRHEe""® mit 61 % (Abbildung 4-21 B).

Um den Einfluss von juvenilen und adulten hdF auf das MUG-Mel2-Wachstum in 2D zu
untersuchen, wurden die Proliferationsraten mittels XCelligence® bestimmt. Der Zell-Index (ClI)
und die Verdopplungszeit der Melanomzellen unter dem Einfluss der hdFs wurde fiir die Dauer
von einer Woche gemessen. Fur die Analyse des Zell-Indexes, der ein quantitatives Malf3 ftr
die Zellzahl ist, wurde ein Zeitbereich zwischen 60 und 121 h verwendet. Die Diagramme des
Zell-Indexes zeigten unterschiedliche Verlaufe fur MUG-Mel2 w/o hdFs, MUG-Mel2 + juvenilen
hdFs oder + adulte hdFs auf. Die Verdoppelungszeit fir MUG-Mel2 w/o hdF betrug etwa 55 h.
Die Verdopplungszeiten unter Einfluss der hdFs waren deutlich hoher; fir
MUG-Mel2 + juvenilen hdFs 145,97 h, fur MUG-Mel2 + adulte hdFs 106,13 h. Die Steigung
der MUG-Mel2 w/o hdFs wurde auf 100 % gesetzt und die Diagramme fir adulte und juvenile
Zellen wurden auf diesen Kontrollwert normiert. Die MUG-Mel2 + juvenile hdFs zeigten eine
1,2-fach hdhere Steigung (121,4 %), fur die MUG-Mel2 + adulte hdFs war die Steigung
2,64-fach hoher (264 %) (Abbildung 4-21 C).

Um einen morphologischen Uberblick tber die epidermal-dermalen Modelle unter
Verwendung juveniler und adulter hdF zu erhalten, wurden Querschnitte mit Hamatoxylin und
Eosin gefarbt. Modelle, die mit adulten hdF aufgebaut wurden, wiesen diinnere epidermale
Strata auf, deutlich mehr und gréBere Tumornester auf als solche, die standardmafig
aufgebaut worden waren. Die quantitative Analyse von Gewebeschnitten (n=6) hinsichtlich der
prozentualen Verteilung der Zellen im Modell erfolgte mittels der Software ImageJ. Die Analyse
ergab eine 3,2-fach hohere Menge an entwickelten Melanomen in den mFTSEMUG-Melz/adult
(53 %) im Gegensatz zu den mFTSEMUC-Melzluvenil (17 04) (Abbildung 4-21 D).

Was den Glukosestoffwechsel betrifft, so wurde bei beiden Modelltypen ein unterschiedliches
Verbrauchsprofil in Bezug auf die verschiedenen Kulturbedingungen beobachtet. Wéahrend
mFTSEMUG-Mel2juvenil gine |eichte Steigerung des Glukoseverbrauchs (d7=103 %, d14=103,5 %,
d21=103 %) im Vergleich zu gesunden Kontroll-Modellen, auf welche normiert wurde, zeigten,
wurde bei mFTSEMUG-Mel2iadult gin deutlich niedriger Glukoseverbrauch offenbar (d7 von 79 %
bis d14 mit 77,75 %). Erst an d21 war der Verbrauch mit 105,27 % hodher als bei der Kontrolle.
Wahrend bei den juvenilen mFTSE im Laufe der Zeit kein Anstieg zu verzeichnen war, stieg
der Verbrauch bei den adulten mFTSE um 26,27 % an d21 (Abbildung 4-21 E).

Was die Laktatproduktion betrifft, so wurde bei beiden Modelltypen ahnliches beobachtet.
Wahrend die Laktatproduktion in mFTSEMYG-Melziuvenil 7, iadem Zeitpunkt hoher liegt als die des
Kontroll-Modells (d7=108,21 %, d14=112,15 %, d21=106,8 %), war die Laktatproduktion des

mFTSEMUG-Mel2iadult 3y 47 und d14 auffallend niedriger als die des Kontroll-Modells. An d21 war
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ein deutlicher Anstieg um 31,25 % (auf 100,75 %) zu verzeichnen, und die Laktatproduktion
entsprach fast der des Kontrollmodells (Abbildung 4-21 E).
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Abbildung 4-21: Einfluss von adulten Keratinozyten und Fibroblasten auf die Melanomentwicklung. (A)
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Juvenile und adulte Keratinozyten und Fibroblasten wurden flr
die Generierung von epidermalen und epidermal-dermalen Melanom-Modellen verwendet und hinsichtlich ihres
Effektes auf die Melanomentwicklung analysiert. (B) Vergleich der Melanomprogression im epidermalen Melanom-
Hautaquivalent unter Verwendung juveniler und adulter heK. Bilder, die mit dem MediTOM (obere Reihe)
aufgenommen wurden, wurden mit ImageJ (untere Reihe) analysiert (n=2). (C) Bestimmung der Proliferationsraten
mittels XCelligence®. Analyse des Einflusses von juvenilen und adulten hdF auf das MUG-Mel2-Wachstum in 2D.
Es wurden Zell-Index, Verdopplungszeit und die Steigung des CI bestimmt.
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Abbildung 4-21: Einfluss von adulten Keratinozyten und Fibroblasten auf die Melanomentwicklung (D)
Héamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von epidermal-dermalen Melanom-Hautmodellen unter
Verwendung juveniler und adulter hdrF. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum
Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der
Mafstabsbalken entspricht 100 pm. Die quantitative Analyse von Gewebeschnitten (n=6) erfolgte mit ImageJ. (E)
Bestimmung des Gukose-Verbrauches (links) bzw. der Laktat-Produktion (rechts). Diese wurden im Uberstand zu
definierten Zeitpunkten (d7, d14, d21 nach ALI) wahrend der gesamten Kulturdauer gemessen und auf die
entsprechende Kontrolle normalisiert. (n=1).

4.4.2. Integration und Analyse der Auswirkungen von Krebs-
assoziierten Fibroblasten

Um die Auswirkungen von Krebs-assoziierten Fibroblasten im in vitro Melanom-Modell und
in einem
hdFs zu
Krebs-assoziierten Fibroblasten aktiviert und anschlie3end der Einfluss dieser CAFs auf
MUG-Mel2 in 2D analysiert. Zur Aktivierung wurden juvenile hdFs fur 48 h mit TGF-B oder

deren Einfluss auf die Hemmung des Fortschreitens des Melanoms

dermal-epidermalen Melanom-Modell zu analysieren, wurden zun&chst

konditioniertem Medium (CM) oder einer 1:1 Mischung aus beidem inkubiert (Abbildung 4-22
A). Zur Uberprufung der erfolgreichen Aktivierung zu Krebs-assoziierten Fibroblasten, wurden
aktivierte Fibroblasten und die CAF-Zelllinie MUCCarlyl auf die CAF-assoziierten Marker
a-Smooth Muscle Actin (aSMA) und Fibroblast Activated Protein (FAP) angefarbt. Es konnten
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zahlreiche aSMA- und FAP-positive MUCCarlyl detektiert werden. Wahrend alle durch
Inkubation mit TGF-B oder CM oder einer 1:1 Mischung aus beidem aktivierten hdFs eine
FAP-Expression zeigten, fiel die Expression von aSMA deutlich schwacher aus (Abbildung 4-
22 B). Um den Einfluss Krebs-assoziierter Fibroblasten auf das MUG-Mel2-Wachstum in 2D
zu untersuchen, wurden die Proliferationsraten mittels XCelligence® bestimmt. Der Cl und die
Verdopplungszeit der Melanomzellen unter dem Einfluss der CAFs wurde fiir die Dauer von
einer Woche gemessen. Fir die Analyse des Cls, der ein quantitatives Malf3 fur die Zellzahl
ist, wurde ein Zeitbereich zwischen 60 und 121 h verwendet. Die Diagramme des Cls zeigten
unterschiedliche Verlaufe fir MUG-Mel2 w/o hdF, MUG-Mel2 + hdFT¢F® oder + hdF°M oder
hdFTeFB*CM quf. Die Verdoppelungszeit fir MUG-Mel2 w/o hdF betrug etwa 55 h. Die
Verdopplungszeiten unter Einfluss der CAFs waren teils deutlich niedriger; fir
MUG-Mel2 + hdFM 41 h, fur MUG-Mel2 + hdFT¢FF*°M 23 6 h. Lediglich unter Einfluss der
hdFT¢"* betrug die Verdopplungszeit mit 58,9 h einen &hnlichen Wert wie der der
Kontrollzellen. Die Steigung der MUG-Mel2 w/o hdFs wurde auf 100 % gesetzt und die
Diagramme der CAFs wurden auf diesen Kontrollwert normiert. Die MUG-Mel2 + hdF™M
zeigten eine 2,28-fach hohere Steigung (228,6 %), die MUG-Mel2 + hdF'®™* eine Steigung
von 185,7%. Lediglich die Steigung der MUG-Mel2 + hdFT¢F#*Mmit 107,1% war vergleichbar
hoch zum Kontrollwert (Abbildung 4-22 C).

99



Ergebnisse

A
10 ng/ml TGF-B
konditioniertes Medium
e~ &
48 h
Krebs-assoziierte Fibroblasten
B
: 4 3
C o5 T s 250
0.10 £ £ 2001
8 - s 3]
-3 = .
T 005 S a0 § L
= =] o
= g b 1004
N 000 2 20 >
o b 504
o w
-0.05 T T T s
77:51:14 75114 175144 > 0F o
time
MUG-MeIZ MUG-Mel2+
- MUG-Mel2 w/o hdF % MuG-Mel2+hdF S w/o haF SR MUG—MeI2 MUG-Mel2+
CM TGF-R+CM "o wiohdF hdFTGF *
MUG-Mel2+hdF™" == MUG-Mel2+hdF o™ "< MUG-Mel2+ MUG-Mel2+
MUG-Mel2+ MUG-Mel2+
hdFTeF-# hdFM hdFCM o TOF-8+CM

Abbildung 4-22: Aktivierung von hdFs zu Krebs-assoziierten Fibroblasten und Analyse des Einflusses von
CAFs auf MUG-Mel2 in 2D. (A) Schematische Darstellung der Aktivierung von hdFs zu CAFs. Dafiir wurden
juvenile hdFs fur 48 h mit TGF-B oder konditioniertem Medium (CM) oder einer 1:1 Mischung aus beidem inkubiert.
(B) Immunfluoreszenzfarbung von aktivierten Fibroblasten und der CAF-Zelllinie MUCCarlyl fir aSMA (rot) und
FAP (gelb). Der Mal3stabsbalken entspricht 200 um. (C) Bestimmung der Proliferationsraten mittels XCelligence®.
Analyse des Einflusses von Krebs-assoziierten Fibroblasten auf das MUG-Mel2-Wachstum in 2D. Es wurden Zell-
Index, Verdopplungszeit und die Steigung des CI bestimmt.

Im Folgenden wurden die zu Krebs-assoziierten Fibroblasten aktivierten hdFs in
dermal-epidermale Melanom-Modelle integriert, um die Auswirkungen von CAFs im in vitro
Melanom-Modell und deren hemmenden Einfluss auf die Progression des Melanoms zu
analysieren. Hierzu wurden unaktivierte juvenile, mit TGF-f3 oder CM oder einer 1:1 Mischung

aus beidem aktivierte hdF oder die CAF-Zelllinie MUCCarlyl fir die Generierung von
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dermal-epidermalen Melanom-Modellen verwendet und hinsichtlich ihres Effektes analysiert
(Abbildung 4-23 A).

Fur einen morphologischen Uberblick der epidermal-dermalen Melanom-Gewebe-Aquivalente
unter Verwendung verschiedenster (un)aktivierter hdF, wurden Querschnitte mit Hamatoxylin
und Eosin gefarbt. Modelle, die mit CAFs aufgebaut wurden, wiesen teils diinnere epidermale
Strata auf, sowie deutlich mehr, groRere und invasivere Tumornester als solche, die
standardméaRig aufgebaut worden waren. Lediglich in den Modellen, welche mit der
CAF-Zellinie MUCCarlyl generiert wurden, waren kaum Melanomnester detektierbar. Mittels
ImageJ erfolgte die quantitative Analyse von Gewebeschnitten (n=6) hinsichtlich der
prozentualen Verteilung der Zellen im Modell. Die Analyse ergab eine 2,8-fach niedrigere
Menge an entwickelten Melanomen in den mFTSEMUC-Mel2MUCCalyl (5 04) im Gegensatz zu den
MFTSEMUG-Me2 (17 0%). Alle anderen Modelle wiesen eine hohere Menge an entwickelten
Melanomen auf im Vergleich zum mFTSEMYSMe2; hej mFTSEMUGMeEZICM 604 hoher (23%),
MFTSEMUG-Mel2ITGF-E+CM 1 76-fach hoher (30%) und mFTSEMYGMeZITGE-B am hochsten mit 53%
und somit 3,1-fach hoher als im mFTSEMUYC-Mel2 (Apbildung 4-23 B).

Zusatzlich wurde eine IF fir den Keratinozytenmarker CK14 und den CAF-Marker aSMA in
Kombination mit dem Melanom-assoziierten Marker HMB-45 durchgefiihrt. Sowohl bei
mFTSEMUG_MeIZ/TGF_B, mFTSEMUG—MeIZITGF-EﬁCM’ mFTSEMUG—MeIZ/CM, aIS aUCh mFTSEMUG—MeIZlMUCCarIyl
wurden im dermalen Part aSMA-positive Zellen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnte bei
den mFTSEMUGMe2 kein positives Signal fir aSMA beobachtet werden. Obwohl die
CK14-Farbung in allen mFTSE detektiert werden konnte, war die Anzahl der CK14-positiven
Zellen innerhalb der mMFTSEMUG-MeRITGF-+CM (nd mFTSEMUG-Mel2ICM ynter allen Bedingungen am
geringsten. Das starkste CK14-Signal konnte bei mFTSEMUG-Mel2MUCCarlyl und mET SEMUG-Mel2/TGF-f
beobachtet werden. Korrelierend zu den Beobachtungen in den mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbten Querschnitten konnten bei MFTSEMUG-Mel2 MFTSEMUC-Mel2/TGF-
MFTSEMUG-Mel2/TGF-B+CM - 3|5 auch mFTSEMUC-Mel2lCM M B-45-positive Zellen nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu konnte bei den mFTSEMYG-Mel2MUCCalyl kaum ein positives Signal
fur HMB-45 beobachtet werden (Abbildung 4-23 C).

Was den Glukosestoffwechsel betrifft, so wurde bei allen Modelltypen ein unterschiedliches
Verbrauchsprofil in Bezug auf die verschiedenen Kulturbedingungen beobachtet. Wé&hrend
MFTSEMUG-Me2 gine |eichte Steigerung des Glukoseverbrauchs (d7=103 %, d14=103,5 %,
d21=103 %) im Vergleich zu gesunden Kontroll-Modellen, auf welche normiert wurde, zeigten,
wurde bei mFTSEMUC-Mel2TGRE ain deutlich niedriger Glukoseverbrauch offenbar, welcher von
97,3 % auf 88,4 % Uber die angegebene Zeit sank. Wahrend bei den mFTSEMUG-Mel2/TGF-g+CM
im Laufe der Zeit ein Anstieg der Glukoseaufnahme von d7 auf d14 von 20,2 % (Tag 7=116,4
%, Tag 14=136,6 %) zu verzeichnen war, gingen die Werte fur d21 stark zurtick, und waren
ahnlich (d21=105,2 %) denen der Kontrolimodelle. Auch bei den mFTSEMYGMeRICM war im
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Laufe der Zeit ein Anstieg der Glukoseaufnahme von 15,6 % zu verzeichnen mit dem hdchsten
Wert an d14. Von d7 bis d14 stieg die Glukoseaufnahme um 21,1 % (d7=89,3 %), wahrend
sie in den folgenden sieben Tagen um 5,5 % (d21=104,9 %) abnahm. Im Gegensatz dazu
wurde bei mMFTSEMUGMelzZMUCCayl 7, jedem Messzeitpunkt ein deutlich niedriger
Glukoseverbrauch im Vergleich zu den Kontrollmodellen offenbar (d7=97,2 %, d14=98,7 %,
d21=95,6 %), welcher um 1,6 % im Laufe der angegebenen Zeit sank (Abbildung 4-23 D).
Was die Laktatproduktion betrifft, so wurde bei allen Modelltypen &hnliches beobachtet.
Wahrend die Laktatproduktion in mFTSEMUC-MeRITGEE (1her die angegebene Zeit von d7 mit 84
% auf 82,97 % an d21 sank, lag diese zu jedem Zeitpunkt niedriger als die des Kontroll-Modells
(d7=108,21 %, d14=112,15 %, d21=106,8 %). Dagegen war die Laktatproduktion des
MFTSEMUG-Me2ITGF-B*CM g d7 und d14 auffallend hoher als die des Kontroll-Modells mit einem
Anstieg von 28,07 % (d7=111,27 %, d14=139,34 %). Die Werte fir d21 gingen stark zurtick,
und waren &hnlich (d21=104,55 %) denen der Kontrollmodelle. Bei den mFTSEM stieg die
Laktatproduktion im Laufe der Zeit leicht an. An d7 und d14 war die Produktion etwas niedriger
als beim entsprechenden Kontrolimodell (d7=99,6 %, d14=102,7 %), stieg aber im Laufe der
Zeit leicht Uber die der Kontrollmodelle (d21=106 %). Insgesamt stieg die Produktion um 6,4
%. Obwohl auch bei mFTSEMUG-Mel2MUCCayl ain Anstieg der Laktatproduktion um insgesamt
6,44 % zu verzeichnen war, lagen diese zu jedem Zeitpunkt niedriger als die des Kontroll-
Modells (d7=87,4 %, d14=93,2 %, d21=93,84 %) (Abbildung 4-23 D).
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Abbildung 4-23: Integration und Analyse von Krebs-assoziierten Fibroblasten in epidermal-dermale
Melanom-Hautaquivalente. (A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Unaktivierte juvenile, mit TGF-
B oder konditioniertem Medium oder einer 1:1 Mischung aus beidem aktivierte hdF oder die CAF-Zelllinie
MUCCarlyl wurden fir die Generierung von epidermal-dermalen Melanom-Modellen verwendet und hinsichtlich
ihres Effektes analysiert. (B) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von epidermal-dermalen
Melanom-Hautmodellen unter Verwendung verschiedenster (aktivierter) hdF. SC = Stratum Corneum, SG =
Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind durch
Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Malstabsbalken entspricht 100 pm. Die quantitative Analyse von
Gewebeschnitten erfolgte mit der Software ImageJ.
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Abbildung 4-23: Integration und Analyse von Krebs-assoziierten Fibroblasten in epidermal-dermale
Melanom-Hautaquivalente. (C) Immunfluoreszenzfarbung. Die Melanom-Hautaquivalente wurden mit dem
Melanommarker HMB-45 (griin), dem Keratinozytenmarker CK14 (cyan) und dem CAF-Marker aSMA (rot) gefarbt.
Krebs-assoziierte hdF sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Malstabsbalken entspricht 50 ym. (D)
Bestimmung des Gukose-Verbrauches (links) bzw. der Laktat-Produktion (rechts). Diese wurden im Uberstand zu
definierten Zeitpunkten (d7, d14, d21 nach ALI) wahrend der gesamten Kulturdauer gemessen und auf die
entsprechende Kontrolle normalisiert. (n=2).

4.4.3_. Integration von T Zellen in die organotypischen Gewebe-
Aquivalente

Um zukuinftig den Effekt bzw. die Wirkung von ICIs in vitro belegen und abschatzen zu kénnen
und eine Anndherung an die in vivo Situation zu erzielen, sollte, da das Immunsystem wichtiger
Bestandteil des TME ist, eine Immun-Komponente in Form von T Zellen in die organotypischen
Gewebe-Aquivalente integriert werden. Das Vorhaben die Entwicklung von auf den Menschen
Ubertragbaren Tumormodellen in der onkologischen Forschung voranzutreiben, sollte durch
Steigerung der Komplexitat zudem vorangetrieben werden.

Neben erfolgreichen Strategien zur Integration von T Zellen in epidermale (s. 4.4.3.1) und
dermal-epidermale (s. 4.4.3.2) Melanom-Modelle, sind in Tabelle 4-1 weitere Strategien
aufgefuhrt, deren Umsetzung nicht zum gewlnschten Ziel, zur Generierung immun-

kompetenter organotypischer in vitro Modelle des malignen Melanoms, gefihrt haben.
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Tabelle 4-1: Strategien zur Generierung immun-kompetenter organotypischer in vitro Modelle des malignen
Melanoms.

Strategie Umsetzung Problem

Etablierung von epidermalen
Einwandern ins Modell ~ Modellen basierend auf
Membranen mit grof3en Poren

Kein selbststandiges
Einwandern der T Zellen

Verletzungsfreies

N Topische Applikation Kein Einwandern der T Zellen
Einbringen
Raumliche Néhe Injektion ins Melanom Keine homogene Verteilung
Effektor und Zielzelle bzw Migration
Raumliche Néhe Sphéaroid aus T Zellen mit/ohne  Keine homogene Verteilung
Effektor und Zielzelle Melanomzellen bzw Migration

Keine homogene Verteilung
bzw Migration

Homogene Verteilung

bzw Migration Aktivierung via CCL19

Keine homogene Verteilung
bzw Migration

Homogene Verteilung

bzw Migration Aktivierung via PMA/lonomycin

4.4.3.1. Strateqien zur Integration von T Zellen in epidermale
Melanom-Modelle

Um T Zellen (T Zs) in epidermale Gewebe-Aquivalente zu integrieren, wurde die Strategie
verfolgt, T Zs systemisch zu den humanen organotypische 3D Modellen zu verabreichen.
Hierbei wurde ein cytotoxisches Milieu durch Zugabe CD3/CD28 aktivierter/unstimulierter T Zs
zu epidermalen in vitro Haut-Modellen generiert. Nach 14-tagiger Kultivierung an der
Luft_Flussigkeits-Grenzflache erfolgte die Ko-Kultur durch systemische Zugabe der 72 h
pre-stimulierten T Zs fir 48 h (Abbildung 4-24 A 1). Um die Stoffwechselaktivitat der OS-REp
zu analysieren, wurde ein Viabilitatstest mittels MTT-Assay nach 48-stiindiger Ko-Kultur
durchgefuhrt (Abbildung 4-24 A 11). Nur bei der Ko-Kultur mit CD3/CD28 aktivierten T Zs wurde
eine Verringerung der Viabilitat auf nahezu die Halfte gemessen. Eine Ko-Kultur mit
unstimulierten T Zs hatte keinen negativen Einfluss auf die Viabilitat. Um einen
morphologischen Uberblick tber die OS-REp und OS-Rep’ %" zu erhalten, wurden
Querschnitte Hamatoxylin und Eosin gefarbt (Abbildung 4-24 A 1ll). Histologisch waren OS-
REp durch die Bildung einer mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten Epidermis,
bestehend aus den vier charakteristischen Epidermisschichten der menschlichen Haut
Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum
gekennzeichnet. Nach Ko-Kultur mit unstimulierten T Zs war diese klassische Morphologie und
Stratifizierung erhalten; lediglich im Vergleich zur Kontrolle etwas aufgelockerter. OS-RepT ze!en

wiesen histopathologische Veréanderungen des Hautgewebes auf, wie eine Veranderung der
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Basalschicht, die Ausbildung einer subepidermalen Spalte, Bildung von Mikro-Vesikeln und
das beginnende Ablésen der Epidermis.

Da die PorengroBe der verwendeten Polycarbonat-Membran-inserts mit 0,4 pm ein
Einwandern von Immunzellen unmdglich macht, wurden epidermale Haut- und
Melanom-Modelle mit groRen Poren (8,0 um) etabliert. Fir die Modell-Generierung von
OS-REp und mOS-REp basierend auf Membranen mit groRen Poren, welche ein Einwandern
der T Zs erlauben sollen, wurden zunéchst die Poren der Polycarbonat-Membran-Inserts von
einer PorengroBe von 8,0 um an dO zunachst durch Auftragen von Kollagen | Gel
verschlossen. In definierten Mischverhaltnissen wurden hEK oder hEK und Melanomzellen in
Einzelsuspension anschliel3end darauf ausgesat und fur 24 h submers kultiviert. An d1 wurden
die Modelle ALI gesetzt und bis d21 unter Standardbedingungen kultiviert (Abbildung 4-24 B
). Fur einen morphologischen Uberblick erfolgte eine HE-Farbung eines Querschnitts von
einem epidermalen gesunden Hautaquivalenten aufgebaut auf einer Membran mit grofRen
Poren OS-Rep9ke Poren - Histologisch waren diese, wie OS-REp, durch die Bildung einer
mehrschichtigen gut stratifizierten und differenzierten Epidermis, bestehend aus den vier
charakteristischen Epidermisschichten der menschlichen Haut Stratum Basale, Stratum
Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum gekennzeichnet, welche auf einer
dinnen Schicht Kollagen | Gel, mit welchem die Poren verschlossen waren, gebildet war
(Abbildung 4-24 B 1l).
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Abbildung 4-24: Strategien zur Integration von T Zellen (T Z) in epidermale Gewebe-Aquivalente. (A) Humane
immunkompetente epidermale 3D Modelle. () Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Generierung eines
cytotoxischen Milieus durch Zugabe CD3/CD28 aktivierter/unstimulierter T Zellen zu epidermalen in vitro Haut-
Modellen. Die Ko-Kultur erfolgte nach 14-tagiger Kultivierung an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache durch
systemische Zugabe der 72 h pre-stimulierten T Zs fur 48 h. (II) Analyse der metabolischen Aktivitat der in vitro
Modelle. Via MTT-Assays wurde nach 48-stiindiger Ko-Kultur die Viabilitat des Testsystems bestimmt. Diese wurde
aus jeweils technischen Triplikaten bestimmt und auf unbehandelte Kontrollen normalisiert. (111) Hamatoxylin- und
Eosin-Farbung von Querschnitten von epidermalen gesunden Hautaquivalenten und Hautmodellen eines
pathologischen Phanotyps. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB =
Stratum Basale, M = Membran. Der Mafstabsbalken entspricht 100 pm. (B) Epidermale Haut- und Melanom-
Modelle mit grolRen Poren. (I) Schematische Darstellung der Modell-Generierung von OS-REp und mOS-REp
basierend auf Membranen mit groRen Poren, welche ein Einwandern der T Zs erlauben sollen. Fir die in vitro RHE-
Modelle wurden die Poren der Polycarbonat-Membran-Inserts von einer Porengréf3e von 8,0 um an Tag 0 zunéchst
durch Auftragen von Kollagen | Gel verschlossen. AnschlieBend wurden hEK oder hEK und Melanomzellen in
Einzelsuspension in definierten Mischverhaltnissen ausgesat. Am Tag 1 wurden die Modelle an die Luft-
Flussigkeits-Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt und bis Tag 21 kultiviert. (Il) Hamatoxylin- und Eosin-
Farbung eines Querschnitts von einem epidermalen gesunden Hautaquivalenten aufgebaut auf einer Membran mit

groRRen Poren (0S-Rep®*®"°®"). SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB
= Stratum Basale, C = Kollagen | Gel, M = Membran. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 pm.
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4.4.3.2. Strateqien zur Integration von T Zellen in dermal-epidermale
Melanom-Modelle

Um T Zs in dermal-epidermale Gewebe-Aquivalente zu integrieren, wurde die Strategie
verfolgt, T Zs nach 19-tagiger Kultivierung an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache in
mPFTSEfuhes Stadum 7 injizieren und fur 48 h zu kultivieren (Abbildung 4-25 A ). Nach 48 h Ko-
Kultur wurde im Uberstand die IFNy-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Die Menge an
IFNy lag beim immun-kompetenten mFTSE bei 119,42 pg/mL; im Uberstand des mFTSEhes
stadium konnte kein IFNy nachgewiesen werden (Abbildung 4-25 A I1). Zudem wurde eine IF auf
den T Zell-Marker CD3 durchgefiihrt. Zahlreiche CD3-positive Zellen konnten in der Dermis
detektiert werden (Abbildung 4-25 A Ill). Fir einen morphologischen Uberblick wurde von
Querschnitten eines MFTSE und in die Dermis injizierter T Zs Hamatoxylin und Eosin gefarbt.
Histologisch war das mFTSE durch die Ausbildung einer dermalen Komponente, in der die
Fibroblasten homogen im Hydrogel verteilt vorlagen, die Bildung einer mehrschichtigen gut
stratifizierten und differenzierten Epidermis, bestehend aus den vier charakteristischen
Epidermisschichten Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum
Corneum, sowie die Ausbildung von Melanomclustern an der dermoepidermalen
Junktionszone, die deutlich vom umgebenden gesunden Gewebe abgegrenzt waren,
gekennzeichnet. Die in die Dermis injizierten T Zs wiesen die typische runde Morphologie auf
und befanden sich am Ort der Injektion; im Kollagen | Gel konnte der Injektionskanal anhand
der Verletzung durch die Kaniile identifiziert werden (Abbildung 4-25 A V).

Da im mFTSE keine homogene Verteilung der T Zs erzielt werden konnte bzw. keine Migration
beobachtet werden konnte, wurde als weitere Strategie zur Integration von T Zs in
Melanom-Modelle ein immun-kompetentes mFTSEPA® generiert. Hierzu wurden auf 2 Wochen
alte dermale Komponenten T Zs ausgesat und unter ein 19 Tage altes mFTSEP* fur 48 h
gespannt (Abbildung 4-25 B 1). Um einen morphologischen Uberblick zu erhalten, wurde eine
Hamatoxylin und Eosin-Farbung von Querschnitten eines dermal-epidermalen immun-
kompetenten mFTSEPA® mit in der Dermis integrierter T Zs angefertigt. Histologisch war das
immun-kompetente mFTSEP*® durch die Bildung einer mehrschichtigen gut stratifizierten und
differenzierten Epidermis, bestehend aus den vier charakteristischen Epidermisschichten
Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum, die
Ausbildung von Melanomclustern, die deutlich vom umgebenden gesunden Gewebe
abgrenzbar waren, an der dermoepidermalen Junktionszone, sowie die Ausbildung einer
dermalen Komponente, in der die Fibroblasten homogen im Hydrogel verteilt vorlagen,
gekennzeichnet. Zudem befanden sich die T Zs in der Dermis zwischen den beiden dermalen

Schichten, zwischen derer sie ausgesat und gespannt wurden (Abbildung 4-25 B 11).
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Abbildung 4-25: Strategien zur Integration von T Zellen (T Z) in dermal-epidermale Gewebe-Aquivalente. (A)
Immun-kompetentes mFTSE. (I) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Injektion der T Zs nach 19-
tagiger Kultivierung an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache und Kultivierung fur 48 h. (lI) Bestimmung der IFNy-
Konzentration mittels ELISA. Diese wurde im Uberstand 48 h nach Ko-Kultur bestimmt (n=1). (lll)
Immunfluoreszenzfarbung. Das Gewebe-Aquivalent wurde mit dem T Zell-Marker CD3 (rot) gefarbt. Der
MalRstabsbalken entspricht 100 ym. (IV) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten eines dermal-
epidermalen mFTSE und in die Dermis injizierter T Zs. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS =
Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 pm. (B) Immun-

kompetentes mFTSE™®, (I) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. T Zs wurden auf 2 Wochen alte
dermale Komponenten ausgesét und fur 48 h unter ein 19 Tage altes mFTSE™® gespannt. (II) Hamatoxylin- und

Eosin-Farbung von Querschnitten eines dermal-epidermalen immun-kompetenten mFTSE™® mit in der Dermis
integrierter T Zs. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum
Basale, D = Dermis. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 pm.
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5. Diskussion

Die weltweite Inzidenz des malignen Melanoms, einer multifaktoriellen Erkrankung mit
zahlreichen Treibermutationen, die zur malignen Transformation beitragen [147, 20], hat in
den letzten funf Jahrzehnten enorm zugenommen [148]. Nur eine kleine Teilmenge der
Patienten spricht auf konventionelle Anti-Tumor Therapien an aufgrund der
patientenspezifischen Unterschiede und der zellularen Heterogenitat, sowie der Ursachen-
und Mutationsvielfalt des malignen Melanoms [149, 150]. Eine erfolgreiche Behandlung des
malignen Melanoms in Zukunft setzt daher die Etablierung personalisierter und
tumorspezifischer Melanomtherapien voraus, fir die die Entwicklung adaquater Testsysteme
unabdingbar ist.

Daflr wurde in dieser Arbeit ein umfangreiches Portfolio an humanen 3D organotypischen
Melanom-Modellen (Abbildung 5-1) etabliert, bei welchem die hier vorgestellten Modelle
abhangig von der wissenschaftlichen Fragestellung als einfachere epidermale bis hin zu
unterschiedlich komplexen Vollhautmodellen Anwendung finden, viele potentielle
therapeutische Angriffspunkte und Melanom-Subtypen im Modell widerspiegeln und

verschiedene Stadien der Tumor-Entwicklung reflektieren kénnen (s. 4.1).

OS-REp mOS-Repfruhes Stadium mOS-RepspatesStadium

FTSE

g

E R R FTRERSS e et Tl ]
Sae T e e e

Melanom

Abbildung 5-1: Portfolio humaner 3D organotypischer in vitro Modelle des malignen Melanoms. Hamatoxylin-
und Eosin-Farbung von Querschnitten von epidermalen gesunden Hautéquivalenten (OS-REp) und Melanom-
Hautmodellen (mOS-Rep) beider Tumorstadien (obere Reihe), sowie von dermal-epidermalen gesunden
Hautaquivalenten (FTSE) und Melanom-Vollhautmodellen (MFTSE) beider Tumorstadien (untere Reihe). SC =
Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis, M =
Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 pm.
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Da sich verschiedene Melanome hinsichtlich Aggressivitat, Ursprung und Treibermutationen
unterscheiden, wurden in unserem Labor zehn Zelllinien systematisch mit demselben
experimentellen Ansatz untersucht [123]. Wir konnten eine erfolgreiche Melanomentwicklung
in 3D-Modellen u.a. fur die Melanomzelllinien Al1l, SK-MEL-28, MUG-Mel2 und MeWo
beobachten (Abbildung 4-6). Das Verhaltnis von Melanomzellen zu Keratinozyten, das fir die
Bildung von Tumoren in der Epidermis erforderlich ist, hangt auch von der Melanomzelllinie
ab und wurde fir jede Zelllinie individuell, durch Auswertung verschiedener
Aussaatverhaltnisse ermittelt. Suboptimale Verhaltnisse wirden dazu fuhren, dass
Melanomzellen in den Modellen nicht detektiert werden kdnnten oder im Gegensatz dazu das
Modell von Melanomen tberwuchert wiirde. Durch erfolgreiche Integration unterschiedlichster
humaner Melanomzelllinien ins Modell und der Tatsache, dass sich diese durch ihre
Treibermutationen, die zur Krankheitsentstehung beitragen, unterscheiden, werden
unterschiedliche Anspriiche an potentielle therapeutische Angriffspunkte und somit viele
Melanom-Subtypen in vitro widergespiegelt. Ferner konnte gezeigt werden, dass es sowohl in
den epidermalen (Abbildung 4-3) als auch den dermal-epidermalen (Abbildung 4-5) Melanom-
Modellen moglich ist, verschiedene Stadien der Tumor-Entwicklung Uber die Zugabe von
Melanomzellen in Einzelsuspension bzw. von Melanom-Sphéroiden widerzuspiegeln.
Histologisch unterschieden sich friihes und spates Tumorstadium deutlich durch Gro3e, Form
und Ausdehnung der gebildeten Melanomcluster. Die Morphologie des mOS-REp und mFTSE
war mit der in vivo vergleichbar (s. 4.1), da die Modelle die Entwicklung u.a. aller vier
charakteristischen Strata zeigten, wobei die Melanomcluster physiologischerweise von der
Basalschicht einer gut geschichteten Epidermis ausgehen (Abbildung 4-1) bzw. die
physiologische Bildung von Tumornestern an der dermoepidermalen Junktionszone zu
beobachten war, wobei die Melanome selbst die gleiche aufgelockerte und zerkliftete
Morphologie aufwiesen wie in vivo (Abbildung 4-5). Bei mOS-REp und mFTSE ergab die
immunhistologische Analyse die Expression klinisch relevanter melanom-assoziierten Marker
(Abbildung 4-3), die mit dem Hautmelanom in vivo vergleichbar sind (Abbildung 4-5). Obwohl
die epidermale Morphologie durch die Tumornester erheblich gestort war, war die
Barrierefunktion der Modelle insgesamt nicht beeintrachtigt, was auf das Vorhandensein eines
intakten Stratum corneums zurlckzufiihren ist, das den Hauptbeitrag zur Hautbarriere leistet
[123].

Um die Melanomagenese oder die Wirksamkeit von Medikamenten zu untersuchen, wurden
verschiedene In-vitro-Ansatze unter Verwendung unterschiedlicher Melanomzelllinien
entwickelt [103]. Die herkdmmliche 2D Zellkultur stellt jedoch nur einen reduktionistischen
Ansatz dar, bei dem wichtige Merkmale der hochkomplexen Tumormikroumgebung fehlen, die

das Tumorverhalten nachweislich erheblich beeinflussen [104]. Dementsprechend wurden

111



Diskussion

verschiedene Mausmodelle entwickelt, um die Melanomagenese, das Tumorwachstum und
die Ausbreitung in einem komplexen In-vivo-System zu untersuchen [105]. Dennoch haben
Maus-Melanom-Modelle wie gentechnisch verdnderte Mause und Xenograft- oder syngene
Transplantationsmausmodelle verschiedene Ticken. Neben den ethischen Bedenken, die mit
Tierversuchen verbunden sind, haben Mausmodelle in den letzten Jahren zunehmend
wissenschaftliche und wirtschaftliche Kritik auf sich gezogen. Ein Hauptkritikpunkt ist der
geringe Vorhersagewert von Tiermodellen aufgrund ihrer geringen Reproduzierbarkeit und
begrenzten Ubertragbarkeit auf die menschliche Biologie, die in genetischen und
phanotypischen Unterschieden zwischen den Arten oder physischen Unterschieden zwischen
den Versuchstieren begriindet ist. AuRerdem beeintrachtigt die systemische Komplexitat
lebender Organismen die Fahigkeit, eine bestimmte Beobachtung auf eine mogliche Ursache
zuriickzufuhren, da ein solches praklinisches Modellsystem durch zahlreiche Variablen
gekennzeichnet ist [107, 106]. Infolgedessen ist die Erfolgsquote neuer Therapien in der
Onkologie extrem niedrig (~5 %) [98]. Daher hat die Anwendung neuartiger, préadiktiverer
Modelle in der praklinischen Entwicklung von Arzneimitteln das Potenzial, den Zeit- und
Kostenaufwand fiir die Entwicklung neuer Therapien erheblich zu verringern und die Zahl der
Tierversuche zu reduzieren. Neben 2D-Kulturen von Melanomzelllinien und Tiermodellen gibt
es mehrere Ansétze zur Untersuchung des Melanoms in vitro. 3D Modelle stellen einen guten
Kompromiss zwischen dem Fehlen der Mikroumgebung in 2D-Zellkulturen und der
Komplexitdt von Tiermodellen dar [108]. Die ersten Ansatze fir eine 3D-Anordnung der
Tumorzellen sind Spharoide. Diese Modelle kdénnen aus Tumorzellen allein oder in
Kombination mit anderen tumorassoziierten Zellen, z. B. Fibroblasten [109] oder
Endothelzellen [110], erzeugt werden. Im Vergleich zur 2D-Zellkultur ermdglichen Spharoide
Zell-Zell-Kontakte sowie die Bildung einer heterogenen Tumormasse durch einen Sauerstoff-
und Nahrstoffgradienten (Abbildung 4-1) [111-115]. Sphéroide spiegeln jedoch nur den Tumor
und nicht das gesunde Gewebe wider, in dem sich der Tumor entwickelt. Daher wird die
Interaktion zwischen Tumor und Gewebe nicht ausreichend widergespiegelt, was die
Vorhersagbarkeit bei der Arzneimittelprifung einschréankt. Auf3erdem konnen topisch
verabreichte Arzneimittel nicht in Spharoiden getestet werden. Hautmodelle ahmen die
Anatomie der menschlichen Haut nach und kénnten daher als elegantes Modell dienen, um
die Entstehung eines Melanoms und seine Behandlung oder die zellulare und molekulare
Wechselwirkung zwischen dem Tumor und den umgebenden Hautzellen zu untersuchen.
Dieser Ansatz wurde in verschiedenen Studien verwendet, hauptsachlich durch die Integration
von Melanomzelllinien in dermal-epidermale Modelle [151-162]. Diese Vollhautmodelle
werden in zahlreichen Forschungsprojekten verwendet, sind aber aufgrund der schwierigen
Standardisierung noch nicht in behordlich anerkannte Richtlinien aufgenommen worden. Um

jedoch in praklinischen Studien eingesetzt werden zu kénnen, missen die Modelle eine
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Hochskalierung und Reproduzierbarkeit ermdglichen. Dies unterstreicht den Bedarf an der
Entwicklung weniger komplexer 3D-In-vitro-Testsysteme, wie z. B. der rekonstruierten
humanen Epidermis. Wir konnten zeigen, dass unser RHE mit integriertem Melanom (s. 4.1.1)
die Lucke zwischen der Einfachheit herkdmmlicher 2D-Zellkulturen oder Sphéroide und der
Komplexitdt von Vollhautaquivalenten und Tiermodellen schlieBen kann [123]. Dieses
Testsystem bietet eine angemessene Darstellung des menschlichen Gewebes bzw.
Nachahmung der Mikroumgebung des Melanoms und kontrolliert gleichzeitig die Anzahl der
Variablen innerhalb des Systems. Im Jahr 2023 befanden sich 1025 Therapien gegen das
maligne Melanom in Kklinischen Phasen und erforderten in préaklinischen Phasen eine
betrachtliche Anzahl von Tiermodellen fir Wirksamkeits- und Sicherheitstests [96]. Die
Verwendung von RHE mit integrierten Melanomen wird daher das von Russel und Burch [116]
erstmals beschriebene 3R-Prinzip unterstiitzen, indem die Zahl der Tierversuche in den
préklinischen Phasen der Entwicklung von Anti-Melanom-Therapien reduziert wird [123]. Da
in der normalen Epidermis die Keratinozyten die Proliferation und Lokalisierung der
Melanozyten regulieren und wéhrend der Umwandlung von Melanozyten in Melanomzellen
Tumorzellen der strengen Kontrolle der Keratinozyten durch die Herunterregulierung von
Adhéasionsmolekiilen entgehen [18, 60] stellt unser mRHE ein elegantes Modell dar, welches
ein Melanom in der Epidermis nachahmt (Abbildung 4-1). RHE bieten einen guten Kompromiss
zwischen in vivo-Korrelation und Standardisierung und werden in der Kosmetik-, Chemie- und
Pharmaindustrie eingesetzt [123]. Andere Modelle, die als praklinische Testplattformen fur die
in vitro-Arzneimittelentdeckung eingefiihrt wurden, reichen von di-, tri- Gber multizellulare
Melanom-Spharoide [163], spiegeln aber oft nicht das Gewebe wider, in dem sich der Tumor
entwickelt. Dartiber hinaus wurden komplexere Modelle entwickelt, wie z. B. Co-Kulturmodelle
mit Hautzellen [164], komplexe Hautdquivalente mit Blut- und Lymphkapillaren [159] oder
integrierten Immunzellen [165, 166], ein Melanom-Modell auf Sheet-Basis [159] und humanen
Hautéquivalenten auf einer Chip-Plattform [167]. Diese Modelle sind jedoch schwierig in
Hochdurchsatz-Screenings zu implementieren. Dartiber hinaus ist die Standardisierung und
damit die industrielle Anwendbarkeit fir die praklinische Arzneimittelprifung begrenzt, da die
zunehmende Komplexitat dieser Testsysteme sich nachteilig auf die Reproduzierbarkeit und
das Scale-up auswirken. Anders das entwickelte mFTSE (s. 4.1.2), das diese Anforderungen
adressiert bei gleichzeitig begrenzter Anzahl von Variablen im komplexeren Melanom-Modell,
welches die Mikroumgebung des Melanoms nachahmt und eine physiologische Entwicklung

des malignen Melanoms an der dermoepidermalen Junktionszone erlaubt (Abbildung 4-4).

Ein Aspekt, um in Zukunft den Einsatz von Tieren in der Melanomforschung zu minimieren, ist
der Ersatz von aus Tieren gewonnenen Komponenten fur die Zellkultur. Ein Nachteil unseres

Modells im Hinblick auf den Tierschutz ist, dass die hier verwendete Methode teilweise von
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Komponenten abhangt, die in oder von Tieren hergestellt werden, wie z.B. Kollagen |, FCS
oder Antikorper.

Die Abhéangigkeit von Gerlistmaterialien tierischen Ursprungs ist eine der grofdten
Herausforderungen bei der Entwicklung von Weichgewebe in vitro. Ohne die Verwendung von
tierischen Matrixkomponenten stellt die Erweiterung klassischer dichter elektrogesponnener
Gerlste mit hoher Porositat und beweglichen Fasern eine vollsynthetische und definierte
Alternative zu kollagengel-basierten Gewebemodellen (s. 4.1.2) dar und ist ein
vielversprechendes System fiir die Konstruktion von Gewebe-Aquivalenten als in vitro Modelle
oder in vivo Implantate [119]. Die ECM von Weichteilgeweben in vivo hat bemerkenswerte
biologische und strukturelle Eigenschaften. So sorgt die ECM fir mechanische Stabilitat,
wahrend sie gleichzeitig durch zellularen Umbau wahrend der Gewebereifung oder
Heilungsprozesse umgestaltet werden kann. Moderne synthetische Alternativen bieten diese
Schlisseleigenschaften jedoch nicht an. Synthetische Matrizen werden in der Regel
vollstandig abgebaut oder sind inert, was den zellularen Umbau betrifft. Auf der Grundlage
eines verfeinerten Elektrospinnverfahrens wurde eine Methode entwickelt, um synthetische
Gerlste mit hochporésen Faserstrukturen und erweiterten Faser-Faser-Abstéanden zu
erzeugen [119]. Da dieser Ansatz Zellmigration, Matrixumbau und ECM-Synthese ermdglicht,
bietet das Gerist eine ideale Plattform fiir die Erzeugung von Weichgewebe-Aquivalenten, wie
ein mehrschichtiges Hautaquivalent einschlie3lich subdermalen Fettgewebes [119] oder
dermal-epidermale Melanom-Modelle unterschiedlicher Tumorstadien (Abbildung 4-10). Um
tierische Materialien zuklinftig zu ersetzen, bietet die Entwicklung von 3D-Gewebsmodellen
auf der Grundlage dieser Faserkonstrukte einen entscheidenden Schritt. Darlber hinaus
kénnen durch den Ersatz von aus Tieren gewonnenen Medienzusatzen durch humane oder
rekombinante Alternativen in naher Zukunft vollstandig tierfreie Gewebekonstrukte generierbar
sein. Um die Komplexitat von kinstlichen Geweben zu erhéhen, eignen sich hochpordse
faserige Geruste besonders fur den Aufbau von schichtartigen, hierarchischen Geweben oder

wie in dieser Arbeit gezeigt die Integration einer Immun-Komponente (Abbildung 4-25).

Obwohl aus einem umfangreichen Portfolio an organotypischen in vitro Melanom-Modellen
gewahlt werden kann (s. 4.1), die die wichtigsten morphologischen, funktionellen und
mikrotkologischen Merkmale des malignen Melanoms in vivo addquat nachahmen, fehlen ihm
zellulare Komponenten, die fur die Tumorprogression wichtig sind. So ist beispielsweise das
GefalRsystem wichtig, um das Wachstum und Fortschreiten des Melanoms Uber die
Tumorangiogenese zu unterstitzen. Dieser Prozess basiert auf einem komplexen
Zusammenspiel von u.a. Endothel- und Tumorzellen und ist fir die Versorgung eines
wachsenden Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff unerlasslich. Aufgrund eines angiogenen

Schalters vermitteln Wachstumsfaktoren, die von Tumorzellen sezerniert werden, die
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Angiogenese und losen die angiogene Reaktion von Endothelzellen aus, was zur Bildung
neuer BlutgefaRe fuhrt [168, 169]. AuRerdem kodnnen Tumorzellen in das Blut- oder
Lymphsystem eindringen und Metastasen im gesamten Koérper bilden. Um beide Prozesse in
vitro zu untersuchen, wird ein vaskulares Netzwerk bendtigt, z. B. durch den Einsatz von
Endothelzellen, xenogenen vaskularisierten Matrices [170] oder neuartige Bio-Printing-

Ansatze [171] oder Multi-Organ-on-a-Chip-Systeme.

Neben dem Gefal3system, sind typischen Bestandteilen des TME das Tumorstroma, zu dem
CAFs, infiltrierende Immunzellen wie Makrophagen und Lymphozyten, l6sliche Molekile und
die ECM als wichtige Komponenten zéhlen [43]. Fur das Wachstum, das Uberleben, die lokale
Invasion und die metastatische Ausbreitung von Tumorzellen ist die dynamische Interaktion
zwischen TME und Tumorzellen entscheidend [44]. Um die Interaktion des Melanoms mit der
Mikroumgebung im in vitro Modell zu analysieren, erfolgte in 4.1.4 eine histologische
Charakterisierung organotypischer in-vitro-Modelle des malignen Melanoms. Zudem wurde,
um die Hemmung des Fortschreitens des Melanoms in einem epidermal-dermalen Melanom-
Modell zu analysieren und die Auswirkungen des dermalen Teils auf die Melanomentwicklung
bewerten zu konnen, die N&hrstoff-Konkurrenz (s. 4.4.1.1), der Einfluss adulter Zellen (s.
4.4.1.2) und die Auswirkungen von Krebs-assoziierten Fibroblasten (s. 4.4.2) im in vitro
Melanom-Modell untersucht. Tumorzellen stehen in engen Kontakt mit den Keratinozyten,
welche die Proliferation von Melanozyten regulieren [70]. Durch Herunterregulieren von
Zelladhasionsmolekilen, wie z. B. E-Cadherin, P-Cadherin, Desmoglein und Connexine
kénnen Melanomzellen dieser Kontrolle entgehen. Gleichzeitig wird die Interaktion mit
Fibroblasten und Endothelzellen geférdert durch die Hochregulierung von N-Cadherin [60].
E-Cadherin spielt eine Rolle als Tumorsuppressor bei der EMT, wéahrend der es von den
Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, Twist und Zeb1/2 unterdriickt wird, was zu einem Verlust
der epithelialen Eigenschaften und einer erhéhten Migrations- und Invasionsfahigkeit
atypischer Melanozyten fihrt [71]. Melanozyten und Keratinozyten haben als Folge der
verminderten Expression von E-Cadherin eine schwachere Zell-Zell-Adhé&sion. Zudem werden
einzelne Melanomzellen aus dem Prim&rtumor leichter freigesetzt. Im Gegensatz dazu wird
die Invasion und Metastasierung atypischer Melanozyten durch die vermehrte Expression von
N-Cadherin erhoht [72]. Zudem fihrt die Verdnderung der Mikroumgebung zur radialen
Wachstumsphase des Melanoms. Wahrenddessen kommt es zur Interaktion von distal
differenzierten Notch-Liganden exprimierenden Keratinozyten mit Melanomzellen. Dies initiiert
die Invasion durch die Basalmembran der Epidermis und ermdglicht die Migration in die Dermis
[73]. Fibroblasten, die durch eine Vielzahl von Faktoren rekrutiert und aktiviert werden,
dagegen leisten tumorunterstitzende Arbeiten [46] und sind fir die Umgestaltung der ECM
zugunsten des Tumors verantwortlich. Durch die Herunterregulierung von E-Cadherin, wird

nicht nur eine erhdhte Expression von N-Cadherin erzielt [47], sondern auch die Rekrutierung
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von Fibroblasten. Dadurch haben Melanomzellen die Mdglichkeit, mit anderen Zellen, die
N-Cadherin exprimieren, wie Fibroblasten und Endothelzellen, zu interagieren [49, 48], was
dazu fuhren konnte, dass Fibroblasten aktiviert werden. Verschiedene Faktoren, die die
Tumorentwicklung und Metastasierung fordern, werden von CAFs freigesetzt. Neben der
Expression der membrangebundenen Peptidase FAP, das Kollagen spaltet und somit das
Tumorwachstum stimuliert [50, 51], exprimieren CAFs auch l8sliche Proteasen vom Typ der
MMPs [52], die verschiedene Bestandteile der ECM wie Fibrinogen, Kollagen, Laminin, Elastin
und andere Wachstumsfaktoren spalten [54, 53]. Nach dem Abbau der ECM hat der Tumor
sofort mehr Raum, um sich auszubreiten [53], wobei das Tumorwachstum durch die
Aktivierung von MMPs und die Spaltung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen weiter
gefordert wird. Neben den Proteinen, die fur die Transformation der ECM verantwortlich sind,
synthetisieren CAFs auch Wachstumsfaktoren und Zytokine. Zu den sezernierten Faktoren
gehdren TGF-R, HGF, VEFG, PDGF, SDF-1, bFGF und Interleukine IL-6, IL-8 und IL-1[3. Diese
Faktoren haben alle eine  Stimulation des Tumorwachstums oder des
Metastasierungspotenzials des Tumors [57, 53, 58] zur Folge. Adulte oder seneszente
Fibroblasten sezernieren mehr EGF-&hnliche Wachstumsfaktoren, welche RAS-mutierte
Melanomzellen zur Umgehung der Apoptose verwenden und die Progression des Melanoms
stimulieren (s. 4.4.1.2) [172, 173]. Durch Umgestaltung der ECM durch Synthetese geringerer
Mengen an Kollagen | und Ill, sowie Sezernierung von Kollagenasen und MMP-3 fordern sie
zudem die Fahigkeit von Melanomzellen, in die Dermis einzuwandern. Zudem sezernieren sie
den Wnt-Antagonisten sFRP2, der verschiedene Signalkaskaden in Melanomzellen aktiviert,
was in einer geringeren Expression von B-Catenin resultiert und mit einer erhdhten

Metastasierung einhergeht [174, 175].

Die histopathologische Beurteilung von Gewebeschnitten mittels Hamatoxylin und Eosin und
immunhistochemischer Farbungen ist nach wie vor der Goldstandard fiir die Diagnose des
malignen Melanoms in der Klinik [20], und wird auch im Labor bisher standardmaliig
durchgefuhrt, um den Behandlungserfolg in 3D-Melanom-Modellen zu beurteilen. Abgesehen
von der Tatsache, dass Immunfluoreszenz- und Immunhistochemische Farbungen eine
morphologische Beobachtung und zelltypspezifische Lokalisierung von Behandlungseffekten
direkt im Gewebe ermdglichen, weisen histologische Farbungen mehrere praktische Mangel
auf, die sie zur Feststellung des Behandlungserfolgs ungeeignet machen. So geben geféarbte
Gewebeschnitte nur Einblicke in einen bestimmten Modellteil, reprasentieren aber nicht die
gesamte Modellsituation angemessen wieder. Die Abbildung des gesamten Modells durch
sequenzielles Farben von Querschnitten, beispielsweise zur Quantifizierung der
GroRenreduktion von Melanomen infolge einer medikamentdsen Behandlung, ist zwar

maoglich, aber mit erheblichem Zeitaufwand verbunden, so dass sich solche histologischen
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Farbemethoden nicht fur Hochdurchsatzanalysen eignen. Dartber hinaus ist die Durchfiihrung
und Auswertung der histologischen Farbungen nicht nur zeitaufwendig, sondern aufgrund der
subjektiven Auswahl der Mikroskopiestellen auch schwer zu standardisieren. Das optische
Messsystem ,MediTOM* wurde zur zerstérungsfreien Detektion der Tumorpro- und —
regression im epidermalen in vitro Melanom-Modell in das bestehende Methoden-Spektrum
implementiert und erlaubt die digitalisierte Erfassung von Verdnderungen an den Zellen und
die Analyse pigmentierter in-vitro Modelle des malignen Melanoms automatisiert mittels
Durchlicht im Schattenwurfverfahren (s. 4.2.1). Um auch die Pro- und Regression nicht-
pigmentierter Melanome in den organotypischen Melanom-Modellen zerstdrungsfrei
beobachten zu kénnen, wurde die OCT als neues technisches Analyse-Verfahren etabliert.
Dieses Analyse-Verfahren ermdglicht eine tomografische Aufnahme bzw. Querschnitt des
gesamten epidermalen und dermal-epidermalen in vitro Melanom-Modells (s. 4.2.2).

Der Stoffwechsel von normalen Zellen und Tumorzellen unterscheidet sich erheblich [32]. Die
Melanomagenese ist mit einer signifikanten Veranderung der Stoffwechselaktivitdt von
Tumorzellen verbunden, die sich in einer erhéhten Glukoseumsatzrate und einer verstarkten
Laktatproduktion &ufRert. Diese erhohte glykolytische Verstoffwechselung von Glukose in
Gegenwart von Sauerstoff wurde urspringlich von Otto Warburg beobachtet [34, 35].
Gleichzeitig verandern die Tumorzellen die metabolische Zusammensetzung des
umgebenden extrazellularen Milieus und beeinflussen so die Mikroumgebung des Tumors.
Vergleichbar mit in vivo war der Gesamtglukoseverbrauch der Melanom-Modelle bei beiden
Zelllinien erhoht, wenn auch nur bei mOS-REp”!! signifikant [123]. Dartiber hinaus konnte ein
lokal erhohter Glukoseverbrauch innerhalb der Melanomnester mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierter Glukose nachgewiesen werden (Daten werden nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die metabolischen Eigenschaften des Melanoms in den Modellen mit
denen des Melanoms in vivo korrelieren. Die Visualisierung des lokalen Glukoseverbrauchs
zeigt, dass die erhdhte Glukoseaufnahme auf die Tumornester beschrénkt ist und sich nicht
gleichm&Rig Uber das Modell verteilt. 2-P-FLIM ermdglicht die nicht-invasive Messung der
Stoffwechselverschiebung zwischen Melanom und gesunden Zellen. Die
Fluoreszenzlebensdauer von NAD(P)H ist hoher (~2,4 ns), wenn es mit Enzymen im
Krebszyklus und mit Komplex | der Elektronentransportkette interagiert. NAD(P)H hat eine
kurzere Fluoreszenzlebensdauer (~0,4 ns), wenn es wahrend der Glykolyse gebildet wird oder
frei im Zytoplasma vorliegt [176, 127]. Wenn der Tag-Wert hoher ist, ist der Beitrag von
proteingebundenem NAD(P)H zum zellularen Stoffwechsel grof3er als der von freiem
NAD(P)H, was bedeutet, dass sich die Zelle mehr auf OxPhos als auf die Glykolyse als
Hauptenergieproduktionsweg verlasst [127, 177, 178]. Die Ergebnisse in Abbildung Abbildung
4-14 zeigen fur beide Modelle, dass die Keratinozyten eine statistisch signifikant langere

Fluoreszenzlebensdauer aufweisen, was auf eine héhere Abhangigkeit von OxPhos hindeutet,
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wahrend das Melanom kirrzere Fluoreszenzlebensdauern aufweist, die auf die Glykolyse
hindeuten. Dies steht im Einklang mit dem Warburg-Effekt und der starkeren Abhéangigkeit von
der Glykolyse. Dies geschieht, um sich anzupassen und die Aufnahme und den Einbau von
Nahrstoffen fur die Biosynthese zu erleichtern, die fur die Vermehrung bendtigt werden [37,
179-181]. Um den zellularen Stoffwechsel mithilfe von 2-P-FLIM weiter zu untersuchen, wurde
auch die FAD*-Fluoreszenzintensitat erfasst. FAD* entsteht bei der Interaktion seiner nicht
fluoreszierenden Form FADH2 mit Komplex Il der Elektronentransportkette und wird wahrend
des Krebszyklus oxidiert [182, 183]. Zusatzlich zur NAD(P)H-Fluoreszenzintensitat ist es
mdoglich, die ORR zu berechnen. Die Ergebnisse in Abbildung Abbildung 4-14 zeigen einen
statistisch signifikanten Unterschied in beiden Modellen beim Vergleich zwischen den héheren
Werten der ORR in Keratinozyten und der geringeren ORR von Melanomzellen. Die Analyse
dieser Daten deutet darauf hin, dass die Summe der Fluoreszenzintensitat von FAD* mit
NAD(P)H in Melanomzellen geringer ist, was die ORR verringert. Interessanterweise zeigt dies
eine starkere Abhangigkeit des Glutaminolyse-Wegs in den Melanomzellen. Wie von Varone
et al. [137] beobachtet, hangt dieser ORR-Trend mit einem erhéhten Glutaminverbrauch
zusammen und wurde durch biochemische Tests in prakanzerésen Epithelgeweben bestatigt.
In der Tat hat sich gezeigt, dass der hohere Glutaminolyseverbrauch ein metabolisches
Merkmal von Tumorzellen ist, das mit einem hoheren Glukoseverbrauch und einer hoheren
Laktatsekretion einhergeht [184—-187]. 2-P-FLIM-ermdglicht es einem somit, die humanen
epidermalen Melanom-Modelle nicht-invasiv hinsichtlich des Tumor-Metabolismusses und die
Stoffwechselverschiebung zwischen gesunden Zellen und Tumorzellen im selben Sichtfeld zu
untersuchen [137, 184-186].

Um die Eignung und Anwendbarkeit der etablierten Melanom-Hautaquivalente fir die
Medikamentenevaluierung und das Wirkstoffscreening von anti-Tumor Therapeutika zu
prifen, wurden die Modelle hinsichtlich klinisch verwendeter etablierter anti-Tumor
Therapeutika evaluiert (s. 4.3.1) und in der préklinischen Therapieentwicklung validiert
(s. 4.3.2). Bevor der BRAF-Inhibitor Vemurafenib, der MEK-Inhibitor Cobimetinib und eine
Kombination aus beiden an den Modellen getestet werden konnten, mussten geeignete
Wirkstoffkonzentrationen dieser zielgerichteten Therapeutika auf der Grundlage der
wachstumshemmenden Wirkung der Wirkstoffe in der 2D-Zellkultur bestimmt werden
(s. 4.3.1.1). Die in diesem Zusammenhang zunachst untersuchten Wirkstoffkonzentrationen
wurden in Absprache mit der Dermatologie des Universitatsklinikums Wirzburg ausgewabhilt,
da in Kklinischen Studien zu diesen oral verabreichten Wirkstoffen variable und
patientenspezifische Plasmakonzentrationen berichtet wurden [188—190]. Die morphologische
Beurteilung des Ansprechens auf die Behandlung, die Bestimmung der Lebensfahigkeit und
die Analyse des Glukoseverbrauchs in 2D-Kulturen zeigte, dass nicht nur die BRAF-mutierte

Zelllinie SK-MEL-28, sondern auch die BRAF-Wildtyp-Zelllinie hEK auf eine gezielte
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Melanombehandlung mit Vemurafenib, Cobimetinib und einer Kombination aus beiden
ansprach. Erwartet worden war, dass nur BRAFV8E-mutierte Zellen wie SK-MEL-28, nicht
aber BRAF-Wildtyp hEK auf den selektiven BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib ansprechen
wirden. Bei Exposition gegenuber HaCaT-Zellen, einer spontan immortalisierten
menschlichen Keratinozyten-Zelllinie [191], zeigte Vemurafenib nur eine minimale Zytotoxizitat
bei den in 2D kultivierten Zellen. Dartber hinaus wurde Uber eine erhdhte Proliferation von
HaCaT-Zellen berichtet, wenn diese mit Vemurafenib-Konzentrationen von bis zu 2 uM
behandelt wurden [192]. Im Gegensatz dazu wurde bei hEK, das mit 1 yM Vemurafenib
behandelt wurde, eher ein verringertes Zellwachstum als eine Hyperproliferation beobachtet
(Abbildung 4-15). In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei den in dieser Studie
verwendeten Keratinozyten um primare Zellen handelte, die bekanntermafl3en chemo-
empfindlicher auf Medikamente reagieren als genetisch immortalisierte Zelllinien [193], wurde
angenommen, dass die unerwartete Reaktion von hEK auf Vemurafenib auf das Fehlen von
zellschutzenden Diffusionsbarrieren unter 2D-Kulturbedingungen zurtickzufiihren ist.
Vermutete zytotoxische Eigenschaften des Ldsungsmittels DMSO, in dem der Wirkstoff
suspendiert war [194], konnten in Losungsmittelkontrollen nicht bestatigt werden, zudem ist
DMSO bei Konzentrationen unter 10 % als nicht toxisch bekannt [195]. Im Gegensatz zu
Vemurafenib, welches ausschliel3lich V600E-mutiertes BRAF in bdsartigen Zellen hemmt, zielt
die hemmende Wirkung von Cobimetinib auf die Wildtyp-MEK-Kinasen MEK1 und MEK2
sowohl in gesunden als auch in bosartigen Zellen [196]. Dementsprechend wurde erwartet,
dass alle in dieser Studie verwendeten Zelltypen dosisabhéngig auf die Behandlung mit
Cobimetinib ansprechen wirden. Tatsachlich zeigte die Analyse der Lebensfahigkeit und des
Glukoseverbrauchs eine konzentrationsabhéngige Reaktion von hEK, SK-MEL-28 und MeWo
auf die Anwendung von Cobimetinib (Abbildung 4-15). Diese nicht selektive hemmende
Wirkung von Cobimetinib, die in dieser Studie bei allen Zellpopulationen beobachtet wurde,
veranschaulicht, warum MEK-Inhibitoren, die als Einzeltherapeutika eingesetzt werden, bei
Melanompatienten eine hohere Inzidenz von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen und
gleichzeitig eine geringere Behandlungswirksamkeit aufweisen als BRAF-Inhibitoren, die als
Einzeltherapie eingesetzt werden [20]. Dennoch werden MEK-Inhibitoren trotz verschiedener
Nebenwirkungen in Kombination mit selektiven BRAF-Inhibitoren zur Behandlung des
fortgeschrittenen BRAF-mutierten Melanoms  eingesetzt, da der haufigste
Resistenzmechanismus gegeniber der Einzeltherapie mit BRAF-Inhibitoren durch die
Reaktivierung des MAPK-Signalwegs tber MEK vermittelt wird [197]. Es wurde berichtet, dass
eine Kombinationstherapie aus Vemurafenib und Cobimetinib das Auftreten der
MAPK-bedingten erworbenen Resistenz, die haufig mit der Anwendung von Einzelwirkstoffen
verbunden ist, verzégert oder sogar verhindert und gleichzeitig die durch Vemurafenib

vermittelte hemmende Wirkung auf BRAFV600E-mutierte Melanome in vivo verstarkt [198].
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Auch wenn aus dieser Studie keine Ruckschlisse auf die Entwicklung einer
Arzneimittelresistenz gezogen werden konnten, konnte ein verstarktes Ansprechen von
SK-MEL-28 auf die Kombinationstherapie durch eine signifikante Abnahme der zellularen
Lebensfahigkeit und des Glukoseverbrauchs im Vergleich zur alleinigen Anwendung von
Vemurafenib beobachtet werden (Abbildung 4-15). Nachdem die hemmende Wirksamkeit und
das Zusammenspiel der Anti-Melanom-Wirkstoffe in der 2D-Zellkultur untersucht wurden,
wurde die Anwendung von Medikamenten auf mOS-REp durchgefuhrt, um deren Eignung als
standardisiertes praklinisches Testsystem fiir die Therapiebewertung zu bewerten (Abbildung
4-16). Da die Voraussetzung fur den erfolgreichen Einsatz eines Modellsystems als
Medikamententestplattform die Verfligbarkeit von pradiktiven Read-Out-Assays ist, die eine
standardisierte Bestimmung des Behandlungserfolgs ermdglichen, wurde sich auch auf die
Etablierung solcher potentieller Methoden konzentriert. Es sollte eine standardisierte
Bewertungsmethode gefunden werden, die eine spezifische Erkennung von hemmenden
Behandlungseffekten auf Melanomzellen innerhalb des Gewebemodells ermdglicht. Die
Schwierigkeit, eine solche Methode zu finden, ergibt sich aus der Tatsache, dass Melanom-
Modelle aus zwei verschiedenen Zelltypen - Keratinozyten und Melanomzellen - hergestellt
werden. Daher muss die gewiinschte Methode eine klare Unterscheidung zwischen den
beiden Zellpopulationen ermoglichen, um eine spezifische Uberwachung der
Behandlungseffekte auf Melanomzellen zu erlauben. Alle verfiigbaren Standardmethoden, die
zur Bewertung des Behandlungserfolgs in Melanom-Hautmodellen verwendet wurden, wiesen
ihre eigenen Vorteile und Einschrankungen auf. Eine jede wies sich eingeschrankt als
geeignete eigenstandige Methode fiir eine detaillierte und standardisierte Bewertung des
Behandlungserfolgs aus, da die meisten von ihnen bedingt spezifisch genug sind, um eine
behandlungsinduzierte Beobachtung auf einen melanomspezifischen Effekt zurlickzuftihren.
Um dieses Problem zu tberwinden, wird langfristig an der Re-lIsolierung von Keratinozyten
und Melanomzellen aus Melanom-Hautmodellen gearbeitet, das die selektive Analyse beider
Zelltypen und damit die Verwendung von Standard-Laborverfahren zur Bewertung des

Behandlungserfolgs erméglicht.

Die Entwicklung von zielgerichteten Therapien und Immuntherapien hat zu einer erheblichen
Verbesserung der Gesamtiberlebenszeit gefiihrt, insbesondere bei nicht-NRAS-mutierten
Melanomen (v.a. BRAF-mutiert). Leider fehlen wirksame zielgerichtete Therapien fir Patienten
mit NRAS-mutierten Melanomen aufgrund der zunehmenden Resistenz und hohen
Aggressivitat, was im Allgemeinen zu einer schlechteren Prognose fiihrt [140]. Daher besteht
bis heute ein ungedeckter klinischer Bedarf an nachhaltig wirksamen therapeutischen
Strategien fur NRASmut-Melanompatienten. Es wurden betrachtliche Anstrengungen
unternommen den MAPK-Signalweg allein oder in Kombination mit anderen Medikamenten zu

hemmen. Neue Klassen von Inhibitoren wie PROTAC (proteolysis targeting chimera), die den
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Einsatz neuartiger Mono-, Dual- oder sogar Triple-Targeting-Therapien beinhaltet, oder
MRNA-Vakzine, die eine gezielte Immunantwort gegen personalisierte Tumorantigene
stimulieren kénnen, werden angemessen untersucht [140, 199]. Dennoch sind intrinsische und
erworbene Resistenzen wahrscheinlich, und manchmal sind die Toxizitaten und
Nebenwirkungen fur den Patienten massiv belastend. Fur die Mehrheit der fortgeschrittenen
Melanompatienten miissen neue Klassen pharmakologischer Wirkstoffe in Betracht gezogen
werden, um ein langes und gut vertragliches progressionsfreies Uberleben zu erreichen.
Gemeinsam mit der medizinischen Universitdt Graz wurde die Wirkung eines bisher gut
charakterisierten Anti-Tumor-Peptids, RDP22 (R-DIM-P-LF11-322), auf die hochaggressive
Melanom-Metastasen-Zelllinie MUG-Mel2, die eine NRAS-Mutation tragt, untersucht. Um die
Anzahl der Tiere zu reduzieren, wurde dem In-vivo-Experiment eine Abfolge von Modellstudien
vorgeschaltet. Beginnend mit Studien zur PS-Exposition von MUG-Mel2, liposomalen und
zellularen PS-Peptid-Interaktionsstudien und Toxizitatsstudien in vitro mit 2D- und 3D-Kulturen
und einem organotypischen Melanom-Modell, folgten die in vivo-Studien mit einem
MUG-Mel2-Xenotransplantat [132]. Wie bereits fir verschiedene Krebszelltypen wie
Glioblastom, Rhabdomyosarkom [200], Brustkrebs [201, 202], Leukamie [203] und Melanom
und deren Metastasen [204, 200] gezeigt werden konnte, weist MUG-Mel2 im Vergleich zu
nicht-malignen Zellen, wie hdF, einen deutlich erhdhten PS-Gehalt auf, und zwar um das
Zweifache. Diese negative Ladung auf Krebszellen kann durch kationische amphipathische
Peptide wie RDP22 von neutralen, nicht PS-exponierenden Plasmamembranen nicht-maligner
Zellen unterschieden und somit selektiv angegriffen werden [205]. In der Tat konnte eine
Kolokalisierung von PS an Liposomen sowie von MUG-Mel2 mit dem Peptid RDP22 gezeigt
werden. Kirzlich konnte nachgewiesen werden, dass das von Melanomzellen des Typs A375
freigesetzte PS wie ein Turschloss fir den spezifischen Eintritt von Peptiden wie RDP22 in die
Krebszelle wirkt, um anschlieRend durch Interaktion mit inneren Zielstrukturen wie dem
Golgi-Apparat den Zelltod durch Apoptose effektiv auszulésen [144]. In-vitro-Studien mit
MUG-Mel2 zeigen ebenfalls eine hohe Spezifitdt von etwa dem 7,5-fachen fir MUG-Mel2
(LCs0muc-mel2 8,5 uM) im Vergleich zu hdF (LCso vor 63,6 uM) [141]. Ebenso wurde gezeigt,
dass RDP22 in den MUG-Mel2-Zellen hauptséchlich Apoptose auslost. Wie bereits fir RDP22
berichtet, ist der durch Apoptose ausgeltste Zelltod mit einer krebsspezifischen Toxizitat
verbunden, im Gegensatz zu unspezifischen Peptiden wie R-DIM-LF11-318, die eine Nekrose
auslosen, die sowohl maligne als auch nicht maligne Zellen schadigt [144]. Um die In-vivo-
Bedingungen im Rahmen der Studie besser nachzuahmen, wurden die In-vitro-Experimente
auf 3D-Kulturen ausgeweitet. Zuvor konnte gezeigt werden, dass RDP22 den Zelltod in Tumor-
Sphéaroiden von Melanomzellen des Typs A375 und sogar in Mischungen von Melanom- und
normalen Hautfibroblasten, die den Tumor mit Tumorstroma nachahmen, ausldst, wahrend

Sphéroide aus normalen Fibroblasten bei den anti-tumoraktiven Konzentrationen nicht
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signifikant geschadigt wurden [141]. Die Fahigkeit zum Eindringen in den Kern und zur
effizienten Abtétung von MUG-Mel2-Spharoiden wurde auch in der vorliegenden Studie
beobachtet, was eine notwendige Eigenschaft eines wirksamen Anti-Tumormittels ist. Darlber
hinaus wurden mit MUG-Mel2 [206] erfolgreich organotypische In-vitro-Modelle von
Melanomen erzeugt, die topisch mit dem Peptid oder dem Vehikel behandelt wurden
(Abbildung 4-17). Wie zuvor gezeigt, reifte das Melanom innerhalb einer physiologisch
geschichteten Epidermis. Die anhaltende Pigmentierung von MUG-Mel2 in den
In-vitro-Modellen [132] ermoéglichte den zerstérungsfreien Nachweis der Tumorprogression
und -regression wahrend der gesamten Kulturdauer mit dem selbst entwickelten
MediTOM-Gerat. Die Durchlichtmikroskopie zeigte einen massiven Rickgang des
Tumorwachstums nach der Behandlung mit RDP22 und ermdglichte die Bewertung der
Wirksamkeit des potenziellen Anti-Tumor Therapeutikums. AufRerdem verdeutlichten die
metabolische Aktivitdt und die zelluldre Integritdt sowie die Proliferationsraten nach der
Behandlung eine selektiv praventive Abtotung von MUG-Mel2 in den 3D-Hautmodellen.
Obwohl die organotypischen Modelle die komplexen Tiermodelle und das menschliche
Gewebe bereits adaquat imitieren, fehlen ihnen nachteiligerweise noch wichtige Komponenten
der Tumormikroumgebung. Somit konnen Tierversuche noch nicht vollstandig ersetzt, aber
deutlich reduziert werden und helfen, unabh&ngig von speziesspezifischen Unterschieden zu
entscheiden, ob Tierversuche indiziert sind oder nicht. Nach schrittweisen Untersuchungen
der Wirksamkeit in immer anspruchsvolleren Modellen lasst sich sagen, dass das
Anti-Tumor-Peptid RDP22 einen neuen Ansatz fir die Behandlung von MUG-Mel2, einem

NRAS-mutierten Melanom mit einem hohen Bedarf an kurativer Behandlung, bietet.

Neben zielgerichteten Therapien haben Immuntherapien in jungster Zeit das Uberleben von
Patienten mit malignem Melanom signifikant verlangert [207]. Bisher konnte der Effekt von
ICIs in vitro jedoch noch nicht belegt werden, was den massiven Einsatz von Tiermodellen in
der Entwicklung dieser Therapieformen notwendig macht. Um das Ergebnis dieser neuen
Therapien zukinftig vorhersagen zu kdnnen, wurde darauf abgezielt, Komponenten des
Immunsystems in in vitro Melanom-Modelle zu integrieren (s. 4.4.3). Durch die Integration von
T Zellen kdnnten immunkompetente Modelle als Testplattform dienen, um die Wirksamkeit von
Immuntherapeutika wie Checkpoint-Inhibitoren oder chiméaren Antigenrezeptor-T Zellen
(CAR T Zellen) [208] oder CAR-Zellen auf Basis naturlicher Killerzellen [209] zu bewerten.
Herausforderndstes Ziel neben der Integration war das Erreichen einer homogenen Verteilung
der T Zellen im Hautmelanom-Modell, Grundvoraussetzung fur die Testung der ICls, da nur
so die zellulare Interaktion zwischen T Zellen und Melanom erreicht werden kann. Diese
konnte bisher nicht erzielt werden. Die unzureichende Migration kdnnte durch die hohe

Kollagenkonzentration von 48 mg/mL in den mFTSE begriindet liegen. Dadurch sind zwar die
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biophysikalischen Eigenschaften der Modelle vergleichbarer zur in vivo Situation, fur die

Migration der T Zellen missen allerdings noch andere Ansatze evaluiert werden.

Allgemein ermoglichen die hier etablierten Melanom-Modelle die Vorhersage der Wirkung
gezielter Krebstherapien auf Tumore mit unterschiedlichen Treibermutationen. Moderne
Krebstherapien greifen immer gezielter in veranderte Signalwege ein, was die Effizienz der
Therapien erhéht, aber nur bei einem bestimmten Subtyp des Melanoms funktioniert. Die
entwickelten Modelle kdnnen diese Heterogenitat durch die Einflhrung verschiedener
Zelllinien mit unterschiedlichen Treibermutationen abbilden und unterstitzen damit die
effiziente préklinische Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien. In Zukunft kénnte die
Verwendung von patienteneigenen Zellen auch eine Vorhersage des Erfolgs von Therapien in

der Klinik ermdglichen, was einen wichtigen Beitrag zur personalisierten Medizin darstellt.
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6. Fazit und Ausblick

Diese Arbeit erlaubte eine erhebliche Weiterentwicklung des humanen organotypischen 3D
Modells des Malignen Melanoms als in vitro Testsystem fir die Bewertung der Wirksamkeit
von anti-Tumor Therapeutika. Es konnten unterschiedlich komplexe Melanom-Modelle
etabliert werden, die abhangig von der wissenschaftlichen Fragestellung als einfachere
epidermale bis hin zu unterschiedlich komplexen Vollhautmodellen Anwendung finden konnen.
Durch Integration unterschiedlichster humaner Melanomzelllinien ins Modell, die sich durch
ihre Treibermutationen unterscheiden, die zur Krankheitsentstehung beitragen, wird das
Widerspiegeln vieler Melanom-Subtypen im Modell ermdglicht und unterschiedliche
Anspriiche an potentielle therapeutische Angriffspunkte gestellt. Ferner ist es mdglich,
verschiedene Stadien der Tumor-Entwicklung widerzuspiegeln. Zudem bieten sich in den
etablierten Modellen einzigartige Moglichkeiten, um die Interaktion humaner Tumorzellen und
gesunder Zellen, sowie Komponenten des TMEs in einem Gewebeverband zu untersuchen.
Die Integration technischer Analyse-Verfahren erlaubt die zerstérungsfreie Detektion der
Tumor- Pro- und Regression, die Beurteilung der Wirksamkeit von potenziellen Anti-Tumor-
Therapien sowie der Evaluierung des Tumor-Metabolismusses. Es konnte zudem fir
bestimmte Therapie-Ansatze des malignen Melanoms, wie zielgerichtete Therapien, die
hervorragende Eignung als préklinisches Testsystem zur Wirksamkeitsbewertung unter

Beweis gestellt werden.

Perspektivisch  eignen sich die etablierten Modelle durch  Simulation der
Tumor-Mikroumgebung zur préklinischen Validierung neuer Tumor-Therapeutika, sowie der
Erforschung der Melanomagenese und pathologischer Vorgénge, von der Tumor-Formierung
bis zur Metastasierung. Zur Aufklarung molekularer und zellbiologischer Mechanismen des
zerebralen Tropismus des malignen Melanoms, der haufigsten Todesursache von Patienten
mit malignem Melanom, kann basierend auf Multi-Organ-on-a-Chip-Systemen in vitro in einem
humanisierten Gewebekontext die systemischen Prozesse der zerebralen Metastasierung
abgebildet und analysiert werden. Generell ermdglicht eine Implementierung in ein fluidisches
System eine Langzeitkultivierung der Modelle ohne manuellen Mediumwechsel Uber
Zeitraume von Uber vier Wochen. Langfristig erméglichen immun-kompetente Melanom-
Modelle die Austestung neuer Immun- und Zelltherapien in einem voll humanen System.
Methodisch kann das Implementieren einer Immun-Kompetenz in ein in vitro Gewebe-
Aquivalent auf immun-mediierte Erkrankungen (bertragen werden, wie Psoriarsis, Atopische
Dermatitis oder Graft-versus-Host Disease. Aufgrund der patientenspezifischen Unterschiede
ein jeder Tumorerkrankung und der zellularen Heterogenitat spricht nur eine kleine Teilmenge
der Patienten auf Standard-Therapien an; daher ist die personalisierte Medizin ein wichtiger

Schritt in der Krebstherapie. Testsysteme muissen diese Populationsunterschiede
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berticksichtigen, um das Ansprechen in Klinischen Kohorten zu imitieren. Durch die
Verwendung von patienteneigenen Tumorzellen zur Generierung der in vitro Modelle kénnen
diese zukiinftig als neuartiges Instrument in der Prazisionsmedizin eingesetzt werden, z.B. fir

die Vorhersage individueller Therapien.

Insgesamt konnte ein entscheidender Beitrag geleistet werden, die Effizienz der
Vorhersagekraft der in der Praklinik zur Ermittlung der Wirksamkeit von Substanzen
verwendeten Modelle zu erhéhen. Die in dieser Studie entwickelten in vitro Melanom-Modelle
Uberwinden Limitationen bisheriger Modelle und gestatten ein Testen von Therapien
préaklinisch nahe an der in vivo Situation. Dadurch kann eine fokussierte Vorauswahl von
Wirksubstanzen erfolgen und gleichzeitig signifikant zur Reduktion der betrachtlichen Zahl der
Tierversuche in den préklinischen Phasen der Entwicklung von Anti-Melanom-Therapien

beigetragen werden.
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Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1: Das 5 Stadien umfassende Modell der Melanomagenese nach Clark.
Biologische Ereignisse und molekulare Veranderungen wahrend der Melanom-Progression,
charakteristisch fUr ein jedes Stadium. Enthnommen aus [1].....cccooeeeviiiiiiiiiiiiieeeeeceiiee e, 4
Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Glukose-Stoffwechsels von gesunden
(links) und Tumorzellen (rechts). (A) Normale Zellen verstoffwechseln in Gegenwart von
Sauerstoff zunachst Glukose Uber die Glykolyse zu Pyruvat und oxidieren dann den gréR3ten
Teil dieses Pyruvats in den Mitochondrien wahrend des Prozesses der oxidativen
Phosphorylierung vollstandig zu CO: und produzieren so ungefahr 36 ATP pro
Glukosemolekil. In einer hypoxischen Umgebung werden Pyruvate angesammelt und
erzeugen nur zwei ATP. (B) Krebszellen nutzen, unabhéangig davon, ob Sauerstoff vorhanden
ist oder nicht, nahezu ausschliel3lich den Glykolyseprozess; pro Glukosemolekil werden 4
ATP PIOUUZIEIT. ..ottt 6

Abbildung 4-1: Herstellung epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher
Tumorstadien. (A) Schematische Darstellung der Modell-Generierung von mOS-REp
(melanoma open source reconstructed epidermis) des frithen und spaten Stadiums. Fir die in
vitro RHE-Modelle wurden in definierten Mischverhaltnissen auf Polycarbonat-Membran-
Inserts an Tag O humane epidermale Keratinozyten (hEK) und Melanomzellen in
Einzelsuspension (frihes Stadium) bzw. hEK und Melanom-Sphéaroide (spates Stadium)
ausgesat. Am Tag 1 wurden die Modelle an die Luft-Flussigkeits-Grenzflache (Air-Liquid-
Interface, ALI) gesetzt und bis Tag 21 kultiviert. (B) Makroskopische Bilder von mOS-REp des
frihen (links) und des spaten Stadiums (rechts). Gebildete Mikrotumore der Zelllinie MUG-
Mel2 erscheinen im Modell als dunkle Flecken. (C) Melanom-Sphéroid der Zelllinie MUG-Mel2.
(I) Phasenkontrastmikroskopie. Der Mal3stabsbalken entspricht 1050 um. (ll) Hdmatoxylin-
und Eosin-Farbung. Der MaRRstabsbalken entspricht 100 pm. (lll) Immunfluoreszenzfarbung
fur den Melanommarker HMB-45 (grin) und den Proliferationsmarker KI67 (rot). Der
Malstabsbalken entspricht 100 um. (D) Hdmatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten
von epidermalen gesunden Hautaquivalenten (OS-REp) und Melanom-Hautmodellen beider
Tumorstadien. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum,
SB = Stratum Basale, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet.
Der MalR3stabsbalken entspricht 100 M. ......eiiiieeriieeeee e e e e e e e 54
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Abbildung 4-2: Stratifizierung und Melanom-Progression in epidermalen in vitro Haut-
und Melanom-Aquivalenten. Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von OS-
REp (linke Spalte) und mOS-REp des frihen (mittlere Spalte) bzw. spaten Tumor-Stadiums
(rechte Spalte) zu ausgewahlten Zeitpunkten (d3, d6, d15, d17, d20) der 21-tdgigen
Kulturdauer. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB
= Stratum Basale, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der
Maf3stabsbalken entspricht 100 M. ....coeoiiiiiiei e e e e e e are s 56
Abbildung 4-3: Charakterisierung epidermaler Melanom-Modelle unterschiedlicher
Tumorstadien. Immunhistochemische Farbung von Querschnitten von epidermalen
gesunden Hautaquivalenten (OS-REp) und Melanom-Hautmodellen beider Tumorstadien an
d21. DAB-Farbung (braun) fur den Melanommarker HMB-45. Magenta-Farbungen (pink) fur
die klinisch relevanten melanom-assoziierten Marker Melan-A, S1008, MITF, SOX10 und
PRAME, sowie den Proliferationsmarker KI67. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum
Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran. Der
MaRstabsbalken entSPricht 100 UM ......uuuueeeieiiiieiieieeieieieeeeeeeieee bbb eeebbeeeeeeeeneeee 57
Abbildung 4-4: Herstellung und Charakterisierung dermal-epidermaler Melanom-
Aquivalenten auf Kollagen-Hydrogel-Basis unterschiedlicher Tumorstadien. (A)
Schematische Darstellung der Modell-Generierung von mFTSE (melanoma full thickness skin
equivalent) des frihen und spéaten Stadiums. Die in vitro Vollhaut-Modelle verfligen Uber eine
dermale Komponente, welche aus in Kollagen I-Gel eingebetteten humanen dermalen
Fibroblasten besteht; auf die dermale Komponente wurden hEK und Melanomzellen in
Einzelsuspension in definierten Mischverhaltnissen (friihes Stadium) bzw. hEK und Melanom-
Sphéroide (spates Stadium) ausgesat, an Tag 1 die Modelle an die Luft-Flissigkeits-
Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt und fir 21 Tage kultiviert. (B) Makroskopische
Bilder von mFTSE des friihen (links) und des spaten Stadiums (rechts). Gebildete Mikrotumore
der Zelllinie MUG-Mel2 erscheinen im Modell als dunkle Flecken. (C) Hamatoxylin- und Eosin-
Farbung von Querschnitten von dermal-epidermalen gesunden Hautaquivalenten (FTSE) und
Melanom-Vollhautmodellen beider Tumorstadien. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum
Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind
durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der MaRRstabsbalken entspricht 100 pm........................ 59
Abbildung 4-5: Charakterisierung dermaler-epidermaler Melanom-Modelle
unterschiedlicher Tumorstadien. Immunhistochemische Farbung von Querschnitten von
dermal-epidermalen Melanom-Hautmodellen beider Tumorstadien an d21 sowie in situ
Melanomen. DAB- (braun) und Magenta-Farbungen (pink) fur die klinisch relevanten
Melanom-assoziierten Marker Melan-A, S7008, SOX10 und PRAME, sowie den
Proliferationsmarker KI67. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum

Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 pm. ...... 61
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Abbildung 4-6: Integration unterschiedlichster humaner Melanomzelllinien in epidermale
und dermal-epidermale Melanomaquivalente. Durch verschiedene zugrunde liegende
Treibermutationen, die zur Krankheitsentstehung beitragen, stellen sie unterschiedliche
Anspruche an potentielle therapeutische Angriffspunkte und ermdglichen das Widerspiegein
vieler Melanom-Subtypen im Modell. (I) Phasenkontrastmikroskopie von SK-MEL-28, MeWo
und MUG-Mel2. Der MaB3stabsbalken entspricht 450 um. (Il) Hadmatoxylin- und Eosin-Farbung
von Querschnitten von mOS-REp (obere Reihe) bzw. mFTSE (untere Reihe). SC = Stratum
Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M =
Membran, D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der
Mafstabshalken entspricht 100 M. .....oooiiiiiiii e e e e e e aeraa s 63
Abbildung 4-7: Interaktion des Melanoms mit der Mikroumgebung im in vitro Modell.
Immunfluoreszenzfarbung von Querschnitten von epidermalen (linke Spalten) und dermal-
epidermalen Melanom-Hautmodellen (rechte Spalten) beider Tumorstadien an d21 fir den
Keratinozytenmarker Cytokeratin 14 (CK14, grin), den Basalmembranmarker KollagenlV
(CollV, grin), die Notch-Liganden DLL1 (griin) und Jaggedl (grin), sowie den Notch-Rezeptor
Notch 1 (griin), jeweils in Kombination mit dem Melanommarker HMB-45 (rot). Der
MaBstabsbalken entSpriCht 5O M. .........ccoiiiiiiiiecee e 64
Abbildung 4-8: Expressionsprofil von Melanoma Inhibitory Activity (MIA) im in vitro
Melanom-Modell. (I) Immunhistochemische Farbung (DAB, braun) von Querschnitten von
epidermalen (linke Spalten) und dermal-epidermalen Melanom-Hautmodellen (rechte Spalten)
beider Tumorstadien an d21 fir MIA. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS
= Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran, D=Dermis. Der Mal3stabsbalken
entspricht 100 um. (II) Bestimmung der MIA-Konzentration mittels ELISA. Diese wurde im
Uberstand biologischer Duplikate zu definierten Zeitpunkten (d7, d8, d14 nach ALI) wahrend
der gesamten Kulturdauer bestimmt (n=1). Fir Il wurde der Student’s t-Test angewendet, der
signifikante Unterschiede zeigte, P < 0,001 (*)..ceuuuuiiiii e 65
Abbildung 4- 9: Cadherin-Expression im in vitro Melanom-Modell.
Immunfluoreszenzfarbung von Querschnitten von epidermalen (linke Spalten) und epidermal-
dermalen Melanom-Hautmodellen (rechte Spalten) beider Tumorstadien an d21 fiur die
Cadherin-Marker E-Cadherin (gelb) und N-Cadherin (grin) in Kombination mit dem
Melanommarker HMB-45 (rot). Der Ma3stabsbalken entspricht 50 um................ccccccccuvnnnnne 66
Abbildung 4-10: Herstellung und Charakterisierung dermal-epidermaler Melanom-
Aquivalente auf Basis vollsynthetischer PAG-Fasern. (A) Schematische Darstellung der
Modell-Generierung von (m)FTSEPA6 ((melanoma) full thickness skin equivalent on PAG basis).
Die in vitro Vollhaut-Modelle verfiigen Uber eine dermale Komponente, welche aus in
elektrogesponnene Fasern eingebetteten humanen dermalen Fibroblasten besteht; auf die

dermale Komponente wurden hEK bzw. hEK und Melanomzellen in Einzelsuspension in
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definierten Mischverhéltnissen ausgesat, an Tag 1 die Modelle an die Luft-Flussigkeits-
Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt und fir 21 Tage kultiviert. (B) Makroskopische

Bilder von FTSE™® (links) und mFTSE "*° (rechts). Gebildete Mikrotumore der Zelllinie MUG-
Mel2 erscheinen im Modell als dunkle Flecken. (C) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von
Querschnitten von epidermal-dermalen gesunden Hautdquivalenten und Melanom-
Vollhautmodellen auf Basis der elektrogesponnenen PA6-Fasern, sowie eines in situ
Melanoms. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB
= Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der

Mafstabsbalken entspricht 100 um. (E) Immunfluoreszenzfarbung von mFTSE™® fiir den
Keratinozytenmarker Cytokeratin 14 (CK14, tirkis) in Kombination mit dem Melanommarker
HMB-45 (grin), den Extrazellular-Matrix (ECM)-Marker Collagen | (Coll, griin) und den
Fibroblastenmarker Vimentin (rot). Der Mal3stabsbalken entspricht 100 ym.............cccevveee. 68
Abbildung 4-11: Zerstérungsfreie und voll-automatische Detektion der Tumorpro- und —
regression im epidermalen in vitro Melanom-Modell. (A) Das optische Messsystem
,MediTOM* erlaubt die Analyse der in-vitro Modelle des malignen Melanoms automatisiert
mittels Durchlicht im Schattenwurfverfahren und die digitalisierte Erfassung von
Veranderungen an den Zellen. (B) Histologische Hamatoxylin- und Eosin-Ubersichtsfarbung
eines epidermalen in vitro Melanom-Modells und Detektion des Melanoms mittels
Schattenwurfverfahrens. Melanome sind griin umrandet und sowohl in der histologischen
Farbung (links) als auch in dem MediTOM -Bild (rechts) sichtbar. SC = Stratum Corneum, SG
= Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran.
Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Mal3stabsbalken entspricht 100
pm. (C) Nicht-invasive Detektion des Tumor-Fortschreitens im in vitro Melanom-Modell mittels
Schattenwurfverfahrens. Das Medi-TOM erlaubt eine Differenzierung zwischen gesundem
(links) und krankem Stadium (rechts) (I+1l) sowie eine Detektion der Tumorprogression tber
die komplette Kulturdauer hinweg (II). Wahrend 21 Tagen Kulturdauer wurden zu definierten
Zeitpunkten (d7, d14, d21) Durchlicht-Aufnahmen von Melanom-Modellen des spaten Tumor-
Y= (o 110 g SR= W o =T 0 o T0 010 0= o T 70
Abbildung 4-12: Nicht-invasive voll-automatische Detektion der Melanomprogression in
epidermalen Melanom-Modellen unterschiedlicher Aussaatverhdaltnisse. Wéahrend 21
Tagen Kulturdauer wurden zu definierten Zeitpunkten (d3, d7, d9, d11, d15, d18 und d21)
Bilder mit dem intern entwickelten MediTOM-Gerét aufgenommen. ................eevvveeeveeienennnnns 71
Abbildung 4-13: Zerstorungsfreie Detektion des Tumorwachstums nicht-pigmentierter
Melanome im epidermalen und dermal-epidermalen in vitro Melanom-Modell mittels
Optischer Koharenz-Tomographie . (A) Histologische Hamatoxylin- und Eosin-
Ubersichtsfarbung eines epidermalen Haut-Modells () und in vitro Melanom-Modells (1) und

tomografische Aufnahme/Querschnitt des gesamten epidermalen Modells. Melanome sind
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grun umrandet und sowohl in der histologischen Farbung (links) als auch in dem OCT -Bild
(rechts) sichtbar. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum,
SB = Stratum Basale, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet.
Der Malstabsbalken entspricht 100 um. (B) Histologische Hamatoxylin- und Eosin-
Ubersichtsfarbung eines dermal-epidermalen Haut-Modells (1) und in vitro Melanom-Modells
(I und tomografische Aufnahme/Querschnitt des gesamten Modells. Melanome sind griin
umrandet und sowohl in der histologischen Farbung (links) als auch in dem OCT -Bild (rechts)
sichtbar. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB =
Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der
Mafstabshalken entspricht 100 M. .....oooiiiiiiii e e e e e e aeraa s 73
Abbildung 4-14: Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lifetime-Imaging-Microskopie (2-P FLIM)
der NAD(P)H und FAD* Analyse. (A, B) Reprasentative NAD(P)H und FAD* Bilder von mOS-
REp*!. (C, D) Berechnete durchschnittliche Fluoreszenz-Lebensdauer (average fluorescence
lifetime; Tavg) von NAD(P)H und optisches Redoxverhaltnis (ORR) fir OS-REp, mOS-REpS*
MEL-28 ynd mOS-REp*!. Abgeandert und integriert nach schriftlicher Zustimmung des Journals
022 S UP RS PPUPPPPRPPR 75
Abbildung 4-15: Zielgerichtete medikamentdése Melanom-Behandlung in 2D. (A)
Experimenteller Aufbau der zielgerichteten Melanomtherapie in 2D. HEK, SK-MEL-28 und
MeWo wurden in Zellkulturplatten ausgesadt (Tag 0) und fur 24 h unter
Standardkulturbedingungen inkubiert, bevor Vemurafenib, Cobimetinib oder eine Kombination
aus beiden in unterschiedlichen Konzentrationen systemisch appliziert wurden (Tag 1). Nach
Inkubationszeiten von 24 h (Tag 2), 48 h (Tag 3) oder 72 h (Tag 4) mit wiederholter
Arzneimittelapplikation nach 48 h (Tag 3) wurden die Behandlungseffekte analysiert. (B)
Zielgerichtete Mono-Therapie mit Vemurafenib fir 72 h. (I) Phasenkontrastmikroskopie von
hEK, SK-MEL-28 und MeWo, die 72 Stunden lang mit Vemurafenib (unbehandelt, 1 uM, 3 uM
und 5 uM) behandelt wurden. Der MaRstabsbalken entspricht 450 um. (ll) Viabilitdt der
behandelten Zellen nach 72 h Arzneimittelinkubation. Die Viabilitdt wurde aus biologischen
Triplikaten mit jeweils technischen Duplikaten bestimmt und auf unbehandelte Kontrollen (n=1)
normiert. (lll) Glukoseverbrauch behandelter Zellen nach 72 h Arzneimittelinkubation. Der
Glukoseverbrauch wurde aus biologischen Triplikaten (n = 1) bestimmt..................ooeeeee. 78
Abbildung 4-16: Zielgerichtete medikamentdse Melanom-Behandlung in 3D. (A)
Experimenteller Aufbau der zielgerichteten Melanomtherapie in 3D. Die Behandlung von 21 d
alten epidermalen Gewebe-Aquivalenten (gesunde OS-REp; organotypische Modelle des
Malignen Melanoms mit den Zelllinien SK-MEL-28 und MeWo) wurde am Tag 21 nach ALI
durchgefuhrt. Dazu wurde Vemurafenib, Cobimetinib oder eine Kombination aus beiden
systemisch in unterschiedlichen Konzentrationen durch Zugabe der Wirkstoffe zum

Zellkulturmedium appliziert (Tag 21). Nach einer Inkubation von 72 h (Tag 24) mit wiederholter
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Arzneimittelapplikation nach 48 h (Tag 23) wurden die Therapieeffekte analysiert. (B) Viabilitat
72 Stunden nach Verabreichung des Medikaments. Die Viabilitdt wurde aus biologischen
Triplikaten mit jeweils technischen Duplikaten bestimmt und auf unbehandelte Kontrollen (n=3)
normalisiert. (C) Glukoseverbrauch nach 72 Stunden Arzneimittelgabe. Der Glukoseverbrauch

wurde aus biologischen Triplikaten (n = 3) bestimmt. (D) TUNEL-Farbung von OS-REp

SK-MEL-

behandelt mit 1 % Triton X-100 bzw. DMSO fir jeweils 24 h (Positivkontrolle), mOS-REp

?® behandelt mit 100 nM Cobimetinib fiir 72 h, und unbehandelter nativer menschlicher Haut
(Negativkontrolle). Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der
Maf3stabslbalken entspricht 100 M. .....oooviiiiiii et e e e e e rrea s 85

Abbildung 4-17: Quantifizierung der Auswirkungen von Peptid RDP22 auf mOSREpMUG'

Melz (A) Schematische Darstellung der Behandlung von epidermalen Melanom-Modellen mit

dem anti-Tumor Peptid RDP22 an d1 und d2 nach ALI. Es wurden jeweils 50 ug RDP22 bzw.
0,1% Essigsaure topisch aufgetragen. (B) Zerstérungsfreie Detektion von Melanompro- und -
regression. Bilder, die wahrend 21 Tagen Kulturdauer (Abbildung A-XX) mit dem MediTOM
(obere Reihe) aufgenommen wurden, wurden mit ImageJ (untere Reihe) analysiert. (C)
Einfluss auf die Proliferationsraten. Melanom-Hautaquivalente wurden mit dem
Melanommarker HMB-45 (grtin) und dem Proliferationsmarker Ki67 (rot) gefarbt; anschliel3end
wurden Ki67-positive Zellen quantitativ gezahlt. (D) Analyse der Stoffwechselaktivitat.
Melanom-Hautmodelle, die mit dem Vehikel behandelt wurden, zeigten keinen signifikanten
Unterschied in der Viabilitat. (E) Bestimmung der Zellintegritat. Die LDH-Freisetzung wurde im
Uberstand zu definierten Zeitpunkten wahrend der gesamten Kulturdauer gemessen. Pfeile
zeigen die Tage an, an denen 0,1 % Essigséure oder RDP22 topisch auf die Melanom-Modelle
aufgetragen wurde. (F) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von Melanom-
Hautmodellen. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum,
SB = Stratum Basale, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet.
Der Mal3stabsbalken entspricht 100 pm. Die Daten sind représentativ fir zwei unabhangige
Experimente mit Triplikaten fir jede Bedingung und stellen Mittelwerte mit entsprechenden
Standardabweichungen dar. Fir C und D wurde der Student’s t-Test angewendet, der
signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle bzw. Vehikel- und Peptidbehandlung zeigte, p <
0,001 (*). Abgeandert und integriert nach schriftlicher Zustimmung des Journals [132]........ 91
Abbildung 4-18: Nicht-invasive Detektion von Melanompro- und -regression mittels
MediTOM. Wahrend 21 Tagen Kulturdauer wurden zu definierten Zeitpunkten (d8, d10, d13,
d15, d17, d20 und d21) Bilder mit dem intern entwickelten MediTOM-Gerat aufgenommen und
mit der Software ImageJ analysiert. Abgeandert und integriert nach schriftlicher Zustimmung
(o LI oW T g = | El 1 7 PSSP 92
Abbildung 4-19: Gegeniberstellung der Melanomentwicklung in epidermalen vs. dermal-

epidermalen Melanom-Modellen. (I) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten
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MUG-Mel2

von mOS-REp bzw. mFTSE

Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, M = Membran, D = Dermis.

MIEMEZ sc = stratum Cormeum, SG = Stratum

Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der MalRstabsbalken entspricht 100
pm. (1) Die quantitative Analyse von Gewebeschnitten (n=10) erfolgte mit Imaged.............. 93
Abbildung 4-20: Analyse der Nahrstoffkonkurrenz im epidermal-dermalen Melanom-
Hautaquivalent. (A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Die Vollhaut-Modelle
wurden in unterschiedlichen Mediummengen, entweder standardmaliig in 2,5 mL oder in einer

Deepwell-Platte mit 19 mL, kultiviert. (B) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten
MUG-Mel2

von mFTSE bzw. mFTSE

Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Melanomnester sind

MUG—MeIZ/DeepweI. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum

durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 um. Die quantitative
Analyse von Gewebeschnitten (n=6) erfolgte mit ImageJ. (C) Bestimmung des Gukose-
Verbrauches (links) bzw. der Laktat-Produktion (rechts). Diese wurden im Uberstand zu
definierten Zeitpunkten (d7, d14, d21 nach ALI) wahrend der gesamten Kulturdauer gemessen
und auf die entsprechende Kontrolle normalisiert. (N=1)..............uuuuuummmmmmmmmmimiiiiiiiiiiiiin. 95
Abbildung 4-21: Einfluss von adulten Keratinozyten und Fibroblasten auf die
Melanomentwicklung. (A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Juvenile und
adulte Keratinozyten und Fibroblasten wurden fiir die Generierung von epidermalen und
epidermal-dermalen Melanom-Modellen verwendet und hinsichtlich ihres Effektes auf die
Melanomentwicklung analysiert. (B) Vergleich der Melanomprogression im epidermalen
Melanom-Hautéquivalent unter Verwendung juveniler und adulter heK. Bilder, die mit dem
MediTOM (obere Reihe) aufgenommen wurden, wurden mit ImageJ (untere Reihe) analysiert
(n=2). (C) Bestimmung der Proliferationsraten mittels XCelligence®. Analyse des Einflusses
von juvenilen und adulten hdF auf das MUG-Mel2-Wachstum in 2D. Es wurden Zell-Index,
Verdopplungszeit und die Steigung des Cl bestimmt...........cc.ooooiiiiiiiiii e 97
Abbildung 4-22: Aktivierung von hdFs zu Krebs-assoziierten Fibroblasten und Analyse
des Einflusses von CAFs auf MUG-Mel2 in 2D. (A) Schematische Darstellung der
Aktivierung von hdFs zu CAFs. Daflr wurden juvenile hdFs fiir 48 h mit TGF-8 oder
konditioniertem Medium (CM) oder einer 1:1 Mischung aus beidem inkubiert. (B)
Immunfluoreszenzfarbung von aktivierten Fibroblasten und der CAF-Zelllinie MUCCarly1 fir
aSMA (rot) und FAP (gelb). Der Mal3stabsbalken entspricht 200 ym. (C) Bestimmung der
Proliferationsraten mittels XCelligence®. Analyse des Einflusses von Krebs-assoziierten
Fibroblasten auf das MUG-Mel2-Wachstum in 2D. Es wurden Zell-Index, Verdopplungszeit
und die Steigung des Cl DBestimmL. ...........uiiii i 100
Abbildung 4-23: Integration und Analyse von Krebs-assoziierten Fibroblasten in
epidermal-dermale Melanom-Hautaquivalente. (A) Schematische Darstellung des

Versuchsaufbaus. Unaktivierte juvenile, mit TGF- oder konditioniertem Medium oder einer
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1:1 Mischung aus beidem aktivierte hdF oder die CAF-Zelllinie MUCCarlyl wurden fir die
Generierung von epidermal-dermalen Melanom-Modellen verwendet und hinsichtlich ihres
Effektes analysiert. (B) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten von epidermal-
dermalen Melanom-Hautmodellen unter Verwendung verschiedenster (aktivierter) hdF. SC =
Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale,
D = Dermis. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der Mal3stabsbalken
entspricht 100 um. Die quantitative Analyse von Gewebeschnitten erfolgte mit der Software
=T = S 103
Abbildung 4-24: Strategien zur Integration von T Zellen (T Z) in epidermale Gewebe-
Aquivalente. (A) Humane immunkompetente epidermale 3D Modelle. (I) Schematische
Darstellung des Versuchsaufbaus. Generierung eines cytotoxischen Milieus durch Zugabe
CD3/CD28 aktivierter/unstimulierter T Zellen zu epidermalen in vitro Haut-Modellen. Die Ko-
Kultur erfolgte nach 14-tdgiger Kultivierung an der Luft-Flussigkeits-Grenzflache durch
systemische Zugabe der 72 h pre-stimulierten T Zs fur 48 h. (Il) Analyse der metabolischen
Aktivitat der in vitro Modelle. Via MTT-Assays wurde nach 48-stiindiger Ko-Kultur die Viabilitat
des Testsystems bestimmt. Diese wurde aus jeweils technischen Triplikaten bestimmt und auf
unbehandelte Kontrollen normalisiert. (I11) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten
von epidermalen gesunden Hautaquivalenten und Hautmodellen eines pathologischen
Phanotyps. SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB
= Stratum Basale, M = Membran. Der Maf3stabsbalken entspricht 100 um. (B) Epidermale
Haut- und Melanom-Modelle mit groRen Poren. (I) Schematische Darstellung der Modell-
Generierung von OS-REp und mOS-REp basierend auf Membranen mit groRen Poren, welche
ein Einwandern der T Zs erlauben sollen. Fir die in vitro RHE-Modelle wurden die Poren der
Polycarbonat-Membran-Inserts von einer Porengréf3e von 8,0 um an Tag 0 zunachst durch
Auftragen von Kollagen | Gel verschlossen. AnschlieRend wurden hEK oder hEK und
Melanomzellen in Einzelsuspension in definierten Mischverhéltnissen ausgesat. Am Tag 1
wurden die Modelle an die Luft-Flissigkeits-Grenzflache (Air-Liquid-Interface, ALI) gesetzt und
bis Tag 21 kultiviert. (II) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung eines Querschnitts von einem

epidermalen gesunden Hautaquivalenten aufgebaut auf einer Membran mit grol3en Poren

(0S-Rep”™ "*"). SC = Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum
Spinosum, SB = Stratum Basale, C = Kollagen | Gel, M = Membran. Der Maflstabsbalken
LTS3 o [ T A 00 W o o S 107

Abbildung 4-25: Strategien zur Integration von T Zellen (T Z) in dermal-epidermale
Gewebe-Aquivalente. (A) Immun-kompetentes mFTSE. (l) Schematische Darstellung des
Versuchsaufbaus. Injektion der T Zs nach 19-tgiger Kultivierung an der Luft-Flissigkeits-
Grenzflache und Kultivierung fur 48 h. (II) Bestimmung der IFNy-Konzentration mittels ELISA.

Diese wurde im Uberstand 48 h nach Ko-Kultur bestimmt (n=1). (lll)
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Immunfluoreszenzfarbung. Das Gewebe-Aquivalent wurde mit dem T Zell-Marker CD3 (rot)
gefarbt. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 ym. (IV) Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von
Querschnitten eines dermal-epidermalen mFTSE und in die Dermis injizierter T Zs. SC =

Stratum Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale,

D = Dermis. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 um. (B) Immun-kompetentes mFTSE . ()
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. T Zs wurden auf 2 Wochen alte dermale

Komponenten ausgesat und fur 48 h unter ein 19 Tage altes mFTSE" gespannt. (Il)

Hamatoxylin- und Eosin-Farbung von Querschnitten eines dermal-epidermalen immun-

kompetenten mFTSE™"® mit in der Dermis integrierter T Zs. SC = Stratum Corneum, SG =
Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D = Dermis. Der
MaRstabsbalken entSPricht 100 M. ... ...uueeueeeiiiiieeiiiieiiieeeieeeeeeee bbb eeeeeeeeeeeanenne 109

Abbildung 5-1: Portfolio humaner 3D organotypischer in vitro Modelle des malignen
Melanoms. Hamatoxylin- und Eosin-Féarbung von Querschnitten von epidermalen gesunden
Hautdquivalenten (OS-REp) und Melanom-Hautmodellen (mOS-Rep) beider Tumorstadien
(obere Reihe), sowie von dermal-epidermalen gesunden Hautédquivalenten (FTSE) und
Melanom-Vollhautmodellen (MFTSE) beider Tumorstadien (untere Reihe). SC = Stratum
Corneum, SG = Stratum Granulosum, SS = Stratum Spinosum, SB = Stratum Basale, D =
Dermis, M = Membran. Melanomnester sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Der
Mafstabsbalken entspricht 100 M. ......ooiiiiiiiiii e e e eeeeeaaeees 110
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Konferenzbeitrage
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2019

SMR Oktober 2022; 19" International Congress of the Society for Melanoma Research
(in Person), Edinburgh, UK-SCT; Poster: Human immuno-competent 3D model of

Malignant Melanoma: Towards preclinical assessment of checkpoint inhibitors in vitro

ESDR September 2021; 50" European Society for Dermatological Research Annual
Meeting (online); Poster: Human immuno-competent 3D model of Malignant

Melanoma: preclinical efficacy assessment of checkpoint inhibitors

TERMIS-EU Mai 2020; Tissue Engineering and Regenerative Medicine International
Society European Chapter Meeting 2020 (in Person geplant, kurzfristig corona-bedingt
abgesagt), Manchester, UK; Poster: Human immuno-competent organotypic model of
Malignant Melanoma: An innovative in-vitro tool for the preclinical efficacy assessment

of immunotherapies
EUSAAT August 2019; 19" Annual Congress of the European Society for Alternatives

to Animal Testing (in Person), Linz (AT); Vortrag: Human-based T cell-skin models for

graft-versus-host disease
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