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1 Einleitung

1.1 Tumorentstehung — das Konzept der Mehrstufenkarzinogenese

Die Diagnose ,,Krebs* hat in den letzten Jahren deutlich an Schrecken verloren, da sie einerseits in
vielen Féllen - dank neuer Therapiemoglichkeiten - nicht mehr das ,,Todesurteil* fiir den Patienten
bedeuten muf} und sie andererseits nicht mehr ganz so réitselhaft und schicksalsgegeben erscheint.
Eine der wichtigsten Erkenntnisse der letzten Jahre ist, daf3 es sich bei ,,Krebs* im wesentlichen um
eine genetische Erkrankung handelt. Bei praktisch allen bekannten Tumoren besteht jedoch niemals
eine einzige Mutation als isolierte Ursache (wie dies z.B. bei vererbten Stoffwechselstorungen meist
der Fall ist). In diesem Sinne wird die Entstehung eines malignen Tumors heute nicht mehr als
»einmaliger genetischer Unfall* verstanden, sondern als Prozefs, der mitunter Jahre dauern kann und
stets mehrere Verdnderungen auf zelluldrer Ebene voraussetzt (Vogelstein et al., 1993). Fiir die
Richtigkeit dieser ,,Mehrtreffer“-Hypothese existieren viele direkte und indirekte Hinweise. So ist
beispielsweise gut bekannt, daB3 Patienten als Folge einer Radio- oder Chemotherapie einem
erhohten Risiko ausgesetzt sind, mit zeitlicher Latenz (15 Jahre und spiter) an einem (Zweit-)
Malignom zu erkranken (Boice, 1981). Warum die lange Zeitverzogerung? Eine
Erkldrungsmoglichkeit besteht darin, dal durch die Radio- bzw. Chemotherapie eine genetische
Mutation entstand, die jedoch alleine zur Tumorentstehung nicht ausreichte. Durch die niedrige
Inzidenz zusdtzlicher Mutationen nach Therapieende konnte es derart lange dauern, bis sich
schlieBlich ein Tumor entwickelt.

Diese Theorie erklart, warum die Inzidenz maligner Tumoren mit dem Alter nahezu exponentiell
zunimmt (Miller, 1980). Wie lassen sich dann jedoch Tumoren des Kindesalters erkldren? Es zeigt
sich, daB3 die meisten Tumoren des Kindesalters — im Gegensatz zu sporadischen Tumoren des
Erwachsenenalters - auf dem Boden einer vererbten Keimbahn-Mutation entstehen, die fiir sich
alleine noch nicht zur Tumorentstehung fiihrt. Durch den bereits vorhandenen ,,ersten Treffer* ist
jedoch das Risiko, dal3 weitere somatische Mutationen friihzeitig zur Tumorentstehung fiithren,
deutlich erhoht (Knudson, 1996). Neben diesen indirekten epidemiologischen Hinweisen gibt es
direkte morphologische und molekulargenetische Hinweise fiir den Ablauf der geschilderten
,Mehrtreffer“-Sequenz in vivo. Erstmals gezeigt wurde dies von Vogelstein et al. (Vogelstein et al.,
1988; Fearon et al., 1990) fiir die Pathogenese des Colon-Karzinoms (Adenom-Karzinom-Sequenz):
bei der schrittweisen Entwicklung eines Adenoms zum Karzinom (lange bekannt durch
pathomorphologische Untersuchungen) konnte in jeder weiter fortgeschrittenen Stufe eine

zusdtzliche genetische Mutation nachgewiesen werden (Tabelle 1).
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Stufe Patho-Morphologie zusiatzliche genetische Verinderung
1 Normales Epithel Keine
2 Hyperproliferatives Epithel Verlust des APC-Genes (Chromosom 5q)
3 Frithes Adenom DNA-Hypomethylierung
4 Intermedidres Adenom Aktivierung von k-ras (Chromosom 12p)
5 Spites Adenom Verlust von DCC (Chromosom 18q)
6 Karzinom Verlust von p53 (Chromosom 17p)
7 Metastase Unbekannt

Tabelle 1: Adenom-Karzinom-Sequenz
Jede pathomorphologisch weiter fortgeschrittene Stufe enthalt eine zusatzliche genetische Veranderung
(modifiziert nach Vogelstein et al., 1993).

Bei diesem Krankheitsbild existiert eine Variante, die sich nicht sporadisch bei dlteren Menschen,
sondern regelhaft familidr bei jungen Menschen entwickelt. Auch hier konnte eine vererbte
Mutation nachgewiesen werden (APC-Gen), welche die friihzeitige Entstehung multipler Adenome
und Karzinome erklart (Groden et al., 1991).

Welche Gene sind dies, die durch ihre fehlgesteuerte Funktion oder Dysfunktion zur Entstehung
eines malignen Tumors fithren konnen? Zwei Ansdtze wurden verfolgt, die zundchst scheinbar in
unterschiedliche Richtungen deuteten. Zum einen wurden in tierexperimentellen Studien Tumoren
durch chemische, physikalische oder virale Mutagene provoziert, zum anderen Mutationen in
sporadisch auftretenden humanen Tumoren untersucht. Erstaunlicherweise zeigte sich, daf} in
beiden Ansétzen dieselben Gene betroffen waren, die je nach ihrer Funktion Tumor-Suppressor-
Gene oder Onkogene genannt werden. Bei beiden Gruppen handelt es sich um Gene, die das
Teilungsverhalten und die Zykluskontrolle von Zellen beeinflussen. Die Tatsache, dall mehrere
Mutationen dieser kritischen Gene zur Tumorentstehung notwendig sind, deutet darauf hin, daf} ein
derart sensibler Bereich wie das Proliferationsverhalten der Zelle durch mehrere unterschiedliche
Systeme kontrolliert wird. Die Zahl der ndtigen ,, Treffer* ist stark vom verwendeten Zellsystem
abhingig: menschliche Zellen bendtigen in etwa 3-7 ,, Treffer” bis zur Entwicklung zum malignen
Tumor, murine Zellen sind deutlich empfindlicher und bendétigen teilweise nur 1-2 solcher ,, Treffer*
(Vogelstein et al., 1993).

Diese Sichtweise der Tumorentstehung bedarf jedoch der Erweiterung, da Tumorzellen nicht im
»leeren Raum*, sondern in einem lebenden Organismus entstehen. Heute sind vielfdltige (teilweise
epigenetische) Mechanismen bekannt, die es Zellen auf dem Weg der malignen Transformation

erschweren, diesen zu vollenden, und welche — zusitzlich zur Aktivierung von Onkogenen und
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Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen — zunédchst iiberwunden werden miissen, bevor sich ein

metastasierender Tumor bilden kann (Tabelle 2).

Aufhebung der Seneszenzkontrolle

Authebung der intrazelluldren Proliferationskontrolle

Aktivierung von Onkogenen

Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen

Authebung der Proliferationskontrolle durch Nachbarzellen

Resistenz gegeniiber der interzelluliren Induktion der Apoptose

Schutz vor CTLs, Nk-Zellen, Makrophagen

Schutz vor Hypoxie-induzierter Apoptose

el el e N RSN O o Bl B B

Unabhingigkeit von exogenen Uberlebensfaktoren

_
e

Féhigkeit zur Metastasierung

Tabelle 2: Grundlagen der Tumorentstehung

Die Tabelle falt einige der zentralen Schritte der Tumorentstehung zusammen. Neu in diesem
Zusammenhang ist die von unserer Arbeitsgruppe entdeckte “interzellulare Induktion der Apoptose”. Tabelle
entnommen aus Winterhalder et al., 1999.

1.2 Apoptose — Endstrecke verschiedener natiirlicher Antitumor-Mechanismen

Apoptose (programmierter Zelltod) ist nicht nur die Endstrecke vieler natiirlicher und
therapeutischer Antitumor-Mechanismen (Strasser, 1999), sondern stellt einen essentiellen Prozef3
in der Entwicklung und Homoostase vielzelliger Organismen dar (Majno et al., 1995), dessen
Dysregulation in zunehmendem Male auch fiir die Pathogenese zahlreicher weiterer Erkrankungen
verantwortlich gemacht wird (z.B. Autoimmunerkrankungen (O’Reilly et al., 1999; Walsh et al.,
1998; Penninger et al., 1998), neurodegenerative Erkrankungen (Thompson, 1995; Holtzman et al.,
1997), AIDS (Jaworowski et al., 1999; Jaruga, 1999) u.s.w.). Was ist der Zweck des kontrollierten
Absterbens von Zellen? Zur Beantwortung dieser Frage macht es Sinn, kurz die evolutionire
Entwicklung des Phinomens zu betrachten. Apoptose ist schon bei einzelligen Organismen
nachweisbar (Kennedy et al., 1995) und stellt demnach einen evolutiondr sehr alten und
hochkonservierten Vorgang dar. Initial diente diese ,altruistische Form*“ des Zelltodes
wahrscheinlich dem Erhalt der Art, indem die Zellzahl bei Mangelbedingungen reduziert oder
virusinfizierte Zellen eliminiert wurden (Shub, 1994; Yarmolinsky, 1995) und auf diese Weise die
Population in ihrem Bestand geschiitzt werden konnte. Im Laufe der Evolution entwickelte sich
dieser Mechanismus — entsprechend der Entwicklung vom Einzeller zum Vielzeller — von einer

reinen ,,Verteidigungsstrategie“ hin zu einem Mechanismus mit essentieller Bedeutung fiir
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Entwicklung, Gewebehomdostase und Abwehr: die Differenzierung zu einem komplexen
vielzelligen Organismus ist ohne das gezielte Absterben bestimmter Zellen kaum vorstellbar (Vaux
et al., 1999) und auch die stindige Erneuerung von Geweben setzt das Absterben {iberalterter Zellen
voraus (Potten et al., 1997).

Was hat man sich unter Apoptose vorzustellen? Apoptose war zunidchst ein morphologisches
Phinomen, welches von Wyllie (Wyllie, 1980) erstmals bei Thymozyten systematisch untersucht
wurde (jedoch schon wesentlich frither Erwdhnung fand: Vogt, 1842; Kerr et al., 1972):
Glucocorticoid-behandelte Thymozyten zeigten charakteristische morphologische Verdnderungen
wie Zellschrumpfung, ,,membrane blebbing*, Chromatin-Kondensation und Kernfragmentierung
sowie auf biochemischer Ebene eine typische DNA-Fragmentierung in Banden zu ca. 180 bp.
Genauere Erkenntnisse iiber die molekularen Ursachen dieser Verdnderungen erarbeiteten Ellis et.
al. (Ellis et al., 1991) durch Studien an Caenorhabditis elegans. Aus diesen Untersuchungen
entstand das Modell der sequentiellen Aktivierung von Caspasen (Aspartat-spezifische Cystein-
Proteasen) wihrend des Apoptose-Vorganges (Abbildung 1). Unklar blieb jedoch, was schlieBlich
entscheidend fiir den Tod der Zelle ist (survival-factor-Hypothese).

Apoptose-Stimulus

Spalt @@
paltung,
ASP Tetramerisierung
CED-9

CED (?) inaktiv CED (?) y
' =)
Spaltung

ASP Tetramerisierung

CED-3 (inaktiv) CED-3 (aktiv)

,SURVIVAL FACTORS" _> Apoptose

Abbau

Abbildung 1: Sequentielle Aktivierung von Caspasen bei Caenorhabditis elegans

Unterschiedliche  Apoptose-Stimuli  spalten  (inaktive) Pro-Caspasen Aspartat-spezifisch;  durch
Tetramerisierung entstehen aktive Enzyme, die wiederum weitere Caspasen durch spezifische Spaltung
aktivieren kénnen. SchlieRlich werden (operational definierte) Survival-Factors inaktiviert, die zum Uberleben
der Zelle notwendig sind. Es sind auch Gene bekannt, deren Produkte in den beschriebenen Vorgang
hemmend eingreifen (z.B. CED-9).
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Zahlreiche weitere Untersuchungen zeigten, da3 Apoptose einen universellen Vorgang darstellt, der
— relativ unabhingig vom auslésenden Stimulus — stets sehr gleichformig ablauft, sowie, daB3 viele
Vorgénge, die frither der Nekrose (charakterisiert durch Kern- und Zellschwellung) zugeschrieben
wurden, eigentlich Apoptosen darstellen, die sekundidr in Nekrosen iibergehen. Die heutige
Apoptose-Forschung zeichnet ein stindig komplexer werdendes Bild der ablaufenden Vorginge
(Wilson, 1998; Vaux et al., 1996). Zusammenfassend und vereinfachend kann man folgendes sagen:
Apoptose 14Bt sich in mehrere Phasen unterteilen (Stimulus, Transduktions, Effektor- und Post-
mortem-Phase). Verschiedenste Stimuli (z.B. Rezeptor-Ligand-Interaktionen, Né&hrstoffmangel,
Chemikalien und ROS) vermdgen eine konstitutiv exprimierte Apoptose-Maschinerie auszuldsen,
die, einmal in Gang gesetzt, den kontrollierten Selbstmord der Zelle bewirkt. Die Apoptose-
Maschinerie selbst besteht wahrscheinlich aus mehreren Teilen, wobei das Caspasen-System und
das Mitochondrien-System (unter Beteiligung von ROS) von entscheidender Bedeutung zu sein
scheinen und vielfiltig interagieren (Abbildung 2). Die typischen morphologischen Verdanderungen
treten wahrscheinlich erst in der Post-mortem-Phase ein (,,cleaning up after death*) und erfordern
Energietridger. Falls diese nicht in ausreichendem MaBe zur Verfligung stehen (oder falls das
Apoptose-Programm sehr rasant ablauft), findet sekundédre Nekrose statt (Slater et al., 1995; Leist et
al., 1999; Lemasters, 1999). Zahlreiche Stoffe (besonders Antioxidantien) und Proteine (z.B. bcl-2,
BPV-Proteine, crmA) sind bekannt, die an unterschiedlicher Stelle mit dem Apoptose-Programm

interferieren und dieses hemmen konnen.
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Abbildung 2: Neueres Konzept des programmierten Zelltodes

Je nach Stimulus wird zunachst das links dargestellte System (Caspasen) oder das rechts dargestellte
System (Mitochondrien, ROS) aktiviert.

Aktive Caspasen spalten sequentiell weitere Pro-Caspasen, bis schliel3lich Caspase 3 als entscheidendes
Effektor-Enzym entsteht. Innerhalb des Caspasen-Systems existieren mindestens zwei unterschiedliche
Wege (das evolutionadr altere “CED-like”-System und das jingere “ICE-like”-System), die jedoch eine
gemeinsame Endstrecke besitzen.

ROS kénnen an mehreren Stellen eingreifen. Uber Aktivierung der Sphingomyelinase entstehen Ceramide,
die ihrerseits die PT-Pore des Mitochondriums 6ffnen kdnnen. Diese Pore kann auch durch ROS direkt und
durch aktive Caspasen gedffnet werden. Die Offnung der PT-Pore bewirkt einen Zusammenbruch des
Protonengradienten des Mitochondriums mit konsekutivem “oxidative burst” (Entkopplung der
Atmungskette): weitere ROS, Cytochrom C und Proteasen werden freigesetzt. Entstehende ROS kdnnen
andere Mitochondrien aktivieren sowie Ceramide freisetzen; Proteasen kénnen Caspasen aktivieren.

Ist das System einmal angestossen, verstarkt es sich durch positive Rlckkopplung selbst. Die
verschiedenen Wege sind stark vernetzt.

Verschiedene natiirliche Antitumor-Mechanismen bedienen sich der Induktion des programmierten
Zelltodes um (potentiell) maligne Zellen zu eliminieren. Man kann dabei Systeme unterscheiden,
die direkten Zell-Zell-Kontakt erfordern (Rezeptor-Ligand-Interaktion) oder ohne direkten
Zellkontakt ablaufen (z.B. interzelluldre Induktion der Apoptose, siche unten). Als Beispiel eines
rezeptorvermittelten Antitumor-Mechanismus soll die CD95-vermittelte Apoptose durch
zytotoxische T-Lymphozyten genannt werden, da in diesem Fall die Signaltransduktion von der

Zellmembran zur Apoptose-Maschinerie sehr gut untersucht ist (Muzio et al., 1996; Enari et al.,
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1996; Rasper et al., 1998). Die Weiterleitung eines Rezeptorsignals an die Apoptose-Maschinerie
tiber ein entsprechendes Adapterprotein mit ,,death domain* und ,,death effector domain* stellt
einen weitverbreiteten Mechanismus dar und zeichnet die Familie der ,,death receptors® aus
(Abbildung 3).

Die interzelluldre Induktion der Apoptose lduft ohne direkten Zell-Zell-Kontakt ab und soll im

nichsten Abschnitt ausfiihrlich dargestellt werden.

Cytotoxischer
T-Lymphozyt

FAS-Ligand

CD95
(FAS/Apo-1-Rezeptor)

Pro- Apoptose

Caspase-8

o

aktivierte
Caspase

Perforin

FADD/Mort1-
Adapter

DD
DD
DD
Dl

DED
DED
DED

Granzyme B

Abbildung 3: CD95 vermittelte Apoptose durch zytotoxische T-Lymphozyten

Durch Interaktion des CD95-Rezeptors (FAS/Apo-1-Rezeptor) mit seinem Liganden (FAS-Ligand) wird die
intrazellulare Domane des Rezeptors aktiviert. Mit Hilfe des FADD/Mort1-Adapters und dessen “Death
Domains” bzw. “Death Effector Domains” kann Pro-Caspase 8 an den Rezeptorkomplex binden und
gespalten werden. Dadurch entsteht aktive Caspase 8, die weitere Enzyme aktivieren kann. Neben diesem
System existiert eine weitere Moglichkeit zur Induktion der Apoptose durch zytotoxische T-Lymphozyten:
Perforin ermoglicht das Eindringen von Granzyme B in die Zielzelle. Granzyme B besitzt selber Protease-

Aktivitat und kann direkt Caspasen aktivieren.
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1.3 Das Konzept der interzellularen Induktion der Apoptose

Tumorentstehung erfolgt nach heutigem Verstindnis - wie gesagt - in einem mehrstufigen ProzeB,
an dessen Anfang die normale, nicht-transformierte Zelle steht. Durch einmalige Applikation eines
Tumor-Initiators und anschlieBende mehrfache Wirkung von Tumorpromotoren kdnnen Zellen
verschiedener Herkunft stabil in den sogenannten ,transformierten Zustand* iiberfiihrt werden
(Friedwald and Rous, 1944; Boutwell 1984; Slaga et al., 1980; Fiirstenberger et al., 1981).
Transformierte Zellen besitzen charakteristische Eigenschaften (Reznikoff et al., 1973a; Shin et al.,
1975; Mondal and Heidelberger, 1976; Kahn et al., 1979; Cifone et al., 1980). Sie sind — im
Gegensatz zu nicht-transformierten Zellen — zur Koloniebildung in Weichagar und zur
Fokusbildung beféhigt, unterliegen keiner Kontakt-Inhibition, zeigen criss-cross-Wachstum und
hdufig eine typische spindelférmige Morphologie. Damit sind schon einige Kriterien des malignen
Wachstums erfiillt. Was unterscheidet transformierte Zellen dann von Tumorzellen? Der
wesentlichste Unterschied besteht wohl darin, daB transformierte Zellen auf dem Weg der malignen
Entartung erst soweit fortgeschritten sind, daf} sie (zumindest in vitro) noch der Kontrolle durch
verschiedene Anti-Tumor-Mechanismen unterliegen; die komplette Entfaltung des malignen
Potentials ist erst dann moglich, wenn sie Resistenz gegeniiber den im folgenden besprochenen
Anti-Tumor-Mechanismen erwerben (Bauer, 1995).

Schon lange ist bekannt, daB transformierte Fibroblasten in vitro einer starken
Proliferationshemmung durch benachbarte nicht-transformierte Fibroblasten unterliegen (Berwald
and Sachs, 1963; Stoker et al., 1966; Bignami et al., 1988). Dieser Effekt ist abhéngig vom direkten
Zell-Zell-Kontakt {iber gap-junctions (Mehta et al., 1986), kann aber auch durch freigesetzte Stoffe
verursacht werden (Martin et al., 1991). Zusitzlich zu diesem Effekt der reinen
Proliferationshemmung wurde in unserer Arbeitsgruppe ein System entdeckt, welches
transformierte Fibroblasten in Gegenwart nicht-transformierter Fibroblasten mittels Induktion des
programmierten Zelltodes selektiv eliminiert (Bauer, 1996, review). Beobachtet wurde dieses
Phidnomen erstmals bei dem Versuch, transformierte Fibroblasten, die bereits zum Fokus
ausgewachsen waren, zusammen mit nicht-transformierten Zellen in der Uberzahl zu kultivieren.
Zusdtzlich zu der erwarteten Proliferationshemmung trat ein selektives Absterben der
transformierten Foci ein (Bauer et al., 1991; Hofler et al., 1993). Der Effekt lieB3 sich durch Zugabe
von exogenem TGF-f dramatisch verstirken, war jedoch auch ohne diesen Zusatz zu beobachten
(basale Elimination). Dieses als ,,interzelluldre Induktion der Apoptose* bezeichnete System ist
Zellkontakt-unabhéngig (Jiirgensmeier et al., 1994a).

Die Empfindlichkeit gegeniiber der interzelluldren Induktion der Apoptose stellt eine Eigenschaft
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dar, die kausal mit dem transformierten Phénotyp verbunden ist (Beck et al., 1997), unabhingig
vom urspriinglich transformierenden Agens (Jiirgensmeier et al., 1994b; Panse et al., 1997). Von
dieser Regel existiert eine Ausnahme mit weitreichender Konsequenz fiir die Tumorentstehung
(Bauer, 1997): BPV-transformierte Fibroblasten sind resistent gegeniiber der interzelluldren
Induktion der Apoptose (Melchinger et al., 1996). Interessanterweise sind Ex-vivo-Tumorzellen
ebenfalls resistent gegeniiber der interzelluldren Induktion der Apoptose (I. Engelmann,
unpublished). Dieser Befund verdeutlicht, dal zur Tumorentstehung weitere Verdnderungen
notwendig sind, die es transformierten Zellen erlauben, der Kontrolle durch die interzelluldre
Induktion der Apoptose zu entgehen.

In den letzten Jahren wurden detaillierte Kenntnisse {iber die Funktion des Systems erarbeitet. Zur
besseren Ubersicht soll zuniichst ein stark vereinfachtes Schema dargestellt werden (Abbildung 4).
Die Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen erfolgt iiber l16sliche Faktoren. Die
transformierte Zelle produziert TGF-B,, ein hochaktives Polypeptid, das einer grolen Familie von
Zytokinen mit pluripotentem Wirkungsspektrum bei Wachstum und Entwicklung angehort
(Massagué, 1987). Es wird in einer inaktiven, latenten Form (hohes Molekulargewicht) sezerniert
und durch verschiedene Mechanismen aktiviert (z.B. pH-Schock, ROS). Latentes (HMW) TGF-f3;
besitzt die Eigenschaft, die Epstein-Barr-Virus Antigen-Synthese zu aktivieren und kann auf diese
Weise quantifiziert werden (Bauer et al., 1982a/b/c). Aktives (LMW) TGF-3; wurde als 25 kD-
Homodimer (zwei 3;-Ketten, durch Disulfidbriicken stabilisiert) charakterisiert (Massagué, 1987).
TGF-P hat in diesem System eine doppelte Wirkung. Einerseits erhélt es durch einen ,,autokrinen
Loop* den transformierten Zustand der Zielzelle aufrecht (Wehrle et al., 1994; Hackenjos et al.,
1996), andererseits dient es zur Signaliibermittlung zur nicht-transformierten Effektorzelle (Haufel
et al., 1999, review). Die Signaltransduktion erfolgt dabei iiber TGF-B-Rezeptoren (Serin-Threonin-
Kinasen) mit angekoppelten SMAD-Proteinen (Massagué, 1992/1996; Massagué et al., 1997;
Heldin et al., 1997; Whitman, 1997). Die nicht-transformierte Effektorzelle erhilt durch TGF-3 das
Signal, operational definierte AIF (Apoptose Induzierende Faktoren) zu produzieren. Dieser Schritt
ist ROS-abhingig und kann durch unspezifische Antioxidantien gehemmt werden (Schaefer et al.,
1995; Langer et al., 1996). Freigesetzte AIF sind kurzlebig und vermdgen in transformierten
Zielzellen selektiv Apoptose zu induzieren. Auch dieser Vorgang 148t sich durch (spezifische)
Antioxidantien hemmen und soll spiter niher erldutert werden. Die Ubermittlung des Signals zur
Apoptose-Induktion erfolgt tiber Lipidperoxidation der Zellmembran der Zielzelle (C. Maurus,
unpublished) und miindet damit vermutlich in den oben beschriebenen Vorgang der Apoptose-
Induktion durch ROS ein (Abbildung 2). Die Effektivitit der Apoptose-Induktion ist — wie zu
erwarten — vom Redoxzustand der Zielzelle abhingig (Zucker et al., 1997a/b).
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Abbildung 4: Stark vereinfachtes Schema der interzellularen Induktion der Apoptose

Die transformierte Zielzelle setzt das Zytokin TGF-f frei, welches einerseits Uber einen autokrinen Kreislauf
den transformierten Phanotyp aufrechterhdlt und andererseits als Signalmolekil fir die interzellulare
Induktion der Apoptose wirkt. TGF-B gibt der nicht-transformierten Effektorzelle das Signal, AIF (Apoptose
Induzierende Faktoren) freizusetzen. AlF fihren zur selektiven Apoptose der transformierten Zielzelle.

Das dargestellte stark vereinfachte Schema 148t einige Fragen offen. Insbesondere war es
interessant, die chemische Natur der AIF zu entschliisseln und zu klaren, wodurch deren Selektivitit
fiir transformierte Zellen begriindet ist. Beide Fragen konnten in letzter Zeit zufriedenstellend
beantwortet werden. Hemmstoff-Experimente zeigten, daBl es sich bei den beschriebenen
Vorgéngen um ein komplexes Zusammenspiel reaktiver Sauerstoffspezies handelt (Abbildung 5).
Die Effektorzelle setzt (nach TGF-B-Stimulation) ein Enzym mit Peroxidase-Aktivitdt (I.
Engelmann, G. Bauer, unpublished) sowie Stickstoffmonoxid (NO) frei (S. Heigold, unpublished).
Die Zielzelle leistet ihrerseits einen Beitrag zu ihrer eigenen Elimination durch Produktion von
Superoxid-Anionen (M. Herdener, unpublished). In komplexen Reaktionsschritten entstehen
schlieBlich apoptose-auslosende Hydroxyl-Radikale und Peroxynitrit. Die Spezifitit der Elimination
liegt in der Entstehung der zytotoxischen Radikale in enger rdumlicher Beziehung zur Zielzelle
begriindet und weist damit groe Ahnlichkeit zur Elimination von Bakterien durch Abwehrzellen
auf (auch hinsichtlich der beteiligten Stoffe: Saran et al., 1999; Saran et al., 1998). Tatsédchlich
konnten dhnliche Reaktionsschritte auch bei der Interaktion transformierter Fibroblasten mit
Promyelozyten nachgewiesen werden (K. Paul, unpublished); die beschriebenen Reaktionswege

konnten damit eine mehr oder weniger universelle Bedeutung haben.
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Abbildung 5: Rolle von ROS wahrend der interzellularen Induktion der Apoptose

Die TGF-B-stimulierte Effektorzelle (links, ovales Symbol) setzt NO sowie ein Enzym mit Peroxidase-Aktivitat
frei (gekoppelt an die intrazelluldre Wirkung von ROS). Die transformierte Zielzelle (dreieckiges Symbol)
produziert Superoxid-Anionen (O,"). Uber komplizierte Reaktionswege entstehen schlieRlich rdumlich nahe
an der Zielzelle hochreaktive Effektormolekiile: Hydroxyl-Radikale (OH’) und Peroxynitrit (ONOQO). Diese
bewirken Uber Lipidperoxidation eine Signaltransduktion in das Zellinnere der transformierten Zielzelle,
welche daraufhin ihr Apoptose-Programm in Gang setzt (apoptotische Zelle rechts). Die dargestellten
Reaktionswege sind vielféltig gekoppelt und durch diverse Stoffe hemmbar (nicht dargestellt).

Den entscheidenden Faktor fiir die Spezifitit der beschriebenen Reaktionen stellt die Produktion
von Superoxid-Anionen durch die transformierten Zielzellen dar. Die Superoxid-Anionen-
Produktion konnte zwar in diesem System noch nicht direkt nachgewiesen werden, verschiedene
elegante Hemmexperimente (M. Herdener, unpublished) lassen dies jedoch mehr als wahrscheinlich
erscheinen. Neuerdings lie3 sich auch zeigen, dafl einerseits ras-transformierte Zellen Superoxid-
Anionen produzieren (Irani et al., 1998) und andererseits, dal die alleinige Exprimierung eines
klonierten Superoxid-produzierenden Enzyms Zellen transformieren kann (Suh et al., 1999). Es
erscheint damit denkbar, dal die Produktion von Superoxid-Anionen kausal mit dem
transformierten Phénotyp verbunden sein konnte. Der Schliissel zur Resistenz von Ex-vivo-
Tumorzellen gegeniiber der (interzelluldren) Induktion der Apoptose liegt demnach vielleicht darin
begriindet, daB3 diese Zellen Mechanismen entwickelt haben, die mit den beschriebenen oxidativen
Vorgingen interferieren (Kong et al., 1998 (review); Wolft, 1996; Chang et al., 1997; Yanase et al.,
1999).
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1.4 Moglichkeiten und Grenzen der Monolayerkultur

Das Konzept der interzelluldren Induktion der Apoptose wurden anhand von Monolayer-Versuchen
(teilweise unter Einsatz von Trennkammern zur rdumlichen Separierung der Zellen) entwickelt. Das
Monolayer-System bietet zahlreiche Vorteile. So ist die getrennte Manipulation und Vorbehandlung
verschiedener Zellpopulationen problemlos mdglich; die Auswertung kann sehr einfach mit Hilfe
des Phasenkontrast-Mikroskopes erfolgen. Auch wdihrend der Versuche konnen Stoffe hinzugefiigt
und das Ergebnis direkt auf Einzelzell-Ebene verfolgt werden. Zusitzlich stehen im Monolayer-
System allen Zellen dieselben Wachstumsbedingungen zur Verfiigung, welche sehr genau von
auBBen kontrolliert werden kdnnen. Mit diesen Vorteilen erkauft man sich jedoch auch Nachteile.
Das Monolayer-System ist zwar einfach und elegant in der Handhabung, ist aber relativ weit von
der Situation in vivo entfernt. Rdumliche, dreidimensionale Interaktionen kdnnen nicht untersucht
werden, und besonders das groBe Medium-Volumen, das den Zellen zur Verfiigung steht, sorgt fiir
eine starke Verdiinnung freigesetzter Stoffe. Effekte, die auf der Wirkung kurzlebiger ROS oder
anderer kritischer Substanzen beruhen, finden deshalb moglicherweise nur abgeschwdcht statt.
Folglich sollte in dieser Arbeit das Konzept der interzelluldren Induktion der Apoptose in einem
System {iiberpriift werden, das der komplexen Situation in vivo ndher kommt: im dreidimensionalen

Sphéroid.

1.5 Das Sphdéroid als dreidimensionales Zellkultursystem

Dreidimensionale Zellkultursysteme werden schon seit Jahrzehnten in den unterschiedlichsten
Bereichen medizinischer und biologischer Forschung eingesetzt, da sie ein wertvolles Bindeglied
zwischen in vitro Zellsystemen (wie zum Beispiel der Monolayerkultur) und der Situation in vivo
darstellen (Mueller-Klieser, 1997, review). Bereits 1944 fiihrte Holtfreter mit Amphibienembryonen
erste Experimente zur Morphogenese in der dreidimensionalen Zellkultur durch (Holtfreter, 1944).
Spéter wurden neben Zellen embryonaler Herkunft (Moscona, 1952) auch ex vivo Tumorzellen
verwendet (Moscona, 1957) sowie die Gewebeinvasion durch Tumorzellen simuliert (Moscona,
1957; Dabrowska-Piaskowska, 1959). Heute werden bevorzugt etablierte Zellinien verwendet, da
diese eine weitgehende Standardisierung und damit Vergleichbarkeit garantieren (Mueller-Klieser,
1987; Kniichel et al., 1990).

Das Problem der Herstellung und Kultivierung dreidimensionaler Zellaggregate konnte durch die
Entwicklung zahlreicher neuer Methoden gelost werden. Prinzipiell werden Zellaggregate
hergestellt, indem entweder Zellsuspensionen adhédrent wachsender Zellen auf nicht-adhdsiven

Oberflichen (wie z.B. Agarose; Holtfreter, 1944) kultiviert und durch zusédtzliche kontinuierliche
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Bewegung (Moscona, 1961) deren Aggregation herbeigefiihrt wird, oder indem das Auswachsen
einzelner Zellen zu kleinen Zellklonen in Weichagar ausgenutzt wird (McAllister et al., 1967). In
beiden Féllen bestehen interessante Unterschiede im Verhalten maligner und nicht-maligner Zellen.
Maligne Zellen zeigen generell eine groflere Tendenz, sich zu Zellaggregaten zusammenzulagern
(Halpern et al., 1966; Rak et al., 1995); das Wachstum in Weichagar wird sogar als Kriterium fir
Malignitit eingesetzt (z.B. Bruland et al., 1985).

Die Kultivierung dreidimensionaler Zellaggregate (sogenannter Sphéroide) erfolgt in Gefalen mit
nicht-adhdsiver Oberfliche. Man unterscheidet dabei Methoden, die ruhig stehende Gefille
einsetzen und solche, bei denen die Gefédlle kontinuierlich bewegt werden (,,roller bottle*-Technik).
Da man je nach verwendeter Kulturtechnik groe Unterschiede in den Eigenschaften der Sphiroide
beobachten kann, werden Anstrengungen unternommen, auch diese Bedingungen zu standardisieren
(Acker et al., 1987; Mueller-Klieser, 1987).

Die Forschung an dreidimensionalen Zellaggregaten liefert insbesondere in den drei Bereichen
Entwicklungsbiologie (Keller, 1995), Herstellung kiinstlicher Gewebe (z.B. Gerlach, 1994) und
Tumorforschung (Kunz-Schughart et al., 1998; Mueller-Klieser, 1987/1997; Kniichel et al., 1990)
wertvolle Ergebnisse. Im folgenden soll detaillierter auf die Bedeutung dreidimensionaler
Zellkultursysteme fiir die Tumorforschung eingegangen werden. Anfanglich konzentrierten sich die
Bemiihungen darauf, an dreidimensionalen Tumormodellen systematische Studien zur Wirksamkeit
verschiedener Therapieformen (vor allem der Chemo- und Strahlentherapie) durchzufiihren
(Sutherland et al., 1970/1971; Inch et al., 1970). Davon erwartete man sich Aussagen iiber die
Wirksamkeit dieser Therapieformen in vivo (nicht zuletzt, um Tierexperimente einsparen zu
konnen). Es zeigte sich jedoch, daB die verwendeten Sphéiroidmodelle zwar hinsichtlich
Morphologie und Verhalten gegeniiber der Therapie eine gute Ubereinstimmung mit der Situation
in vivo ergaben (Sutherland et al., 1971), die verwendeten MefBmethoden aber zu ungenau waren
und nur wenige Aspekte der ablaufenden Vorginge beriicksichtigten. Mehr und mehr setzte sich die
Uberzeugung durch, daB Sphiroide keine in sich homogenen Gebilde darstellen, sondern groB3e
Variationen hinsichtlich der Zelleigenschaften innerhalb des Sphéroids bestehen kdnnen (z.B.
Freyer et al., 1986; Heppner et al., 1989). Insbesondere wurden radiale Sauerstoff- und
Nahrstoffgradienten sowie entgegengesetzte , ,Abfallstoff‘-Gradienten (z.B. Laktat) fiir die
beobachteten morphologischen und biochemischen Unterschiede verantwortlich gemacht (Carlsson
et al., 1988; Adam et al., 1990; Byrne et al., 1996). In vielen Sphiroid-Modellen kann ein
dreischichtiger, konzentrischer Aufbau aus einer ,,duleren Zone“, einer ,,Intermedidrzone™ und
einer ,,zentralen Nekrosezone* beobachtet werden (Mueller-Klieser, 1987). Diese morphologische

Struktur korreliert mit der Funktion. In der ,,dufleren Zone* finden sich vitale, proliferierende
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Zellen, in der ,Intermedidrzone® vitale, nicht-proliferierende Zellen (Go-Phase) und in der
»zentralen Nekrosezone* abgestorbene Zellen und Zelltriimmer. Diese funktionellen Unterschiede
im Sphéroid korrelieren gut mit Befunden an Tumormodellen. Es zeigt sich, dal Sphiroide
exzellente Nachbildungen der Situation in avaskuldren Mikrotumoren bzw. in schlecht versorgten
Anteilen groBerer Tumoren darstellen (Sutherland, 1988). Insbesondere die relative Resistenz
hypoxischer Tumorzellen gegeniiber verschiedenen Therapieformen konnte im Sphéroid erforscht
werden (z.B. Durand et al., 1989; Rofstad et al., 1996; Fillipovich et al., 1997; Frankel et al., 1997)
und erlaubt demnéchst vielleicht therapeutische Interventionen (Dachs et al., 1996; Brown et al.,
1998). Aufgrund der dargestellten zelluldren Heterogenitit im Sphdroid wurden in den letzten
Jahren zahlreiche neue Verfahren entwickelt, die es erlauben, gezielt einzelne Zellpopulationen zu
analysieren. In diesem Zusammenhang sei beispielsweise die selektive automatisierte Dissoziation
von Sphéroiden genannt, die es erlaubt, Zellen aus unterschiedlichen, definierten Lokalisationen
innerhalb des Sphéroids hinsichtlich ihrer Eigenschaften (Vitalitit, Metabolismus u.a.) zu
untersuchen (Freyer et al., 1988a; Kunz-Schughart et al., 1997a). Diese Methode soll als ein
Beispiel flir den Trend in der Sphéroidforschung dienen, zunehmend genauere Kenntnisse auf
Einzelzellebene (z.B. Kunz-Schughart et al., 1997b) bzw. sogar auf molekularer Ebene zu
gewinnen.

Die in dieser Arbeit verwendete Spharoidtechnik kniipft an diese Entwicklung mit dem Ziel an, die
Tumorentstehung im dreidimensionalen Zellsystem in einer friihen Phase zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurden Kokulturen (Heterosphéroide) aus transformierten und nicht-transformierten
Zellen eingesetzt, um deren Interaktion im System der interzelluldren Induktion der Apoptose zu
priifen. Um diesen Ansatz realisieren zu kdnnen, war es notig, einzelne Zellen im Sphédroid zu
verfolgen, was durch die Methode der Markierung mit phagozytierbaren Fluospheres erreicht
werden konnte (H. Deng, unpublished). Damit steht eine Methode zur Verfiigung, die es auch in
anderen dreidimensionalen Systemen erlaubt, bestimmte Zellpopulationen voneinander zu
unterscheiden und so deren Interaktionen zu studieren.

Zusammenfassend 146t sich sagen, da3 dreidimensionale Zellaggregate eine wichtige Verbindung
zwischen {ibersichtlichen Monolayer-Zellkulturversuchen und der Situation im Ilebenden
Organismus darstellen. Es lassen sich frilhe Stufen der Tumorentstehung unter gut
standardisierbaren Bedingungen untersuchen. Eine direkte Ubertragung auf die Situation in vivo
erscheint jedoch (noch) nicht moglich, da viele bekannte und unbekannte Mechanismen der
Kontrolle der Tumorentstehung im Sphéroidsystem (noch) nicht ausreichend simuliert werden
konnen. So bleibt zum Beispiel der Einflul von Hormonen, Zytokinen und der Tumorangiogenese

weitgehend unberiicksichtigt.
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1.6 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollte tiberpriift werden, inwieweit sich das in der Monolayer-Zellkultur etablierte
System der interzelluldren Induktion der Apoptose auf die dreidimensionale Zellkultur {ibertragen
1aBt und damit ein kleiner Schritt von der kiinstlichen Situation in vifro hin zum lebenden
Organismus getan werden. Insbesondere sollte die Entstehung von ,Mikrotumoren* und deren
Verhalten simuliert werden. Zugrundeliegender Gedanke war, dal moglicherweise einzelne
transformierte Zellen in einem UberschuBl von nicht-transformierten Zellen (als Simulation der
Tumorentstehung im natiirlichen Gewebe) nicht eliminiert werden konnten (zum Beispiel aufgrund
mangelnder Stimulation der nicht-transformierten Zellen durch TGF-B), grofere Gruppen
transformierter Zellen aber durchaus, wobei moglicherweise eine Grenze erreicht werden konnte, ab
der die Elimination ineffektiv wére. Deshalb sollte zunédchst das Verhalten einzelner transformierter
Zellen in einem UberschuB nicht-transformierter Zellen untersucht werden und anschlieBend ein
Verfahren entwickelt werden, das es ermoglichen sollte, unterschiedlich grof3e, genau definierte
Gruppen transformierter Zellen in diesem System zu untersuchen (Abbildung 6). Es fand ein
Zellsystem (208F/208Fsrc3) Verwendung, das sich in der Monolayer-Zellkultur als besonders
empfindlich gegeniiber der interzelluliren Induktion der Apoptose erwiesen hatte. Durch
Markierung mit phagozytierbaren Fluospheres sollten die transformierten Zellen markiert werden,
um sie spéter in (gefdarbten) Diinnschnitten der Sphédroide wieder identifizieren zu kénnen. Die
Methode zur Sphéroidherstellung und Kultivierung wurde aufbauend auf dem von F. Lerch (Lerch,

1997) und H. Deng (unpublished) etablierten Verfahren weiterentwickelt.

% 2
%

Abbildung 6: Simulation der Entstehung von “Mikrotumoren”

Von links nach rechts sind schematisch drei Ansatze dargestellt, die einzelne markierte transformierte Zellen
und zunehmend gréRere Gruppen markierter transformierter Zellen (dreieckige Symbole) in einem
Uberschuf nicht-transformierter Zellen enthalten. Durch die Variation der GréRe dieser “Mikrotumoren” sollte
die Effektivitat der interzellularen Induktion der Apoptose im Spharoidsystem geprift werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zellinien

Nicht-transformierte Zellinien

208F

Bei der nicht-transformierten Zellinie 208F handelt es sich um permanent wachsende, nicht-maligne
Rattenfibroblasten (zur Verfiigung gestellt von R. Schéfer, Charité, Berlin). Sie zeichnet sich in der
Monolayer-Kultur ~ durch  ausgeprdgte = Kontaktinhibition, eine  niedrige  spontane
Transformationsrate, Unempfindlichkeit gegeniiber der interzelluldren Induktion der Apoptose
sowie ein sehr stabiles Wachstumsverhalten aus. Sie ist nicht in der Lage, in Weichagar Kolonien

zu bilden (Quade, 1979).

C127

Dabei handelt es sich um eine nicht-transformierte, permanent wachsende Maus-Fibroblasten-
Zellinie (zur Verfiigung gestellt von L. Gissmann, German Cancer Center, Heidelberg). In der
Monolayerkultur zeigt sie ausgeprdgte Kontaktinhibition sowie Unempfindlichkeit gegeniiber der

interzelluldren Induktion der Apoptose. Die Zellinie weist keine Fokusbildung in Weichagar auf.

Transformierte Zellinien

208Fsrc3

Diese permanent wachsende Zellinie wurde durch Transfektion der Parentallinie 208F mit dem
pSV2gpt-Plasmid erzeugt. Sie erhédlt dadurch das virale Onkogen V-src, das fir die
Aufrechterhaltung des transformierten Phénotyps notwendig ist (Iten et al., 1989). Die Zellinie
wurde ebenfalls von R. Schifer, Charité, Berlin zur Verfiigung gestellt. Sie zeichnet sich in der
Monolayer-Kultur durch fehlende Kontaktinhibition, criss-cross-Wachstum, starke Proliferation
und eine hohe Reversionsrate zum normalen Phinotyp aus. Durch ihr spindelformiges Aussehen
lassen sich V-src exprimierende Zellen deutlich von Revertanten unterscheiden. Wachstum in der

Weichagar-Kultur als Zeichen des transformierten Zustandes ist moglich.
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C127M2 / C127M5

Diese permanent wachsenden Zellinien wurden durch chemische Transformation von der nicht-
transformierten Parietallinie C127 abgeleitet (Melchinger et al., 1996). Die Zellinien zeigen in der
Monolayer-Kultur typisches criss-cross-Wachstum, sind empfindlich gegeniiber der interzelluldren

Induktion der Apoptose und sind zur Koloniebildung in Weichagar fahig.

Zellen der genannten Linien wurden maximal bis Passage 50 eingesetzt. Durch Auftauen und
rekultivieren von in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden wieder neue Zellen niedriger

Passagezahl erhalten.

2.1.2 Zellkulturmedien

Medium

Fiir alle Versuche in Monolayer- und Sphéroid-Technik wurde Eagle’s Minimum Essential Medium
EMEM (im Hause hergestellt) eingesetzt. Sterilem EMEM wurden folgende Substanzen zugesetzt:
Glutamin (280 pg/ml)

Penicillin (40 U/ml)

Streptomycin (50 pg/ml)

Neomycin (10 pg/ml)

Moronal (10 U/ml)

FKS (5% bzw. 15%)

Falls nicht anders angegeben wurde 5% FKS eingesetzt. Um Kontaminationen zu verhindern wurde

fiir jede Zellinie eine getrennte Mediumflasche benutzt (Lagerung bei 4°C).

Einfriermedium

Einfriermedium dient zum Schutz der Zellen beim Einfrieren und Auftauen. Dadurch kénnen Zellen
iber lange Zeit in fliissigem Stickstoff gelagert und nach dem Auftauen rekultiviert werden. Es

besteht aus EMEM, das mit 20% FKS und 7,5% DMSO versetzt wird.

2.1.3 Stammlésungen, Puffer, Reagenzien

Fotales Kédlberserum (FKS)
FKS wird dem Zellkulturmedium als Quelle fiir Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren zugesetzt. Es

wurde zundchst von C.C. pro GmbH, Neustadt und spédter von GibcoBRL LifeTechnologies,
Eggenstein bezogen. Vor der ersten Benutzung wurde die bei -20°C gelagerte Flasche im 37°C-
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Wasserbad aufgetaut anschlieBend fiir 30 Minuten bei 56°C im Wasserbad zur Komplement-

Inaktivierung behandelt (anschlieBend Lagerung bei 4°C).

Trypsin-Versengemisch 1:4

Trypsin wird zur proteolytischen Verdauung der Interzellularsubstanz eingesetzt und erlaubt damit,
in Zellkultur-GefdBBen anhaftende Zellen von ihrer Unterlage zu 16sen und voneinander zu
separieren. Verwendung fand eine im Hause hergestellte Losung bestehend aus 0,05% Trypsin und
0,016% EDTA in PBS. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden fiir jede Zellinie getrennte

Trypsin-Flaschen verwendet (Lagerung bei 4°C).

Phosphate Buffered Saline (PBS)

PBS ist eine sterile, isotone Pufferlosung mit einem pH von 7,5 (im Hause hergestellt). Sie wurde
zum Spiilen der Sphéroid-Schnitte sowie zum Waschen von Mini-Sphéroiden eingesetzt. Die

Losung enthélt (in Aqua bidest.):

NaCl 140 mM
KCI 25 mM
MgCl 0,5 mM
CaCl, 1 mM
Na/K Phosphat 10 mM

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMSO (C,HgOS) ist ein Hydroxyl-Radikalfanger mit guter Membrangéngigkeit. Er schiitzt Zellen

wihrend des Vorgangs des Einfrierens und Auftauens vor Schiden. Die Stammlésung (Firma

Merck, Darmstadt) wurde vor Verwendung in der Zellkultur steril filtriert.

Transforming-Growth-Factor Typ B, (TGF-,)

Hier verwendetes TGF-3; wurde aus menschlichen Thrombozyten (bereitgestellt von C.-H. Heldin,
Uppsala) gereinigt (Bauer et al., 1991). Die verwendeten Aliquots der Stammldsung enthielten 50
ul der Konzentration 15 ng/ul aktives TGF-B; und wurden bei -20°C gelagert. Zum Gebrauch
wurden sie aufgetaut und durch 1:10 Verdiinnung mit Medium auf 1,5 ng/ul eingestellt. Um die in
den Versuchen verwendete Konzentration von ca. 20 ng/ml zu erreichen, wurden 500 pl der

Verdiinnung 1,5 ng/ul pro 40 ml Medium eingesetzt.
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Taurin

Die Aminosdure Taurin ist ein spezifischer HOCI-Fanger. Die Stammldsung enthielt Taurin
(C,H7NOsS, bezogen von Sigma, Deisenhofen) in einer Konzentration von 500 mM. Um die
verwendete Endkonzentration von 20 mM zu erhalten, wurde die Stammldsung 1:25 mit Medium

verdiinnt.

Fluospheres

Phagozytierbare Fluospheres sind kleine, nahezu inerte Polystyrol-Kiigelchen, die einen
Fluoreszenz-Farbstoff enthalten und somit zur Markierung von Zellen eingesetzt werden kdnnen.
Dadurch ermoglichen sie die spitere Identifikation markierter Zellen. Verwendung fanden
Fluospheres der Firma Molecular Probes, Eugene, USA, die in verschiedenen Grofen
(Durchmessern), mit verschiedenen Emissions-Wellenldngen (Fluoreszenz-Farbe) und

unterschiedlicher Beschichtung angeboten werden (Tabelle 3).

Durchmesser | Farbe /Nr. | Exzitation | Emission | Beschichtung Konzentration
0,1 pm rot / F-8801 580 nm 605 nm carboxyliert 2,7%10" p/ml
0,5 um rot / F-8812 | 580 nm 605 nm carboxyliert 2,1*¥10" p/ml
0,1 pm blau/F-8797 | 350 nm 440 nm carboxyliert 4,5%10" p/ml
1,0 um blau / F-8815 350 nm 440 nm carboxyliert 3,6¥10" p/ml

Tabelle 3: Verwendete Fluospheres
Aus dem Volumen der eingesetzten Fluosphere-Suspension 18Rt sich die Zahl der enthaltenen Fluospheres
berechnen (p/ml=particles pro ml).

Wihrend aller Versuche wurden Aliquots aus jeweils demselben Flaschchen verwendet, sodal3 die
Konzentration an Fluospheres in den Aliquots stets konstant blieb (unterschiedliche Chargen
enthalten unterschiedliche Konzentrationen an Fluospheres). Vor Verwendung wurden die Aliquots

kréftig geschiittelt, da die Fluospheres nach kurzer Zeit sedimentieren.

Agarosestammlosung - 1,25%

Agarose wird zur Beschichtung hydrophiler Zellkultur-Gefdfle eingesetzt, um Zellen bzw.
Sphéiroiden die Moglichkeit zur Anheftung zu nehmen. Die Agarose-Stammldsung wurde
hergestellt, indem 2,5 g Seaplaque, low jelling temperature Agarosepulver (Agar FMC Corporation,
USA) in 200 ml Aqua bidest. eingewogen und die Lésung anschlieBend autoklaviert wurde (115°C,
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25 Minuten). Danach wurde die Agarose-Losung offen fiir 30 Minuten unter dem UV-Licht der
sterilen Hood bestrahlt (anschlieBend Lagerung bei 4°C).

Paraformaldehvyd - 3%

Paraformaldehyd dient zur schonenden Fixierung von Gewebe und wurde hier zur Fixierung von
Sphéroiden vor deren Weiterverarbeitung verwendet. Paraformaldehyd-3% wurde von Sigma,

Deisenhofen (P-6148) bezogen und bei -20°C aufbewahrt.

Saccharose-Losung - 15%

Saccharose-Losung (15%) wird ebenfalls zur Fixierung von Sphéroid-Schnitten verwendet
(Wasserentzug). Die Saccharose-Losung wurde durch Einwiegen von 15 g Saccharose (Fa. Roth,

Karlsruhe) in 100 ml Aqua bidest. hergestellt und bei 4°C aufbewahrt.

Giemsa-Losung

Die Giemsa-Farbstofflosung (bezogen von Diagnostika Merck, Darmstadt) besteht aus der
Kombination dreier Farbstoffe (Azur, Eosin, Methylenblau). Sie wurde zum Anfdarben von
Sphéroid-Proben vor dem Einbett- und Schneidevorgang verwendet, um das Sphéroid auf der
Schnittfliche lokalisieren zu konnen. Zu diesem Zweck wurde die Stammldsung direkt vor

Verwendung 1:5 mit Aqua bidest. verdiinnt.

O.C.T Tissue-Tek-Einbettmedium

Das Einbettmedium (bezogen von Miles, USA) ist bei Raumtemperatur ein zdhfliissiges,
transparentes Gel, das bei Abkiihlung gefriert und ein weillliches Aussehen annimmt. Es besteht
aus einer Mischung verschiedener Polymere und langkettiger Alkohole. Bei einer Temperatur von -
20°C bis -25°C (Optimal Cutting Temperature) ist die gefrorene Mischung am besten fiir den

Schneidevorgang im Kryomikrotom geeignet.

Bis-Benzimidin-StammlGsung

Die Bis-Benzimidin-Farbung wurde in den meisten Versuchen zum Apoptose-Nachweis eingesetzt.
Der Farbstoff (Hoechst 33258) farbt die DNA der Zellen an und erlaubt so die Beurteilung des
Chromatins (Chen, 1977; Elstein et al., 1994). Zur Anfertigung der Stammldsung wurden 0,1
mg/ml Farbstoff (Hoechst 33258) in saurem Kaliumacetat-Puffer (90 mM Essigsdure, 100 mM
Kaliumacetat in Methanol) gelost. Von der Stammldsung wurden Aliquots hergestellt und bei -20°C

aufbewahrt. Vor Verwendung wurde der Farbstoff aufgetaut (lichtgeschiitzt) und 1:100 mit
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Methanol (Firma Roth, Karlsruhe) verdiinnt (entspricht 1 pug/ml Hoechst 33258).

Mcllvanes-Ldsung

Mcllvane’s-Losung dient zum Einbetten Bis-Benzimidin gefarbter Sphéroidschnitte unter
Deckgldser. Dadurch werden die Schnitte konserviert; es ist sogar moglich, diese bei -20°C
einzufrieren und Monate spdter wieder zu betrachten. Die Losung wurde folgendermallen
hergestellt: Man wiegt 0,66 g Kaliumhydrogenphosphat (Merck 4873) und 0,95 g Zitronenséure
(Sigma C-0759) in 100 ml Aqua bidest. ein und mischt gut. AnschlieBend wird der pH mittels
Phosphorsédure bzw. KOH auf 5,5 eingestellt. Nach erfolgter pH-Einstellung wird Glycerin (Merck,
Darmstadt) im Verhéltnis 1:1 dazugegeben.

TUNEL-Reagenz
Mittels der TUNEL-Reaktion konnen DNA-Strangbriiche als typisches Merkmal apoptotischer

Zellen spezifisch angefdarbt werden. Dabei wird der enzymatische Einbau Fluorescein-markierten
dUTPs zur Anfiarbung der Strangbriiche genutzt (Gorcyca et al., 1993). Hier wurde ein kommerziell
erhéltlicher Kit der Firma Boehringer, Mannheim verwendet (Lagerung bei —20°C). Zur Herstellung
der Gebrauchslosung wurden 100 pl der Substrat-Losung fiir die Negativkontrolle abpipettiert und
der Rest zur Enzym-Losung hinzugefiigt.

Rinderserum-Albumin (BSA) - 1%

BSA (Calbiochem, Bad Soden) wurde eingesetzt, um unspezifische Bindungsstellen bei der

TUNEL-Reaktion abzuséttigen (Lagerung der Losung bei -20°C).

Elvanol-Losung

Elvanol-Losung verzdgert das Ausbleichen der Fluorescein-Markierung bei der TUNEL-Farbung
und konserviert die Sphéroid-Schnitte. Es wird dabei (anstatt Mcllvaine’s-Losung) zum Einbetten
der Sphéaroid-Schnitte unter Deckgldser verwendet. Die Fluoreszenz hilt trotz der Elvanol-Losung
nur wenige Minuten an; deshalb wurde spiter ein verbessertes Anti-Bleichmittel (siche unten)
verwendet. Herstellung: 5 g Elvanol (Serva, Heidelberg) werden in 80 ml PBS gelost und
anschlieBend 40 ml Glycerin (Merck, Darmstadt) hinzugefiigt. Die Losung wird autoklaviert und

bei Raumtemperatur gelagert.

Anti-Bleichmittel fiir TUNEL-Farbung (Brandner)

Das Anti-Bleichmittel (Brandner) zeigt verbesserte Eigenschaften gegeniiber Elvanol-Losung und
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erlaubt die Betrachtung TUNEL-gefdrbter Schnitte im Fluoreszenzlicht iiber lingere Zeit. Der
Zusatzstoff DTT wirkt dabei als Radikalfianger. Herstellung: Man wiegt 1,92 ¢ DTT (Dithiothreitol,
Sigma, Deisenhofen) und 1 g Elvanol (Serva, Heidelberg) in 25 ml 0,5 M TRIS-Puffer (pH 8,2) ein
und fiigt anschlieBend 10 ml Glycerin (Merck, Darmstadt) hinzu. Die Mischung wird 1 Stunde bei
70°C im Wasserbad erhitzt und durchmischt, bis die Bestandteile in Losung gegangen sind

(Lagerung bei Raumtemperatur).

TESPA
TESPA (3-Aminopropyltriethoxysilan, C;H,3NO3Si, Sigma, Deisenhofen) dient zur Beschichtung
von gereinigten Objekttrigern und gewéhrleistet eine feste Haftung der Sphéaroid-Schnitte, sodaf3

diese mehrfach gewaschen und gefirbt werden konnen.

PNIPA Am-Stammlosung (0,5%)

Das Polymer PNIPAAm (Poly-N-Isopropylacrylsdureamid) stellt den Prototyp eines
thermoresponsiven Kunststoffes dar. Das Polymer ist bei 37°C wasserunloslich (sichtbar durch
weissliche Triibung der Losung) und geht bei Unterschreitung der LCST (Lower Critical Solution
Temperature, ca. 30°C) in den wasserldslichen Zustand iiber (sichtbar durch Aufklaren der Losung
bis zur vollstindigen Transparenz). Das Polymer ist - im Gegensatz zum Monomer - nicht
zytotoxisch  (Takezawa et al.,, 1990). Das Monomer N-Isopropylacrylsdureamid
(H,C=CHCONHCH(CH3;);) wurde von Sigma-Aldrich, Deisenhofen bezogen (Nr. 41,532-4) und
freundlicherweise von Dr. R. Hanselmann, Institut fiir Makromolekulare Chemie, Universitit
Freiburg polymerisiert, gereinigt und charakterisiert (Protokoll entsprechend Takezawa et al.,
1990). Die gaschromatographische Analyse des Polymerisates ergab einen hohen Reinheitsgrad mit
sehr niedrigem Gehalt an Monomeren. Probeweise Bestrahlung mit UV-Licht {iber 24 Stunden
fiihrte zu keinem messbaren Zerfall des Polymers. Die 0,5%ige PNIPAAm-Stammldsung wurde
durch einwiegen von 500 mg PNIPAAm in 100 ml Aqua bidest. bei 4°C hergestellt, anschlieBend
steril filtriert (0,45 pm-Filter) und bei 4°C gelagert.

Kollagen-Typ-1-Stammldsung (0,5%)

Kollagen-Typ-1 wird in Kombination (1:1 Mischung) mit PNIPAAm zur Beschichtung von
ZellkulturgefdBBen verwendet. Das Kollagen ermoglicht den Zellen dabei iiberhaupt erst das
Anwachsen auf der Beschichtung im hydrophoben Zustand bei 37°C. Verwendung fand
sdurelosliches Typ-1-Kollagen aus Kiélberhaut (Sigma, Deisenhofen, C 9791). Die 0,5%ige
Stammlosung wurde folgendermallen hergestellt: 50 mg Kollagen-Typ-1 wurden in 10 ml 0,1 M
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CH3;COOH (Riedel-de-Haen, Seelze; 600 mg CH3;COOH, rein in 100 ml Aqua bidest.) bei
Raumtemperatur gelost. Die Losung wurde mit 1 ml Chloroform (Merck, Darmstadt) unterschichtet
und {iber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Dann wurde vorsichtig der Uberstand abgenommen und in
einem sterilen Gefa3 bei 4°C aufbewahrt. Die Losung kann nicht steril filtriert oder autoklaviert
werden. Eine Sterilisation durch UV-Licht ist denkbar, wurde aber nicht durchgefiihrt (Gefahr der

Zersetzung des Kollagens).

2.1.4 Gerate

Zihlkammer

Zur Bestimmung von Zellzahlen wurde eine Fuchs-Rosenthal-Zéhlkammer (Firma Brand,
Wertheim/Main) verwendet. Ein Zdhlquadrat (bestehend aus 4 mal 4 Kleinstquadraten) hat eine
Fliche von 1 mm? und damit (bei einer Zihlkammer-Tiefe von 0,2 mm) ein Volumen von 0,2 mm”.
Um die Zellzahl pro ml zu berechnen, muf3 der gefundene Wert (Mittelwert mehrerer Zdhlquadrate)
mit dem Faktor 5000 multipliziert werden.

Zentrifugen

Verwendet wurden Zentrifugen der Firma Heraeus, Hanau zur Bestimmung von Zellzahlen
(Heraeus Megafuge 1.0R, Tragringrotor 3360) und zur Voraggregation von Zellen bei der
Herstellung von Sphéroiden (,,Eppendorf-Zentrifuge*; Heraeus Biofuge 15, Rotor 3743).

Brutschrinke, Brutraum

Die Brutschrinke arbeiteten mit 37°C, 5% CO, und wasserdampf-gesittigter Atmosphire. Der
Brutraum erzeugte ebenfalls konstant 37°C, der Raumluft wurden jedoch weder Wasserdampf noch
CO, zugesetzt. Deshalb war es notwendig eine feuchte Kammer zur Durchfiihrung von Zellkultur-

Versuchen zu verwenden.

Rollmaschine

Die Rollmaschine ist eine Spezialanfertigung der Feinmechanischen Werkstatt (im Hause). Sie
ermdglicht eine kontinuierliche, langsame Rotation von Sphédroid-Ansédtzen um die horizontale
Achse im Brutschrank (sieche Abbildung 7). Durch die kontinuierliche Bewegung wird den Zellen
die Adhédsion an der Oberflache der Eppendorf-Rohrchen erschwert und sie somit gezwungen, sich
zu Zellhaufen zusammenzulagern. Der Motor der Rollmaschine wurde mit 4,2 V betrieben

(Umdrehungszahl der Sphiroid-Ansétze ca. 4 rpm).
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Abbildung 7: Rollmaschine
A: zeigt schematisch den Aufbau und die Wirkungsweise der Rollmaschine. Die Spharoid-Ansatze sind in
Eppendorf-Gefaflen enthalten, die durch Schaumstoff-Einsatze in den beiden grof3en Rollen fixiert sind. Die
mittlere kleine Rolle wird durch einen Niederspannungs-Elektromotor angetrieben, sodal3 die ganze
Apparatur im feuchten Klima des Brutschrankes benutzt werden kann.
B: verdeutlicht die Malte der Apparatur.

Kryomikrotom

Ultradiinne Gefrierschnitte wurden mit einem Cryostat MTE der Firma SLEE-Technik GmbH,

Mainz hergestellt. Die Kammer-Temperatur lag zwischen -20°C und -25°C.

Mikroskope, Fluoreszenzfilter, Kameras, Filme

Fiir die Fluoreszenzlicht-Mikroskopie wurde ein Leitz DMRB-Mikroskop der Firma Leica, Wetzlar

eingesetzt. Dabei wurden folgende Filtersitze verwendet (Tabelle 4):

Nr. | Bezeichnung | Exzitation Teiler Sperrfilter Eignung

1 A 340-380 nm | 400 nm 425 nm Bis-Benzimidin-Féarbung,
Fluospheres (blau>>rot)

2 N2.1 515-560 nm | 580 nm 590 nm Fluospheres (rot>>blau)

3 I3 450-490 nm | 510 nm 515 nm TUNEL-Férbung,

(Immunfluoreszenz)

4 D 355-425 nm | 455 nm 470 nm Bis-Benzimidin-Féarbung,

Fluospheres (blau>rot)

Tabelle 4: Filtersatze zur Fluoreszenz-Mikroskopie und deren Einsatzbereich (Eignung)
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Von den zur Verfiigung stehenden Objektiven wurde die 10, 20 und 40fache Vergroferung (ohne
Olimmersion) benutzt. Mit dem 10er Okular ergab sich also eine GesamtvergroBerung von 100
(Ubersicht), 200 (mittlere VergroBerung) und 400 (starke VergroBerung). Der Strahlengang kann
auf eine montierte automatische Kamera der Firma Leica, Wetzlar umgeleitet und zur
fotografischen Dokumentation benutzt werden. Dabei wurden Diafilme mit 1600 ASA (Fujichrome

Provia Professional, RSP 135, Fuji) verwendet.

Zur Beurteilung der Monolayer-Kulturen und der Kulturen in Kunststoff-Technik wurde ein
invertiertes Phasenkontrast-Mikroskop Leitz Labovert FS der Firma Leica, Wetzlar eingesetzt.
Benutzt wurden Objektive mit 2,5facher, 10 und 25facher VergroBerung mit jeweils
entsprechendem Phasenkontrast-Filter. Mit dem 10er Okular ergab sich eine Gesamtvergroflerung
von 25 (Ubersicht), 100 (mittlere VergroBerung) und 250 (starke VergrdBerung). Zur
Dokumentation wurde die montierte automatische Kamera der Firma Leica und Diafilme mit 200

ASA (Agfa) benutzt.

2.1.5 Plastikmaterial

Zellkulturgefille
Zur Zellkultur wurden Plastik-Zellkulturflaschen (75(:rn2 und 175 sz; »kleine® bzw. ,.groBe*

Flasche), einzelne 35mm-Zellkultur-Schalen und 35mm-6-Loch-Gefde der Firma Greiner,

Frickenhausen sowie 9,8mm-48-Loch-Gefialle der Firma Costar, Corning, USA verwendet.

Zentrifugen-Gefille

Verwendet wurden 50 ml Zentrifugen-Rohrchen der Firma Falcon (Becton Dickinson, Franklin

Lakes, USA) und 2 ml Eppendorf-Rohrchen (Firma Eppendorf, Hamburg).

Cryotubes (NUNC)

Zum Einfrieren von Zellen und fixierten Sphéroiden wurden kéltestabile Einfrierréhrchen mit

SchraubverschluB3, bezogen von NUNC Intermed (Danemark), verwendet.

2.1.6 Verschiedenes

Agarose-beschichtete Zellkulturgefille

Um Sphéroide in der statischen Costar-Technik zu kultivieren, miissen die verwendeten
hydrophilen 35mm-6-Loch-Zellkulturgefa3e mit einer Agarose-Schicht iiberzogen werden, die den

Sphéroiden nicht erlaubt, sich am Boden des Gefdlles anzuheften. Dazu wird die Agarose-Losung



26 Materialien und Methoden

(1,25%) auf 70-80°C erhitzt und gleichzeitig Medium im 37°C Wasserbad erwdrmt. Agarose-
Losung und Medium werden dann unter sterilen Bedingungen in einem 50 ml Falcon-Réhrchen 1:1
gemischt und in einem Wasserbad (70-80°C) weiterhin warmgestellt. Die Locher eines 6-Loch-
Gefidfles werden mit jeweils 1 ml dieser Losung beschichtet. Die beschichteten Gefdfle miissen
anschlieBend mindestens 45 Minuten ruhig stehend abkiihlen, bevor sie verwendet werden. Sie

konnen bei 4°C auch tiber ldngere Zeit gelagert werden.

Gereinigte und beschichtete Objekttriager

Um storende Partikel von den Objekttrigern zu entfernen und die Haftung der Sphéroid-Schnitte zu
verbessern, werden die Glas-Objekttriger (Firma Langenbrinck, Emmendingen) gereinigt und
beschichtet. Dazu sind mehrere Arbeitsschritte notwendig. Die zu behandelnden Objekttrager
werden zunéchst in Glas-Halterungen fixiert, dann werden mehrere Farbewannen vorbereitet. Eine
Féarbewanne enthilt 200 ml 0,1 M HCI (Merck, Darmstadt), eine weitere 200 ml Leitungswasser
und eine dritte 200 ml Aqua dest. Die Halterung mit den Objekttrigern wird fiir 20 Minuten in die
Wanne mit HCI eingetaucht, anschlieBend zweimal in der Wanne mit Leitungswasser und zweimal
in der Wanne mit Aqua dest. geschwenkt. Darauthin werden die Objekttrager iiber Nacht
getrocknet. Am nidchsten Tag werden erneut drei Fiarbewannen vorbereitet. Eine Farbewanne
enthdlt 2% TESPA in Aceton (4 ml TESPA in 200 ml Aceton), eine weitere enthilt 200 ml Aceton
(Firma Roth, Karlsruhe) und eine dritte 200 ml Aqua dest. Die getrockneten Objekttrager werden 20
Sekunden in der 2%igen TESPA-Losung geschwenkt, anschlielend zweimal kurz in Aceton

getaucht und dann zweimal kurz in Aqua dest. geschwenkt (Trocknung iiber Nacht).

Pipetten mit abgeschnittener Spitze

Plastik-Pipetten mit abgeschnittenen Spitzen wurden zum Transfer von Sphéroiden beim
Mediumwechsel und bei der Fixierung verwendet. Dazu wurde eine Schere kurz iiber der
Brennerflamme der sterilen Hood erhitzt und damit die Spitze der bereits aufgesetzten, sterilen

Plastik-Pipettenspitze wie gewiinscht abgeschnitten.
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2.2 Methoden

2.2.1 Monolayer-Zellkulturtechnik

Monolayer-Kultur, Trypsinieren, Splitten

Fibroblasten wachsen in herkdmmlichen Plastik-Zellkulturgefalen als einschichtiger Zellrasen
(Monolayer). Verwendet wurden Plastik-Zellkulturflaschen mit 75 cm® bzw. 175 cm? Bodenfliche
(,,kleine* bzw. ,,grofe* Flasche). Die kleinen Flaschen enthielten 20 ml Medium, die groflen
Flaschen 40 ml. Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C mit einem
CO,-Gehalt der wasserdampf-geséttigten Atmosphédre von 5% gehalten (bei leicht gedffnetem
SchraubverschluB3 der Zellkulturflaschen). Die verwendeten Medien und Zusidtze wurden steril
gehandhabt und vor Verwendung in der Zellkultur im Wasserbad auf 37°C erwédrmt und
durchmischt. Zwei bis dreimal pro Woche (je nach Zellart) ist es notig, die Zellzahl in den
konfluent gewachsenen Zellkulturen zu reduzieren und gleichzeitig das Medium zu erneuern.
Dieser Vorgang wird als ,,Splitten* bezeichnet. Vor dem eigentlichen ,,Splitten* miissen die Zellen
trypsiniert werden.

Trypsinieren: Dazu wird zunichst das alte Medium aus den Flaschen entfernt und dann der
Zellrasen mit 5 ml (kleine Flasche) bzw. 10 ml (groe Flasche) Trypsin zweimal gespiilt. Dieses
Trypsin wird wieder abgenommen. Dann werden 3 ml bzw. 5 ml Trypsin hinzugefiigt, verteilt und
die Flaschen fiir ca. 2 Minuten im Brutschrank warmgestellt. Nach dieser Zeit kénnen die Zellen
durch einen ,,Handkantenschlag™ an die Flasche abgelost und durch Schwenken separiert werden.
Sodann wird ziigig Medium hinzugefiigt, um die proteolytische Wirkung des Trypsins zu
unterbrechen (2 ml bei den kleinen, 5 ml bei den groBen Flaschen). Gleichzeitig wird die
Zellsuspension mehrfach mit der Pipette resuspendiert und ,,ausgespritzt*, um die Zellen weiter zu
separieren.

Splitten: Von der erhaltenen Zellsupension verbleiben 0,5 ml bzw. 1 ml in der Flasche, soda3 die
Zellzahl auf 1/10 reduziert wird (1:10 splitten). Andere Verhiltnisse werden entsprechend erzeugt.
Anschliefend wird frisches Medium (20 ml bzw. 40 ml) hinzugefiigt. Die iibrigen Zellen kdnnen

fur Versuche oder zur Weiterzucht verwendet werden.

Bestimmung und Einstellung von Zellzahlen

Um Versuchsbedingungen exakt zu definieren, ist es notig, Zellzahlen genau bestimmen und
definieren zu konnen (z.B. Zellzahl zum Aufbau eines Sphéroids). Zu diesem Zweck werden frisch

trypsinierte Zellen (siehe oben) in 10 bis 20 ml Medium in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
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suspendiert und fiir 7 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge). Sofort danach wird
der Medium-Uberstand vorsichtig abgenommen und das zuriickbleibende ,,Pellet in Medium
resuspendiert. Von dieser Zellsuspension werden 20 pl entnommen und in die Z&hlkammer
eingebracht. Dort werden 3-5 verschiedene Zahlquadrate ausgezdhlt und der Mittelwert dieser
Zahlungen gebildet. Daraus 148t sich die Zellzahl pro ml Medium berechnen (Multiplikation mit
dem Faktor 5000). Durch Multiplikation mit dem eingesetzten Medium-Volumen 146t sich die
Gesamt-Zellzahl berechnen; dividiert man diesen Wert anschlieBend durch die gewiinschte Zellzahl
(z.B. 400.000 Zellen/ml), so erhdlt man direkt das hinzuzufiigende Medium-Volumen. Nach
Hinzufiigen dieses Volumens und guter Durchmischung wird die Zellzahl zur Kontrolle erneut

bestimmt und bei Bedarf korrigiert.

Einfrieren und Auftauen

Einfrieren: Die Zellen einer semikonfluent bewachsenen kleinen Flasche werden trypsiniert, in 10
ml Medium fiir 7 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert (Heraecus Megafuge) und das gewonnene
,Pellet anschliefend in 1 ml Einfriermedium resuspendiert. Diese Suspension wird ziigig in
NUNC-Einfrierrdhrchen verteilt, in mehrere Lagen Zellstoff eingewickelt und im -80°C-Schrank
eingefroren. Nach ca. 4 Tagen konnen die Rohrchen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und dort tiber
Monate bis Jahre gelagert werden.

Auftauen: Die gefrorene Zellsuspension im NUNC-Rohrchen wird schonend aufgetaut, in 10 ml
Medium gelost und fiir 7 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge) um das DMSO
zu entfernen. Das ,,Pellet® wird in 20 ml Medium resuspendiert und in einer kleinen Flasche

weitergeziichtet.

2.2.2 Markierung von Zellen mit Fluospheres

Markierung

Die Markierung von Zellen mit phagozytierbaren Fluospheres stellt einen - im Vergleich zu anderen
Markierungsmethoden - relativ einfachen und unkomplizierten Vorgang dar. Nach kréiftigem
Schiitteln des Eppendorf-Rohrchens, das ein Aliquot der gewiinschten Fluospheres enthilt,
entnimmt man die gewiinschte Menge (z.B. 100 pl) und tropft die Fluosphere-Suspension
vorsichtig in das Medium einer senkrecht stehenden Zellkulturflasche. Sofort danach wird das
Medium durchmischt. Es erwies sich als giinstig, die Markierung moglichst spit nach Anwachsen
der Zellen durchzufiihren (semikonfluente Zellkultur), da bestimmte Fluospheres (0,5 um und 1,0
pm Durchmesser) besonders schnell sedimentieren und dann das Anwachsen der Zellen behindern.

Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop 146t sich der Phagozytose-Vorgang beobachten (weitere
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Details zur Markierungstechnik siehe 3.1.3).

Kontrolle der Markierung

Zur Beurteilung des Erfolges der Markierung hat sich die Kontrolle in der Zdahlkammer unter dem
Fluoreszenzmikroskop bewédhrt. Dazu wird nach dem Trypsinieren, Zentrifugieren und
Resuspendieren der Zellen eine kleine Probe entnommen, in die Zdhlkammer eingebracht und unter
dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet (Beispiel siche Abbildung 13 E, F). Gegeniiber der direkten
Betrachtung der Zellkulturflasche unter einem (invertierten) Fluoreszenzmikroskop bietet die
Methode mehrere Vorteile: Zum einen kann eine Schiadigung der fiir Versuchszwecke verwendeten
Zellen (durch UV-Licht) ausgeschlossen werden, zum anderen stéren nicht-phagozytierte

Fluospheres nicht bei der Beobachtung.

2.2.3 Spharoidtechnik

Die Herstellung von Sphiroiden unterscheidet sich je nach ,,Bauplan®. Einige prinzipielle

Vorgehensweisen dhneln sich jedoch stets; diese sind exemplarisch in Abbildung 8 dargestellt.
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Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4 &
Schritt 6

Schritt 5

Abbildung 8: Spharoidtechnik
Man erkennt folgende grundlegende Schritte:

1.

S0k whN

Kultivierung (evtl. Markierung) der zu verwendenden Zellen im Monolayer; Trypsinieren

Einstellen der gewiinschten Zellzahl (ggf. Herstellung einer Mischung)

Verteilung der hergestellten, definierten Zellsuspension in kleine Gefalde (Eppendorf)

Voraggregation (milde Zentrifugation und Ruheperiode)

Rollperiode: Rotation der GefaRe um die horizontale Achse

Spharoidkultur (hier: “statische Costar-Kultur”), Probengewinnung und Weiterverarbeitung (ggf.
Herstellung eines Mantels)

Diese Schritte kénnen je nach gewlinschter Bauart variiert und kombiniert werden. Die Grafik wurde
freundlicherweise von A. Schmidtmann zur Verfliigung gestellt.

2.2.3.1 Herstellung von Sphéroiden nach ,Bauplan*

Reinkultur-Sphéiroide ohne Mantel - Bauplan [

Dies ist der einfachste denkbare Bauplan (sieche Abbildung 9). Folgende Schritte werden ausgefiihrt:

1.

Kultivierung (evtl. Markierung) der zu verwendenden Zellen im Monolayer (je nach
gewiinschter Sphdroid-Anzahl und Grofle mehrere groBe Zellkultur-Flaschen; Richtwert: 10
Sphéroide mit 800.000 Zellen pro konfluenter grofer Zellkultur-Flasche); bei Markierung der
Zellen zweimaliges Waschen mit jeweils 20 ml Medium; Trypsinieren

Einstellen der gewiinschten Zellzahl (zum Beispiel 800.000 Zellen/ml)

. Verteilung der hergestellten, definierten Zellsuspension in kleine GefdBle (1 ml pro Eppendorf-

Rohrchen)
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4. Voraggregation (Zentrifugation 2 Minuten bei 800 rpm, Eppendorf-Zentrifuge; 4-stiindige

Ruheperiode im Brutschrank; Zentrifugation 2 Minuten bei 800 rpm, Eppendorf-Zentrifuge)

5. Rollperiode: Rotation um die horizontale Achse; Rollmaschine im Brutschrank; > 8 Stunden)

6. Spharoidkultur, Probengewinnung und Weiterverarbeitung

Kokultur-Sphéroide (bzw. Reinkultur-Sphiroide mit Markierung einzelner Zellen) ohne Mantel -

Bauplan II

Diese Bauart wird verwendet, um die Interaktion verschiedener Zellpopulationen im Sphéroid-

System zu priifen (siche Abbildung 9). Folgende Schritte werden ausgefiihrt:

1.

Kultivierung (evtl. Markierung) der zu verwendenden Zellen im Monolayer (je nach
gewiinschter Sphiroid-Anzahl und GréBe mehrere groBe Flaschen der Zellen im Uberschuss;
kleine Flasche der Zellen in der Minderheit); bei Markierung der Zellen zweimaliges Waschen

mit jeweils 20 ml Medium; Trypsinieren

. Einstellen der gewiinschten Zellzahlen und Herstellung der Mischung: zum Beispiel werden 10

ml der Zellen im Uberschuss (780.000 Zellen/ml) mit 360 pl der Zellen in der Minderheit
(555.000 Zellen/ml) gemischt. Dadurch sind in der entstehenden Mischung (ca. 10 ml)
schlieBlich ca. 10mlI*780.000 Zellen/ml=7.800.000 der Zellen im Uberschuss und ca.
0,360mlI*555.000 Zellen/ml=199.800 der Zellen in der Minderheit enthalten. Dies entspricht
etwa einer Gesamt-Zellzahl von 800.000 Zellen/ml und einem Verhéltnis von 40:1. Um den
Fehler moglichst gering zu halten und eine homogene Verteilung zu erreichen, werden die Zellen
in der Minderheit in einem kleinen Medium-Volumen aufgenommen, in die Suspension der
Zellen im Uberschuss eingebracht und die entstandene Suspension mehrmals durchmischt. Die
Zellzahl sowie das Verhéltnis werden mittels der Zdhlkammer unter dem Fluoreszenzmikroskop

kontrolliert.

. Verteilung der hergestellten, definierten Zellsuspension in kleine GefdBle (1 ml pro Eppendorf-

Rohrchen)

. Voraggregation (Zentrifugation 2 Minuten bei 800 rpm, Eppendorf-Zentrifuge; 4-stiindige

Ruheperiode im Brutschrank; Zentrifugation 2 Minuten bei 800 rpm, Eppendorf-Zentrifuge)

. Rollperiode: Rotation um die horizontale Achse; Rollmaschine im Brutschrank; > 8 Stunden)

. Sphéroidkultur, Probengewinnung und Weiterverarbeitung
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Sphiroide mit Mantel - Bauplan 11

In der oben dargestellten Art und Weise hergestellte Reinkultur bzw. Kokultur-Sphéroid-,,Kerne*
(Bauplan I bzw. Bauplan II) konnen mit einem ,,Mantel“ versehen werden (siche Abbildung 9).
Dadurch soll entweder - bei Kokultur-Sphéroiden - die allseitige Umhiillung der Zellen im ,,Kern*
durch Zellen im Uberschuss gewihrleistet werden, oder - bei Reinkultur-Sphéroiden - ein Mantel
bestehend aus einer anderen Zellart (oder derselben) angebracht werden, um deren Interaktion an
der Grenzfliche Mantel-Kern zu untersuchen. Dazu wird grundsétzlich dhnlich vorgegangen, wie
oben beschrieben; die ,,Anleitungen* unterscheiden sich bis Punkt 5 nicht. Nach der Rollperiode
werden die entstandenen Sphéroide jedoch zusitzlichen Schritten unterworfen:

6. Waschen (zweimal 20 ml Medium; falls Zellen markiert) und trypsinieren der gewiinschten
Zellart und einstellen der gewiinschten Zellzahl fiir den Mantel (zum Beispiel 400.000
Zellen/ml)

7. Verteilung der hergestellten, definierten Mantel-Zellsuspension in kleine Gefdfe (1 ml pro
Eppendorf-Rohrchen)

8. Transfer der Sphiroid-Kerne in die Eppendorf-Geféafle (mit jeweils 1 ml Mantel-Zellsuspension
gefiillt) mittels abgeschnittener Pipettenspitze

9. Zweite Rollperiode: Rotation um die horizontale Achse; Rollmaschine im Brutschrank; 4
Stunden)

10. Sphiroidkultur, Probengewinnung und Weiterverarbeitung

Sphiroide mit Mantel in zeitlichem Abstand - Bauplan IV

Diese Bauart stellt eine Variation der vorher genannten Manteltechnik dar. Der Unterschied besteht

darin, dafl der Mantel nicht sofort nach Aufbau der ,,Kerne* angebracht wird, sondern mit zeitlicher

Verzogerung (siche Abbildung 9). Dieser zeitliche Abstand kann genutzt werden, um den ,,Kern*

mit Fluospheres ,,nachzufiarben“ und um die Entstehung einer Apoptosezone (siche 3.5) zu

provozieren. Die ,,Anleitungen® gleichen sich wiederum bis Punkt 5 (Rollperiode); danach werden
zusitzliche Schritte eingefiihrt:

6. Sphiroidkultur (z.B. iiber zwei Tage); ,,Nachfarbung™ durch Einbringen von Fluospheres in das
Sphéroidkultur-Getial3; Probengewinnung und Weiterverarbeitung

7. Waschen der ,,nachgefarbten* Sphéroid-Kerne (3 ml Medium)

8. Waschen (zweimal 20 ml Medium; falls Zellen markiert) und trypsinieren der gewiinschten
Zellart und einstellen der gewiinschten Zellzahl fiir den Mantel (zum Beispiel 400.000
Zellen/ml)

9. Verteilung der hergestellten, definierten Mantel-Zellsuspension in kleine Gefdfe (1 ml pro
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12.
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Eppendorf-Réhrchen)

Transfer der (,,nachgefirbten”) Sphdroid-Kerne in die Eppendorf-Gefdflie (mit jeweils 1 ml
Mantel-Zellsuspension gefiillt) mittels abgeschnittener Pipettenspitze

Voraggregation (Zentrifugation 2 Minuten bei 800 rpm, Eppendorf-Zentrifuge; 4-stiindige
Ruheperiode im Brutschrank; Zentrifugation 2 Minuten bei 800 rpm, Eppendorf-Zentrifuge)
Zweite Rollperiode: Rotation um die horizontale Achse; Rollmaschine im Brutschrank; >8
Stunden)

Sphéroidkultur, Probengewinnung und Weiterverarbeitung

Sphéroide mit Zwischenschicht und Mantel - Bauplan V

Durch die Herstellung einer ,,Zwischenschicht™ (siche Abbildung 9) soll die Interaktionsfliche

zweier verschiedener Zellsorten vergrofSert werden und dabei - durch Markierung mit Fluospheres -

eine Aussage iiber das Verhalten der Zellen an den Grenzflichen ermoglicht werden. Auflerdem soll

es moglich sein, die Breite der Zwischenschicht zu variieren. Bis Schritt 5 (Rollperiode) gleicht die

»Anleitung wiederum den Vorgenannten; danach werden zusétzliche Schritte eingefiihrt:

6.

10.

11.

12.

13.

14.

Waschen (zweimal 20 ml Medium; falls Zellen markiert) und trypsinieren der gewiinschten
Zellart und einstellen der gewlinschten Zellzahl fiir die Zwischenschicht (zum Beispiel 100.000
Zellen/ml)

Verteilung der hergestellten, definierten Zwischenschicht-Zellsuspension in kleine Gefdfie (1
ml pro Eppendorf-Réhrchen)

Transfer der Sphéroid-Kerne in die Eppendorf-Gefile (mit jeweils 1 ml Zwischenschicht-
Zellsuspension gefiillt) mittels abgeschnittener Pipettenspitze

Zweite Rollperiode: Rotation um die horizontale Achse; Rollmaschine im Brutschrank; 1
Stunde bzw. 2 Stunden zur Herstellung unterschiedlicher Zwischenschicht-Breiten)

Waschen (zweimal 20 ml Medium; falls Zellen markiert) und trypsinieren der gewiinschten
Zellart und einstellen der gewiinschten Zellzahl fiir den Mantel (zum Beispiel 400.000
Zellen/ml)

Verteilung der hergestellten, definierten Mantel-Zellsuspension in kleine Gefdfle (1 ml pro
Eppendorf-Roéhrchen)

Transfer der Sphéroid-Kerne mit Zwischenschicht in die Eppendorf-Gefifle (mit jeweils 1 ml
Mantel-Zellsuspension gefiillt) mittels abgeschnittener Pipettenspitze

Dritte Rollperiode: Rotation um die horizontale Achse; Rollmaschine im Brutschrank; 4
Stunden)

Sphéroidkultur, Probengewinnung und Weiterverarbeitung
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Bauplan | Bauplan Il Bauplan Il
Bauplan IV Bauplan V

O @

Abbildung 9: Verwendete “Baupldane” zur Spharoidherstellung (schematisch)

Bauplan I: Das Spharoid besteht lediglich aus einer Zellpopulation (Reinkultur); diese kann entweder
markiert sein oder nicht.

Bauplan II: Das Spharoid besteht aus zwei Zellpopulationen (Kokultur) in einem bestimmten
Mischungsverhaltnis (z.B. 1:40); hier sind beispielsweise einzelne (markierte) transformierte Zellen
(dreieckige Symbole) in einem Uberschul® nicht-transformierter Zellen dargestellt. Als Variation dieser
Technik kdnnen einzelne Zellen derselben Zellpopulation markiert und verfolgt werden (Reinkultur).

Bauplan lll: In Kern-Mantel-Technik hergestellt Spharoide kdnnen ein und dieselbe Zellpopulation in Kern-
und Mantel (Reinkultur) oder zwei unterschiedliche Zellpopulationen enthalten (Kokultur). Es ist auch
mdglich, Kern- und Mantelzellen unterschiedlich anzufarben. Dargestellt ist eine Kombination aus Bauplan |
und Il (Kokultur im Kern, Reinkultur im Mantel).

Bauplan IV: Als Variation von Bauplan Il kann der Mantel nicht unmittelbar nach Aufbau des Kerns,
sondern nach einer gewissen Zeit (z.B. nach 2 Tagen) angebracht werden. Diese Zeit kann genutzt werden,
um den Kern nachzuférben (dargestellt ist ein Reinkultur-Spharoid).

Bauplan V: Spharoide mit Zwischenschicht erhalten gewissermalfien einen “doppelten Mantel”. Alle drei
Schichten kdénnen unterschiedliche Zellpopulationen enthalten, die sich zur Identifizierung unterschiedlich
anfarben lassen. Theoretisch sind beliebige Breiten der Zwischenschicht denkbar. Dargestellt ist eine
Zwischenschicht, die (markierte) transformierte Zellen enthalt (dreieckige Symbole).

2.2.3.2 Sphéroidkultur-Techniken

Nach Herstellung der Sphéroide nach ,,Bauplan® miissen diese weiter kultiviert werden. Dazu

wurden zwel Methoden verwendet:

Eppendorf-Rotationskultur

Das Sphéroid wird im gleichen Gefdl}, in dem es entstanden ist, weiterkultiviert (Eppendorf-
Rohrchen). Die Eppendorf-Réhrchen, die jeweils 1 Spharoid in 1 ml Medium enthalten, werden
dabei in kontinuierlicher, horizontaler Rotation auf der Rollmaschine (im Brutschrank) gehalten.
Das Medium wird téglich gewechselt, indem das alte Medium vorsichtig abgenommen und neues

Medium (1 ml) zugesetzt wird.
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Statische Costar-Kultur

Das Sphéroid wird nach seiner Entstehung mittels Pipette mit abgeschnittener Spitze in ein anderes
GefaB tiberfiihrt (35mm-6-Loch-Gefdll mit Agarose Beschichtung). Die 6-Loch-Gefalle, die jeweils
1 Sphéroid pro Loch in 3 ml Medium enthalten, werden stehend im Brutschrank aufbewahrt. Das
Medium wird tiglich gewechselt, indem das alte Medium vorsichtig abgenommen und neues

Medium (3 ml) zugesetzt wird.

2.2.3.3 Probengewinnung und Weiterverarbeitung

Entnahme von Sphiroiden - Definition der Entnahmezeitpunkte

Sphéroide werden zum gewiinschten Entnahme-Zeitpunkt mittels Pipette mit abgeschnittener Spitze
entnommen. Der Zeitpunkt 0 Tage bezeichnet dabei den frithestmdglichen Entnahmezeitpunkt, das
heilt direkt nach komplettem Aufbau der Sphiroide (je nach Bauplan). Spitere Entnahme-
Zeitpunkte beziehen sich dabei auf den 0. Tag (Tag 2 bedeutet z.B., daB das Sphéroid ca. 48

Stunden nach dem Tag 0-Sphéroid entnommen wird).

Fixierung

Entnommene Sphéroide werden mittels abgeschnittener Pipettenspitze in ein neues Eppendorf-
Rohrchen umgesetzt, in das 100 pl Paraformaldehyd (3%) vorgelegt werden. Dabei ist darauf zu
achten, daB3 moglichst wenig Medium mit eingebracht wird. Dort werden die Sphéroide bei 4°C
iiber Nacht belassen. Am nichsten Tag wird das Paraformaldehyd mdoglichst vollstédndig entfernt,
und durch 100 ul Saccharose (15%) ersetzt. Dort verbleiben die Sphéroide wiederum iiber Nacht
bei 4°C.

Einbetten

Giemsa-Losung (1:5 mit Aqua dest. verdiinnt) wird in einem separaten Eppendorf-Rohrchen
vorbereitet. Von dieser Losung werden 5 pl in jedes Eppendorf-Réhrchen mit Sphédroid in
Saccharose (siche oben) gegeben und gut durchmischt. Nach ca. 5 Minuten hat das Sphéroid die
blaue Farbe angenommen. Wahrenddessen fiillt man ca. 1-2 ml Einbettmedium (Tissue-Tek) in
Einfrierrohrchen (NUNC) und wartet, bis etwaige Luftblasen entwichen sind. Gleichzeitig stellt
man fliissigen Stickstoff bereit. Wenn diese Vorbereitungen getroffen sind, tiberfiihrt man die
Giemsa-gefarbten Sphiroide mittels abgeschnittener Pipettenspitze in das Einbettmedium im
Einfrierréhrchen. Dabei achtet man darauf, dal moglichst wenig Giemsa-Losung und Saccharose

mitgefiihrt werden. Das Sphéroid wird in die Mitte des Einbettmediums entlassen, Luftblasen und
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Farblosung abgesaugt, das Einfrierrohrchen zugeschraubt und das eingebettete Sphéroid ziigig fiir
ca. 30 Sekunden in den fliissigen Stickstoff eingetaucht. Das Einbettmedium gefriert und wird weil3.
Die gefrorenen Proben konnen sofort verarbeitet (geschnitten) werden, konnen aber auch tiiber

Monate bei -20°C gelagert werden.

Schneiden

Eingebettete, gefrorene Sphéroide konnen mit dem Kryomikrotom ultradiinn geschnitten werden.
Dazu wirmt man das FEinfrierr6hrchen mit der Hand leicht an und entnimmt den weillen
Einbettmedium-Zylinder mit einer Pinzette (leichtes Drehen). Diesen Zylinder setzt man - mit
einem Tropfen Einbettmedium (Tissue Tek) - auf eine kalte Kryomikrotom-Halterung (-25°C) auf
und stellt diese dann in die Kithlkammer des Gerétes, bis das Einbettmedium gefroren ist. Sodann
kann man die Halterung einspannen und Schnitte anfertigen. Verwendet wird zunéchst eine
Schnittdicke von 25 um, bis der maximale Durchmesser des Sphiroids sichtbar ist (blaue Giemsa-
Farbe). Dann wird auf 6 um umgestellt. Diese Schnittdicke gewihrleistet, daB3 stets nur eine Zellage
angeschnitten wird (keine Uberlagerung). Die diinnen Schnitte werden auf gereinigte, beschichtete
Objekttrager aufgezogen. Nach jedem erfolgreichen Schnitt werden mindestens 2-3 Leerschnitte
durchgefiihrt, um die néchste Zellage anzuschneiden. Pro Objekttrager werden 10-40 Schnitte
aufgezogen; diese dann ca. 2-24 Stunden luftgetrocknet.

2.2.3.4 Farbemethoden

Bis-Benzimidin-Fiarbung

Objekttrager mit getrockneten Sphéroid-Schnitten (bzw. nach der TUNEL-Farbung) werden
zweimal in einer Farbewanne mit PBS geschwenkt und anschlieend leicht getrocknet (stehend).
Gleichzeitig wird die Bis-Benzimidin-Stammldsung 1:100 mit Methanol (Firma Roth, Karlsruhe)
verdliinnt und in einem lichtgeschiitzten Gefdl (Falcon mit Alufolie umwickelt) aufbewahrt
(Handschuhe tragen). Die leicht getrockneten Objekttriger werden in eine Glasschale gelegt und
jeweils 1 ml der verdiinnten Bis-Benzimidin-Féarbelosung auf jedem Objekttriger gleichméfig
verteilt. Die Glasschale wird verschlossen und lichtgeschiitzt fiir 15 Minuten stehen gelassen. Nach
15 Minuten tragt man erneut jeweils 1 ml der verdiinnten Bis-Benzimidin-Farbelosung auf und 146t
diese wiederum 15 Minuten einwirken (verschlossen und lichtgeschiitzt). Nach insgesamt 30
Minuten entnimmt man die Objekttriger, schwenkt sie zweimal in einer Farbewanne mit Aqua
bidest. und 148t sie trocknen (stehend). Dann legt man sie auf eine ebene Unterlage, trdgt einen
Tropfen Mcllvaine’s Losung auf und deckelt sie mit einem Deckglas ein (Fixierung des Deckglases

mit Klebefilm hat sich als glinstig erwiesen). Man achtet darauf, da keine Luftblasen unter dem
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Deckglas eingeschlossen werden.

TUNEL-Firbung + Bis-Benzimidin-Fiarbung

Die TUNEL-Farbung muf} zeitlich vor der Bis-Benzimidin-Farbung ausgefiihrt werden.

Objekttrager mit getrockneten Sphédroid-Schnitten werden zweimal in einer Farbewanne mit PBS
geschwenkt und leicht getrocknet (stehend). AnschlieBend werden die Objekttrager mit BSA (1%)
iiberschichtet und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert; darauthin werden sie wiederum
zweimal mit PBS gewaschen und getrocknet. In der Zwischenzeit setzt man das TUNEL-Reagenz
an und trigt es dann tropfenformig (sparsamst) auf die Sphéroid-Schnitte auf (inkl.
Negativkontrolle). Die Objekttriger werden fiir 60 Minuten im Brutschrank inkubiert und
anschlielend Bis-Benzimidin-gefarbt (siche oben). Sie werden dann jedoch nicht mit Mc Ilvaine’s
Losung eingebettet, sondern mit Elvanol-Losung bzw. dem verbesserten Anti-Bleichmittel

(Brandner). Anleitung nach C. Henke.

Eingebettete Spharoid-Schnitte konnen iiber Tage bei 4°C und iiber Monate bei -20°C aufbewahrt
werden. Fixierung der Deckgldser mit Klebefilm verhindert ein Verrutschen der Deckglédser
(Zerstorung der Schnitte).

2.2.3.5 Auswertung und fotografische Dokumentation

Apoptotische Zellen - Bis-Benzimidin-Fiarbung

Zellen wurden in der Bis-Benzimidin-Féarbung als apoptotisch gewertet, wenn ihr Chromatin
eindeutig als kondensiert und fragmentiert einzustufen war. Beispiele dazu sind in Abbildung 10 A-C
dargestellt. Man erkennt jeweils einen oder mehrere apoptotische Zellkerne, umgeben von nicht-
apoptotischen Zellkernen (sieche Pfeil und Beschriftung). War ein Zellkern nicht eindeutig zu

klassifizieren, blieb er unberiicksichtigt.

Zahl- und MeBtechniken

Die Auszéhlung apoptotischer Zellen erfolgte meist an mehreren Schnitten zweier Sphéroid-Proben
des jeweiligen Zeitpunktes (Ausnahmen sind angegeben). Innerhalb des jeweiligen Schnittes wurde
madanderformig vorgegangen, sodaB3 (zusitzlich zur erwéhnten Durchfiihrung von ,,Leerschnitten®,
sieche 2.2.3.3) gewdhrleistet war, dafl identische Zellen nicht mehrfach beurteilt wurden. Insgesamt
wurden pro MeBzeitpunkt stets mindestens 200 Zellen beurteilt und anschlieend der Prozentsatz
apoptotischer Zellen berechnet. Markierte Zellen wurden nur beurteilt, wenn ihre Markierung
(subjektiv) eindeutig war; Zweifelsfille blieben unberiicksichtigt. Beispiele dazu sind in Abbildung

10 D-F dargestellt. Mit Pfeil markiert sind eindeutig zuzuordnende apoptotische Kerne und ein
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apoptotischer Kern, dessen Markierung keine sichere Zuordnung erlaubt. Messungen der Breite der
Mantel- bzw. Apoptosezone erfolgten durch Auszdhlung der an einem bestimmten Radius in der
jeweiligen Zone sichtbaren Zellkerne. Waren in der Apoptosezone keine Zellkerne beurteilbar
(Leerrdume), so wurde deren Breite im Vergleich zur jeweiligen Mantelzone abgeschitzt (Beispiel

zur MeBtechnik siche Abbildung 31 A-B).

Abbildung 10: Differenzierung apoptotischer / nicht-apoptotischer Kerne und Markierung

A-C: Gezeigt wird die Differenzierung zwischen apoptotischen und nicht-apoptotischen Kernen in der Bis-
Benzimidin-Farbung. Kerne wurden als apoptotisch klassifiziert, wenn ihr Chromatin kondensiert und
fragmentiert erschien (Beispiele gekennzeichnet mit a=apoptotisch und n=nicht-apoptotisch).

D-E: Falls eine nach Markierung getrennte Auswertung erfolgen sollte, wurden nur solche Kerne
berlcksichtigt, die (subjektiv) eindeutig markiert waren (Beispiele gekennzeichnet mit Pfeil und Buchstabe
a=apoptotisch und n=nicht-apoptotisch). F: zeigt eine apoptotische Zelle, die wegen ihrer schwachen
Markierung nicht eindeutig als markiert zu klassifizieren ist.

(A-F: starke VergroRerung, zweifache AussschnittsvergréRerung; A-C und E-F: Filter 4; D: Filter 1; Alle
Schnitte Bis-Benzimidin gefarbt)

Fotografische Dokumentation

Zur fotografischen Dokumentation wurden die automatischen Kameras der Mikroskope verwendet.
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Die automatisch berechneten Belichtungszeiten waren meist geeignet; in einigen Fillen mufite die
Belichtungszeit aber manuell eingestellt werden. Dies war dann der Fall, wenn die zu
fotografierenden Objekte sehr lichtschwach waren und keine Belichtungszeit berechnet werden
konnte, oder wenn einzelne, lichtstarke Zonen auf dunklem Hintergrund vorhanden waren. Im
ersten Fall wurden giinstige Belichtungszeiten (im Minutenbereich) durch Probieren ermittelt; im
zweiten Fall wurde die halbe berechnete Belichtungszeit gewéhlt, um die Bilder nicht

uberzubelichten.

2.2.4 Kunststofftechnik

Die Kunststofftechnik wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit entwickelt. Details zur
zugrundeliegenden ,,Idee” und zur Problematik sind im Ergebnisteil (3.6) dargestellt. Die unten
genannte Anleitung stellt das Ergebnis einer Versuchsreihe zur Optimierung der Methodik dar

(Versuch 27).

Beschichtung der Zellkultur-Gefilie

Verwendet werden einzelne 35mm (9,6 cm?) Plastik-ZellkulturgefiBe (hydrophil, Greiner). Zur
Beschichtung werden jeweils 1 ml PNIPAAm-Losung (0,5%) und 1 ml Kollagen-Typ-1-Losung
(0,5%) bei 4°C in einem spitzen Reagenzglas gemischt (entsprechend 5 mg PNIPAAm und 5 mg
Kollagen-Typ-1 pro 35mm-Gefil}). Diese Polymer-Kollagen-Mischung (2 ml) wird gleichméBig
auf dem Boden des Gefidlles verteilt. Dabei achtet man darauf, daf} keine Luftblasen enthalten sind.
Mit einigen Tropfen verbleibender Mischung wird die LCST gepriift: Bei Erwidrmung auf 37°C soll
die Losung triib werden und bei Abkiihlung unter ca. 30°C wieder aufklaren. Die beschichteten
Gefille werden 18 Stunden offen unter der sterilen Hood (20°C) getrocknet und anschlieBend
(abgedeckt) in den Brutraum (37°C, keine feuchte Kammer) iiberfithrt. Dort werden die
beschichteten Gefdlle dreimal mit jeweils 3 ml Medium (37°C) gewaschen und anschliefend
getrocknet (2 Stunden bei 37°C, keine feuchte Kammer). Die beschichteten Gefdlle konnen dann

verwendet oder bei 4°C aufbewahrt werden.

Tropfentechnik

Die zu verwendenden Zellen werden in iiblicher Art und Weise im Monolayer vermehrt (ggf.
markiert), gewaschen (zweimal 20 ml Medium, falls Zellen markiert), trypsiniert und die
erforderliche Zellzahl eingestellt. Bewéhrt haben sich Tropfen mit 7 pul Volumen. Soll der zu
erzeugende Zellrasen also beispielsweise ca. 5000 Zellen enthalten, so benotigt man ca. 714.000

Zellen/ml (entsprechend ca. 5000 Zellen pro 7 pl). Nach sehr guter Durchmischung der
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Zellsuspension sollte das Auftragen der Tropfen ziigig erfolgen (um die Bildung kleiner
Zellaggregate und Sedimentation der Zellen zu verhindern). Zum Auftragen der Tropfen verwendet
man eine 10 pl Pipette (weille Spitze); alle folgenden Schritte miissen selbstverstdndlich bei 37°C
im Brutraum erfolgen. Man entnimmt 7 pl Zellsuspension und tropft diese (ohne den Stempel der
Pipette loszulassen) auf den Boden des GefdBes. Dabei wird die Pipettenspitze nicht aufgesetzt;
man nutzt vielmehr die Adhisionskrifte zwischen Tropfen und Boden des Gefélles aus. Pro 35mm-
Gefal werden maximal 4 Tropfen aufgetragen. AnschlieBend erhalten die Zellen Zeit zum
Anwachsen (2 Stunden im Brutraum bei 37°C, feuchte Kammer) und werden dann mit 2,2 ml
Medium tiiberschichtet (vorsichtig). Die Ansétze verbleiben im Brutraum (feuchte Kammer), um die
Ausbildung von Zelladhdsionsmolekiilen und Interzellularsubstanz zu gestatten (z.B. flir 48

Stunden).

Der AblOsevorgang

Nach erfolgter Synthese von Interzellularsubstanz und Adhésionsmolekiilen kann versucht werden,
die entstandenen kreisformigen Zellrasen abzul6sen. Dazu ist es lediglich notwendig, das
ZellkulturgefaB in Umgebungstemperatur (ca. 20°C) zu iiberfiihren und abzuwarten. Nach ca. 15-30
Minuten beginnen die Zellrasen spontan, sich abzuldsen. Durch leichtes ,,Schnipsen* an den Rand

des GeféaBes 148t sich der Vorgang beschleunigen.

Transfer der Mini-Sphéroide

Sobald die Zellrasen komplett abgeldst sind (Beobachtung unter dem invertierten Phasenkontrast-
Mikroskop) kann man diese mittels Pipette mit abgeschnittener Spitze in ein anderes, hydrophobes
Gefall mit Medium (oder PBS) transferieren. Dazu saugt man die Zellrasen unter mikroskopischer

Sicht vorsichtig an und entldft sie (ohne den Stempel der Pipette loszulassen) im neuen Gefal.

Weiterverwendung

Die weiteren Schritte wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt. Die transferierten
Zellrasen sollten durch kontinuierliche Bewegung (z.B. Riitteltisch) zur Faltung angeregt (Tendenz
dazu auch ohne kontinuierliche Bewegung erkennbar) und dann, nachdem sie annédhernd Kugelform
angenommen hitten, in eine Zellsuspension zur Sphéroid-Herstellung nach der iiblichen Technik

(siche oben) eingebracht werden.
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3 Ergebnisse
3.1 Optimierung der Spharoidtechnik

3.1.1 Erhohung der Ausbeute an brauchbaren Spharoiden durch Zentrifugation

In mehreren Vorversuchen stellte sich heraus, da3 die Ausbeute an brauchbaren Sphéroiden nach
der konventionellen Sphiroidtechnik (ohne 2 mal 2-miniitige Zentrifugation bei 800 rpm zur
Voraggregation) fiir Experimente in groem MalBstab (mit mehreren parallelen Ansétzen) zu gering
war. ,,Brauchbar‘ bedeutet in diesem Zusammenhang, dafl das Sphiroid nach der ca. 8-stiindigen
Rollperiode kompakt (d.h. nicht fragmentiert) und mittels Pipette mit abgeschnittener Spitze
transferierbar sein sollte. Fragmentierte Sphiroide sind unbrauchbar, weil die Zellzahl des
jeweiligen Fragments unkontrollierbar geworden ist.

Zur Verdeutlichung dieser Problematik sei ein typischer Versuch genannt (Versuch 1). Es sollten
gemischte Sphéroide (Kokultur, Bauplan II+III) aus 208F- und 208Fsrc3-Zellen hergestellt werden
(ohne Voraggregation). Nach der ca. 8-stiindigen Rollperiode zur Herstellung der Sphéroid-Kerne
zeigte sich, dal 8 der 8 angesetzten Sphiroid-Kerne fragmentiert und damit zunichst unbrauchbar
waren.

Angesichts dieser geringen Ausbeute wire es bei kiinftigen Versuchen nétig gewesen, entweder
eine enorme Zahl von Sphéroid-Ansdtzen mit entsprechendem Material- und Arbeitsaufwand
herzustellen, oder aber stattdessen zu versuchen, die Ausbeute an brauchbaren Sphiroiden zu
steigern. Dies fiihrte zu der Uberlegung, in Zukunft die Ausbeute an brauchbaren Sphiroiden durch
eine ,,Voraggregation® der Zellen zu erhohen, da die Entstehung eines dreidimensionalen
Zellgebildes in der Rotationskultur vom zufallsgesteuerten Zusammentreffen frei flottierender
Zellen abhingt. Probeweises Zentrifugieren der 8 fragmentierten Sphéroid-Kerne bei 800 rpm fiir 2
Minuten in der Eppendorf-Zentrifuge und anschlieBendes Ruhenlassen ergab tatsdchlich 8 frei
flottierende, scheibenformige Gebilde, die zur Ummantelung weiterverwendet werden konnten.

Auf diese Beobachtung aufbauend sollte in Versuch 2 die Voraggregation durch Zentrifugation
genauer untersucht werden. Folglich wurden gemischte Sphéroide (Kokultur, Bauplan II+III)
hergestellt, wobei zwei Ansédtze in verschiedener Weise behandelt wurden:

A: (5 Stiick) keine Zentrifugation - 4-stiindige Ruheperiode > keine Zentrifugation

B: (5 Stiick) 2 Minuten bei 800 rpm > 4-stiindige Ruheperiode = 2 Minuten bei 800 rpm
Direkt nach den Zentrifugationsschritten (B-Ansétze) sah man mit bloBem Auge eine feine, triibe

Schicht an der Wand des Eppendorf-Roéhrchens, die spontan begann, sich von der Wand abzuldsen
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und zusammenzurollen. Nach der ca. 8-stiindigen Rollperiode waren alle A-Ansitze ,,unbrauchbar*
(da fragmentiert); sie wurden zur histologischen Aufarbeitung aber trotzdem weiterverwendet
(Ausbeute 0%). Von den 5 B-Ansétzen war lediglich einer unbrauchbar (Ausbeute 80%). Neben
dem Aspekt dieser deutlich hoheren Ausbeute war es interessant zu kldren, ob zwischen
zentrifugierten und nicht-zentrifugierten Ansédtzen Unterschiede hinsichtlich Morphologie und
Zellvitalitdt bestehen. Dazu wurden Schnittpriparate hergestellt und untersucht. Abbildung 11 zeigt
die zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 2 und 6) entnommenen Sphéroide der zwei Ansitze (nach
Ummantelung) im Vergleich. Es fillt auf, dal das A-Sphéroid an Tag 0 (Abbildung 11 A-B) deutlich
weniger kompakt und strukturiert erscheint als sein Gegenstiick aus Ansatz B (Abbildung 11 C-D),
welches bereits den typischen dreischichtigen Aufbau (siehe 3.2) zeigt. AuBBerdem sind zu diesem
Zeitpunkt diffus verteilte apoptotische Zellen in Ansatz A zu erkennen (Abbildung 11 A-B),
wohingegen in Ansatz B die Ausbildung einer sogenannten Apoptosezone (siche 3.5) auffillt
(Abbildung 11 C-D). Die Unterschiede der beiden Ansétze relativieren sich zu spéteren Zeitpunkten
hin; morphologisch ist dann keine Unterscheidung mehr mdglich (Tag 2 bzw. Tag 6; Abbildung 11
E-F bzw. G-H).

Zusammenfassung: Die zusitzliche Zentrifugation erhoht die Ausbeute an brauchbaren

Sphéroiden von nahezu 0% auf 80%-100%. Am giinstigsten scheint eine 2-miniitige Zentrifugation
bei 800 rpm in der Eppendorf-Zentrifuge vor und nach der 4-stiindigen Ruheperiode zu sein.
Morphologisch unterscheiden sich die gewonnenen, zentrifugierten Sphiroide zu Anfang
makroskopisch durch ihre grofere Kompaktheit und Stabilitdt sowie mikroskopisch durch ihre
bereits frilh bestehende Strukturierung von den nicht-zentrifugierten Sphiroiden. Diese
Unterschiede relativieren sich jedoch zu spéteren Zeitpunkten hin; eine Unterscheidung ist dann

morphologisch nicht mehr moglich.
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Abbildung 11: Morphologie zentrifugierter und nicht-zentrifugierter Spharoide

Versuch 2 (V5): Gemischte Spharoide (Kokultur, Bauplan II+lll) aus 208F, Passage 10 und 208Fsrc3*,
Passage 24 (*= markiert mit 100 pl 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im Verhaltnis 40:1; Kern
mit insgesamt 800.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 10. Eppendorf-Rotationskultur, Bis-
Benzimidin-Farbung.

A-B: Ansatz A (nicht-zentrifugiert), Tag 0; C-D: Ansatz B (zentrifugiert), Tag 0; E-F: Ansatz A/B, Tag 2; G-H:
Ansatz A/B, Tag 6.

A: Ubersicht, Filter 1; B: starke VergroRerung, Filter 1; C: Ubersicht, Filter 1; D: starke VergroRerung, Filter
1; E: Ubersicht, Filter 1; F: Ubersicht, Filter 1; G: Ubersicht, Filter 4; H: Ubersicht, Filter 4.
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3.1.2 Variation der initialen Spharoidgrofie durch Veranderung der Zellzahl

Durch die hier verwendete Sphiroidtechnik ist es moglich, die eingesetzte Zellzahl, und damit den
initialen Sphéaroiddurchmesser, reproduzierbar zu variieren und zu kontrollieren (sofern der Grofteil
der eingesetzten vitalen Zellen reproduzierbar in das Sphéroid eingebaut wird, siehe 3.1.2.1). Aus
Griinden der Vergleichbarkeit wurde bei den meisten Versuchen eine Ausgangs-Zellzahl von
800.000 Zellen gewihlt. Die entstehenden Sphiroide waren geniigend groB, um ohne
mikroskopische Hilfe gehandhabt zu werden und wiesen keine zentrale Nekrosezone als Zeichen
von extremen Mangelbedingungen auf (auch nicht bei Erhdhung der Ausgangs-Zellzahl auf
1.200.000 Zellen; siehe 3.2). Messungen des tatsdchlichen Sphéroiddurchmessers wurden -
angesichts der Moglichkeit, die Ausgangs-Zellzahl mit deutlich hoherer Genauigkeit zu bestimmen
- nicht durchgefiihrt. Trotzdem lassen sich einige Aussagen machen. Die entstandenen Sphéroide
hatten etwa einen geschétzten initialen Durchmesser von 0,5 mm bei einer Zellzahl von 800.000
Zellen. Hohere Zellzahlen ergaben initial deutlich grof3ere Sphéroide (geschitzt 0,75 mm bei einer
Zellzahl von 1.200.000).

Alle Sphiroide, die nicht-transformierte 208F-Zellen im UberschuB3 oder ausschlieBlich enthielten,
zeigten eine deutliche Abnahme des Durchmessers innerhalb von Tagen (Durchmesser geschétzt
0,2 mm an Tag 6), wohingegen Sphiroide, die mehrheitlich transformierte 208Fsrc3 enthielten,
einen konstanten Durchmesser beibehielten (geschitzt 0,5 mm an Tag 6), jedoch weniger Tendenz

zeigten, sich zur Kugelform hin zu entwickeln und deutlich weniger stabil waren.

3.1.2.1 Kritische Betrachtung: eingesetzte Zellzahl und Zellzahl im Sphé&roid

Die Annahme, die eingesetzte Zellzahl entspriche der (initialen) Zellzahl im Sphiroid gilt
strenggenommen nur, wenn alle eingesetzten vitalen Zellen tatséchlich in das Sphiroid eingebaut
werden. In der Realitdt mufl man jedoch davon ausgehen, daf3 ein Teil der eingesetzten Zellen nicht
in das Sphéroid inkorporiert wird, sondern weiterhin im Medium der Rollkultur schwimmt bzw. an
der Oberfliche des GefdBes anhaftet. Wie kann man die GroBe dieser drei Fraktionen
ndherungsweise bestimmen?

Die Zellzahl im Sphéroid 148t sich mit einfachen Methoden nicht mit hinreichender Genauigkeit
ermitteln; deshalb liegt es nahe, die verbleibende Zellzahl im Medium der Rollkultur zu bestimmen,
um eine Vorstellung davon zu bekommen, wieviele Zellen tatsdchlich in das Sphéroid eingebaut
werden. Dies wurde in folgendem Versuch (Versuch 3) durchgefiihrt. Gleichzeitig wurde
untersucht, ob eventuell Unterschiede zwischen zentrifugierten und nicht-zentrifugierten
Sphéroiden hinsichtlich der verbleibenden Zellzahl im Medium bestehen. Das Ergebnis ist in
Tabelle 5 dargestellt:
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Ansatz / Zeitounkt direkt nach Herstellung | direkt nach Herstellung Tag 1
nsatz 7 £ertpun der Kerne (Tag 0) der Mintel (Tag 0)
nicht zentrifugiert 125.000 Zellen/ml 100.000 Zellen/ml 50.000 Zellen/ml
zentrifugiert 25.000 Zellen/ml 100.000 Zellen/ml 50.000 Zellen/ml

Tabelle 5: Zellzahl im Medium der Sphéroide zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Versuch 3 (V5): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan II+1ll) aus 208F, Passage 10 und
208Fsrc3*, Passage 24 (*= markiert mit 100 pl 0,5 pm Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im Verhaltnis
40:1; Kern mit insgesamt 800.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 10. Die Anséatze wurden
entweder zentrifugiert oder nicht. Eppendorf-Rotationskultur. Das Medium mehrerer gleichartiger Ansatze
wurde gemischt und so ein Mittelwert bestimmt.

Zusammenfassung: Durch die Feststellung der Zellzahl im Medium 1468t sich abschétzen, wieviele

der eingesetzten Zellen tatsdchlich in das Sphéroid eingebaut wurden. Ein nicht unerheblicher Teil
der eingesetzten Zellen (bisweilen mehr als 10%) wird nicht in das Sphéroid aufgenommen, wobei
frith nach Aufbau der Sphiroide ein Unterschied zwischen zentrifugierten und nicht-zentrifugierten
Ansitzen besteht. Eventuell an der Oberfliche des Kunststoff-GefaBBes (Eppendorf) anhaftende

Zellen blieben unberiicksichtigt.

3.1.3 Markierung von Einzelzellen durch Fluospheres

Um transformierte Fibroblasten im Sphiroid-Schnitt verfolgen zu konnen, ist es ndtig, diese
dauerhaft zu markieren, da es andernfalls unmoglich ist, sie morphologisch von nicht-
transformierten Fibroblasten zu unterscheiden (Lerch, 1997). H. Deng (unpublished) hatte zu
diesem Zweck die Methode der Markierung mit phagozytierbaren Fluospheres eingefiihrt. Diese
Methode erlaubt es, Zellen auf einfache Art und Weise anzufiarben, indem ihnen im Medium der
Monolayerkultur ~ suspendierte  Polystyrol-Kiigelchen  angeboten = werden, die einen
Fluoreszenzfarbstoff enthalten. Nach einer bestimmten Zeitdauer haben die Zellen geniigend
Fluospheres phagozytiert, um spiter im Sphéiroid-Schnitt deutlich als markiert zu erscheinen. Diese
elegante Methode muBite zur Verfolgung von Einzelzellen im Sphiroid-Schnitt hinsichtlich der Art
der verwendeten Fluospheres, der Menge und der Markierungszeit angepalit werden, um optimale
Markierungen zu erhalten. Fiir die Verfolgung einzelner Zellen im Sphéroid-Schnitt erwies sich die
Farbung mit ca. 100-150 pl 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium (entsprechend ca. 1,1*10°-
1,6¥10° particles/ml) fiir 24 Stunden als geeignet. Zur Veranschaulichung soll Versuch 4 genannt
werden. Abbildung 12 A-B zeigt einen in beschriebener Weise behandelten Ansatz. Man erkennt
deutlich einzelne markierte, transformierte Zellen. Die Zuordnung Kern zu Zytoplasma ist

problemlos moglich. Viel groBere oder viel kleinere Fluosphere-Mengen ergaben entweder zu
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starke Féarbungen, die es erschwerten, die Kerne der Zellen zu beurteilen, oder zu schwache
Férbungen, die eine Zuordnung von Einzelzellen nicht erlaubten.

Von den zur Verfiigung stehenden Fluospheres waren diejenigen mit 0,5 um (rot) und 0,1 pm
(blau) am geeignetsten. Kleinere (0,1 pm, rot) waren kaum sichtbar, grofere (1,0 um, blau)
machten Verwechslungen mit Kernfragmenten moglich (nicht gezeigt). Beispielhaft soll Versuch 5
genannt werden. Bei Verwendung des normalerweise fiir die Bis-Benzimidin-Férbung geeigneten
Filters (1 bzw. 4) war keine Markierung zu erkennen. Bei Verwendung von Filter 2 (mit Durchlass-
Maximum im Bereich der Wellenldnge der roten Fluospheres) zeigte sich jedoch, daB3 sehr wohl
eine Markierung vorhanden war. Abbildung 12 C-D illustriert diese Situation. Selbst in der stirksten
VergroBerung ist die Markierung mit Filter 1 nicht zu erkennen (Abbildung 12 C); mit Filter 2
jedoch gut sichtbar (Abbildung 12 D). Auffallend sind dabei die ,,freien* Fluospheres (siehe 3.1.3.1).
Die roten Fluospheres waren generell besser als die Blauen zur Verfolgung von Einzelzellen
geeignet, da sie mehr Kontrast zur Bis-Benzimidin-Férbung boten.

Die Fiarbezeit war ein relativ unkritischer Parameter. Nach 8-24 Stunden war stets eine gute

Féarbung gegeben; lingere Fiarbezeiten schadeten jedoch nicht.

Zusammenfassung: Fiir die Verfolgung einzelner Zellen im Sphédroid-Schnitt erwies sich die

Farbung mit 100-150 pl 0,5 pum Fluospheres rot in 20 ml Medium (entsprechend ca. 1,1%10°-
1,6%10° particles/ml) fiir 24 Stunden als geeignet.
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Abbildung 12: Markierung mit Fluospheres

A-B: Versuch 4 (V3): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan II+lIl) aus 208F, Passage 50
und 208Fsrc3*, Passage 42 (*= markiert mit 120 ul 0,5 pm Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im
Verhaltnis 20:1; Kern mit insgesamt 400.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 50. Zentrifugation,
Eppendorf-Rotationskultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A: Tag 1, Ubersicht, Filter 1; B: Tag 1, starke
VergrolRerung, Filter 1.

C-D: Versuch 5 (V6): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan II+1ll) aus 208F, Passage 12
und 208Fsrc3*, Passage 25 (*= markiert mit 100 ul 0,1 pm Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im
Verhaltnis 40:1; Kern mit insgesamt 400.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 12. Teilweise
Zentrifugation, Eppendorf-Rotationskultur, Bis-Benzimidin-Farbung. C: Tag 3, starke Vergréferung, Filter 1;
D: Tag 3, starke VergroRRerung, Filter 2.

3.1.3.1 Das Problem der freien Fluospheres

Bei Betrachtung von Sphéroid-Schnitten mit einem Filter, der sein Durchlass-Maximum im Bereich
der Wellenlidnge der roten Fluospheres hat (Filter 2), erkennt man bereits an frithen Beobachtungs-
Zeitpunkten viele ,freie, d.h. scheinbar diffus verteilte Fluospheres (keiner einzelnen Zelle
zuzuordnen). Dieses Phidnomen tritt auch bei Sphéaroiden mit Markierung einzelner Zellen in einem
Uberschuf3 nicht-markierter Zellen auf und verwundert deshalb umso mehr, als doch in dieser
Situation eigentlich keine Fluospheres zwischen (oder in) den nicht-markierten Zellen zu erwarten
sein sollten. Dadurch ergibt sich potentiell ein Problem hinsichtlich der Eindeutigkeit der
Markierung. Zur Verdeutlichung dieses Sachverhaltes soll Versuch 6 dargestellt werden. Abbildung
13 A-D zeigt jeweils denselben Ausschnitt eines Sphdroids mit unterschiedlichen Filtern
aufgenommen. Man erkennt mit Filter 1 deutlich einzelne markierte, transformierte Zellen; ,,freie*
Fluospheres sind mit diesem Filter kaum wahrnehmbar (Abbildung 13 A, C). Bei Verwendung von

Filter 2 erkennt man viele einzelne, scheinbar unsystematisch verteilte Fluospheres zwischen den
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markierten, transformierten Zellen (Abbildung 13 B, D).

Um die Frage zu kléren, ob es sich bei den beschriebenen ,,freien” Fluospheres um solche handelt,
die bei der Farbung nicht phagozytiert wurden, sondern noch im Medium vorhanden waren oder an
der Oberflache der Zellen lose adhirierten, wurden Zellgemische direkt vor Autbau der Sphéroide
in eine Zahlkammer eingebracht, und diese unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet (Versuch
7). Abbildung 13 E-F zeigt solchermaBen behandelte Zellen in der Zahlkammer
(Fluoreszenzmikroskopie). Man sieht, dal Fluospheres streng zellgebunden sind. In der starken
Vergroflerung sind intrazelluldr einzelne Fluospheres erkennbar, wohingegen im umgebenden

Medium keine ,,freien* einzelnen Fluospheres erkennbar sind (Abbildung 13 F).

Zusammenfassung: In der Sphéroid-Kultur sind schon an frithen Beobachtungs-Zeitpunkten mit

spezifischen Filtern ,,freie®, einzeln liegende Fluospheres zu erkennen, die bei Verwendung anderer
Filter optisch ,,verschwinden®“. Beobachtet man markierte Zellen in der Z&hlkammer im
Fluoreszenzlicht, so fillt auf, da die Fluoreszenz streng intrazelluldr auftritt. Einzelne ,freie*
Fluospheres sind nicht zu erkennen, obwohl die verwendete Vergroerung das Erkennen einzelner

Fluospheres prinzipiell ermoglicht.
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Abbildung 13: Das Problem der “freien Fluospheres”

A-D: Versuch 6 (V3): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan II+IIl) aus 208F, Passage 50
und 208Fsrc3*, Passage 42 (*= markiert mit 120 pl 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im
Verhaltnis 20:1; Kern mit insgesamt 400.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 50. Zentrifugation,
Eppendorf-Rotationskultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A: Tag 1, Ubersicht, Filter 1; B: Tag 1, Ubersicht, Filter
2; C: Tag 1, starke VergréRerung, Filter 1; D: Tag 1, starke VergréRerung, Filter 2.

E-F: Versuch 7 (V12): Herstellung einer Zellsuspension aus 208F*, Passage 21 (*= markiert mit 250 pl 0,1
um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 72h) und 208Fsrc3*, Passage 14 (*= markiert mit 150 pl 0,5 um
Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h); Verhaltnis 40:1; 800.000 Zellen/ml Medium. Die Zellsuspension wurde
frisch angesetzt, gemischt, und eine Probe in die Zahlkammer eingebracht. E: mittlere VergrofRerung, Filter
1; F: starke VergrofRerung, Filter 4.

3.2 Morphologie des Sphéroids im Schnittpraparat - dreischichtiger Aufbau

Die Versorgung mit Sauerstoff und Nihrstoffen scheint in avaskuldren Tumor- und
Gewebemodellen einen entscheidenden Einflul3faktor darzustellen, da fiir viele Stoffe (besonders
Sauerstoff, Glucose und z.B. Chemotherapeutika) ein radialer Diffusionsgradient mit kritischen
Werten im Zentrum von Sphiroiden nachgewiesen werden konnte (Carlsson et al., 1988; Acker et

al., 1987).
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Kritische Sauerstoff- und Néhrstoffkonzentrationen gehen in vielen Sphiroidmodellen mit dem

Entstehen einer zentral gelegenen Nekrosezone einher, wobei deren Auftreten und Ausmall vom

Spharoiddurchmesser (Diffusionsstrecke) und damit indirekt von der Zellzahl abzuhidngen scheint

(Freyer, 1988b). Abweichend davon fand sich im 208F/208Fsrc3-System ein anderer

morphologischer Aufbau, der anhand eines typischen Experimentes erldutert werden soll (Versuch

8). Bei diesem Experiment wurde eine hohere Gesamt-Zellzahl (1.200.000 Zellen) eingesetzt, um

unter diesen ,,erschwerten Bedingungen® zu priifen, ob sich eine zentrale Nekrosezone ausbilden

wiirde. Sphdroide wurden u.a. an Tag 6 entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet; Abbildung 14 zeigt ein solches typisches Sphdroid. Man erkennt einen dreischichtigen,
konzentrischen Aufbau (von aulen nach innen):

1. In der sog. Mantelzone findet man relativ grof3e, ovale Kerne, die in der Bis-Benzimidin-
Farbung méBig stark fluoreszieren und einen deutlichen Nucleolus erkennen lassen. Die Zellagen
zeigen ein ,epithelartiges™ Aussehen (Abbildung 14, m-Markierung).

2. Weiter zum Zentrum hin schlief3t sich die sog. Apoptosezone mit kondensierten, fragmentierten
Kernen, Zelltrimmern sowie zahlreichen Leerrdumen an (Abbildung 14, a-Markierung). Weitere
Details zur Apoptosezone werden in 3.5 dargestellt.

3. Im Zentrum schlieBlich (Innenzone) findet man relativ kleine, rundliche und dicht gepackte
Zellkerne, die in der Bis-Benzimidin-Féarbung kondensiert erscheinen, jedoch (im Vergleich zur
Apoptosezone) wenig fragmentiert sind (Abbildung 14, i-Markierung). In keinem der
ausgewerteten Ansdtze zeigte sich eine zentrale Nekrosezone (charakterisiert durch

Kernschwellung und Zelltriimmer).

Zusammenfassung: Sphidroide des 208F/208Fsrc3-Systems zeigen einen typischen
dreischichtigen, konzentrischen Aufbau. Von auflen nach innen lassen sich Mantelzone (grof3e
ovale Kerne, méfBige Fluoreszenz, deutlicher Nucleolus, epithelartig), Apoptosezone (kondensierte,
fragmentierte Kerne, Zelltriimmer, Hohlrdume) und Innenzone (kleine, rundliche, dicht gepackte
und kondensierte Kerne, wenig Fragmentierung) deutlich unterscheiden. Die verwendeten Gesamt-
Zellzahlen von 800.000 bzw. 1.200.000 Zellen fiihren in diesem Sphdroidmodell nicht zur

Entstehung einer zentralen Nekrosezone (Kernschwellung, Zelltriimmer).
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Abbildung 14: Morphologischer Aufbau der Spharoide im 208F/208Fsrc3-System

Versuch 8 (V5): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan ll+1ll) aus 208F, Passage 10 und
208Fsrc3*, Passage 24 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im Verhaltnis
40:1; Kern mit insgesamt 800.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 10. Die Anséatze wurden
entweder zentrifugiert oder nicht. Eppendorf-Rotationskultur, Bis-Benzimidin-Farbung.

Dargestellt sind Ubersichts- und starke VergréRerungen desselben Sphéaroids (Tag 6). Die typischen
konzentrischen Zonen sind durch Kleinbuchstaben markiert (m=Mantelzone, a=Apoptosezone,
i=Innenzone). A: Ubersicht, Filter 1; B: starke VergroRerung, Filter 1; C: starke VergréBerung, Filter 1.

3.3 Proliferationskontrolle im Sphéaroid

Die Kontrolle der Proliferation transformierter Zellen durch nicht-transformierte Zellen in der
Monolayerkultur ist ein seit langem bekannter Vorgang (Berwald and Sachs, 1963; Stoker et al.,
1966; Bignami et al., 1988). Will man iiberpriifen, ob eine solche Proliferationskontrolle auch im
Sphéroidsystem stattfindet, mufl man eine Moglichkeit finden, Proliferation nach Zellart getrennt zu
quantifizieren. Im Gegensatz zum Monolayersystem ist es ohne technische ,,Tricks® im
Sphéroidsystem jedoch nicht moglich, transformierte Zellen von nicht-transformierten Zellen zu

unterscheiden (siehe 3.1.3). Durch die Markierung mit phagozytierbaren Fluospheres lieB sich
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dieses Problem losen. Gleichzeitig stellen die inkorporierten Fluospheres unter Umstdnden eine
Moglichkeit dar, Proliferation zu messen. Teilt sich eine Zelle, kann man annehmen, daB3 die
aufgenommenen Fluospheres mehr oder weniger gleichméBig an die Tochterzellen weitergegeben
werden. Dadurch miifiten aus einer einzeln vorliegenden stark markierten Zelle zwei schwécher
markierte Tochterzellen hervorgehen, bis die Markierung irgendwann (nach weiteren Zellteilungen)
so schwach wiirde, daf sie nicht mehr sichtbar wére (C. Schermer, unpublished). Die Giiltigkeit
dieser Annahme sollte am vorliegenden System gepriift werden. Es zeigte sich, daB} - gemill dem
komplizierten dreidimensionalen Aufbau der Sphiroide (siehe 3.2) - eine differenzierte Betrachtung

notig ist.

3.3.1 Transformierte und nicht-transformierte Fibroblasten in der Mantelzone

Im folgenden Versuch (Versuch 9) wurde das Verhalten einzelner transformierter 208Fsrc3*-Zellen
im UberschuB von nicht-transformierten 208F-Zellen in der Mantelzone getestet. Die markierten,
transformierten Zellen fanden sich in der Mantelzone, obwohl der Sphiaroidmantel - nach Bauplan -
eigentlich nur aus nicht-transformierten 208F-Zellen bestand. Die Ursache dieses Phdnomens bleibt
zu diskutieren. Sphdroide wurden an Tag 0, 2 und 6 entnommen und unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Abbildung 15 zeigt die gewonnenen Schnittpriparate in
UbersichtsvergroBerung mit zwei unterschiedlichen Filtern. Filter 2 stellt ausschlieBlich die roten
Fluospheres da, wihrend Filter 1 die Kerne in Bis-Benzimidin-Farbung sowie die roten Fluospheres
darstellt. Es fallt auf, da3 im Laufe der Zeit in der Mantelzone die lokalisierte, einzelnen
transformierten Zellen zuzuordnende rote Fluoreszenz zugunsten diffus verteilter roter Fluoreszenz
abnimmt (Abbildung 15 B, D, F). Aullerdem erkennt man an spiteren Zeitpunkten zunehmend eine

Anhiufung roter Fluoreszenz an der Grenze zwischen Mantel- und Apoptosezone (Abbildung 15 F).

Zusammenfassung: In der Mantelzone, bestehend aus einzelnen rot markierten, transformierten

208Fsrc3*-Zellen und unmarkierten, nicht-transformierten 208F-Zellen im UberschuB, zeigt sich
mit zunehmender Dauer der Sphiroidkultur eine Abnahme roter, einzelnen Zellen zuzuordnender

Fluoreszenz zugunsten diffus verteilter roter Fluoreszenz.
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Abbildung 15: Proliferationsverhalten transformierter Fibroblasten in der Mantelzone

Versuch 9 (V5): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan II+lll) aus 208F, P10 und 208Fsrc3*,
P24 (*= 100 pl 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im Verhaltnis 40:1; Kern mit insgesamt
800.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, P10. Die Ansatze wurden entweder zentrifugiert oder nicht.
Eppendorf-Rotationskultur, Bis-Benzimidin-Farbung. Nebeneinander dargestellt sind stets Ausschnitte
desselben Spharoids, jedoch mit unterschiedlichen Fluoreszenzfiltern aufgenommen. A: Tag 0, Ubersicht,
Filter 1; B: Tag 0, Ubersicht, Filter 2; C: Tag 2, Ubersicht, Filter 1; D: Tag 2, Ubersicht, Filter 2; E: Tag 6,
Ubersicht, Filter 1; F: Tag 6, Ubersicht, Filter 2.

3.3.2 Transformierte und nicht-transformierte Fibroblasten in der Innenzone

Transformierte Fibroblasten in der Innenzone wurden ebenfalls beobachtet. Um einen mdglichen
proliferationshemmenden EinfluB nicht-transformierter 208F-Zellen von einer generellen
Proliferationshemmung in der Innenzone (z.B durch Nihrstoffmangel) zu unterscheiden, wurden
folgende zwei Versuche durchgefiihrt: im ersten Versuch (Versuch 10) waren markierte 208Fsrc3*-
Zellen von nicht-markierten 208F-Zellen umgeben (Kokultur), im zweiten Versuch (Versuch 11)
von nicht-markierten 208Fsrc3-Zellen (Reinkultur). Falls eine mogliche Proliferationshemmung auf

der Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen beruhen sollte, wire zu erwarten
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gewesen, daf} diese in Versuch 11 nicht wirksam sein wiirde. Abbildung 16 stellt Ansétze der beiden
Versuche dar (Abbildung 16 A-B: Versuch 10; Abbildung 16 C-D: Versuch 11), die sehr friih (Tag 0)
sowie spat (Tag 4 bzw. 6) entnommen wurden. An frithen (Abbildung 16 A, C) und spéiten
(Abbildung 16 B, D) Beobachtungs-Zeitpunkten beider Versuche erkennt man einzelne, rot
markierte, transformierte 208Fsrc3*-Zellen zwischen unmarkierten Zellen. Die Intensitdt der
Markierung hat an Tag 4 bzw. 6 nicht wesentlich abgenommen; insbesondere erkennt man keine
Gruppen schwicher markierter Zellen, sondern weiterhin Einzelzellen, die auch etwa im gleichen
Zahlen-Verhéltnis zu nicht-transformierten Zellen wie an Tag 0 vorliegen. Daraus 148t sich ableiten,
dafl die beobachtete Proliferationshemmung (konstante Markierung, keine Zellgruppen) nicht auf

ein Zusammenwirken transformierter und nicht-transformierter Zellen zuriickzufithren ist.

Zusammenfassung: Einzeln vorliegende, rot markierte, transformierte 208Fsrc3*-Zellen behalten

in der Innenzone im Verlauf der Sphéroidkultur ihre starke Markierung, unabhingig davon, ob sie
von nicht-transformierten (208F) oder transformierten (208Fsrc3) Zellen umgeben sind.
Insbesondere findet man auch zu spiteren Beobachtungszeitpunkten keine Gruppen schwéicher
markierter Zellen, sondern stets Einzelzellen. Das eingesetzte Zahlen-Verhiltnis markierter Zellen
zu nicht-markierten Zellen bleibt in der Innenzone erhalten. Daraus 146t sich ableiten, daf} eine
Proliferationshemmung transformierter Zellen stattfindet, die nicht auf der Interaktion mit nicht-

transformierten Zellen beruht.
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Abbildung 16: Proliferationsverhalten transformierter Zellen in der Innenzone

A-B: Versuch 10 (V95): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan II+ll) aus 208F, Passage 10
und 208Fsrc3*, Passage 24 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im
Verhaltnis 40:1; Kern mit insgesamt 800.000 Zellen; Mantel mit 400.000 208F, Passage 10. Die Ansatze
wurden entweder zentrifugiert oder nicht. Eppendorf-Rotationskultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A: Tag O,
starke VergrofRRerung, Filter 4; B: Tag 6, starke Vergrofierung, Filter 4.

C-D: Versuch 11 (V11): Herstellung von Reinkultur-Spharoiden mit Markierung einzelner Zellen (Bauplan II)
aus 208Fsrc3, Passage 10 und 208Fsrc3*, Passage 10 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um Fluospheres rot in 20
ml Medium, 24h) im Verhaltnis 40:1; Spharoid mit insgesamt 800.000 Zellen, kein Mantel, Zentrifugation
nach Schema, statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-Farbung. C: Tag 0, starke VergréRerung, Filter 4; D:
Tag 4, starke VergroRerung, Filter 4.

3.3.3 Bemerkung zur Apoptosezone

Innerhalb der Apoptosezone ist es nicht moglich, Aussagen zum Proliferationsverhalten zu treffen,
da hier einerseits die Markierung der Zellen verlorengeht und andererseits fast ausschliefSlich

apoptotische Zellen vorliegen.
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3.4 Interzelluldre Induktion der Apoptose im Sphéaroidsystem

Zusétzlich zu der seit langem bekannten Proliferationskontrolle transformierter Fibroblasten durch
umliegende, nicht-transformierte Fibroblasten in vitro wurde in unserer Arbeitsgruppe ein weiteres,
sehr effizientes System zur Kontrolle transformierter Zellen (in vitro) entdeckt. Das System der
interzelluldren Induktion der Apoptose beschreibt die spezifische Elimination transformierter
Fibroblasten durch nicht-transformierte Nachbarzellen mittels Induktion der Apoptose (siche 1.3).

Zentrale Frage dieser Studie war, zu kldren, ob einzelne transformierte 208Fsrc3-Fibroblasten und
groflere Gruppen derselben Zellinie im Sphéroidsystem spezifisch eliminiert werden kdnnen, wie in
der Monolayerkultur (unter Zugabe von exogenem TGF-f3) beobachtet. Dabei wurde vermutet, daf3
die Elimination moglicherweise sogar mit hoherer Effizienz (durch engen Zellkontakt) und ohne
Zugabe von exogenem TGF-f3 (wegen geringerer Verdiinnung des von transformierten Fibroblasten
produzierten Wachstumsfaktors im Medium-Uberstand) stattfinden konnte. Diese Vermutungen
sollten durch geeignete Versuchsansdtze iiberpriift werden. Zunéchst sollte also das Verhalten
einzelner transformierter 208Fsrc3*-Zellen in einem UberschuB nicht-transformierter Zellen
tberpriift werden (Kokultur, Bauplan II), um dann Schrittweise zu groeren Gruppen

transformierter Zellen liberzugehen und deren Verhalten zu untersuchen.

3.4.1 Verhalten einzelner transformierter Fibroblasten in der Innenzone

Nicht-transformierte, blau markierte 208F*-Fibroblasten wurden mit transformierten, rot markierten
208Fsrc3*-Fibroblasten im Verhéltnis 40:1 im Sphéroid-System in Kontakt gebracht und das
Verhalten transformierter und nicht-transformierter Zellen getrennt in der Innenzone im zeitlichen
Verlauf verfolgt (Versuch 12). Die Innenzone wurde gewéhlt, da ausschlieBlich hier zu spéteren
Zeitpunkten eine Zuordnung zu den zwei Zellpopulationen (durch die farbige Markierung) mdéglich
war. Parallel wurde in diesem Versuch die Eignung einer neuen Sphéroid-Kulturtechnik gepriift
(,,statische Costar-Kultur®), die eine bessere Sauerstoff- und Niahrstoffversorgung sicherstellen
sollte; Details dazu in 3.4.1.1.

Sphéroide wurden an Tag 0-6 tiglich entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
Abbildung 17 soll den Versuchsaufbau verdeutlichen und die erhobenen Befunde illustrieren
(reprisentative Bilder). Dargestellt sind Ubersichts- und starke VergroBerung (zweifache
Ausschnittsvergroflerung) der Beobachtungszeitpunkte 0 und 6 Tage. Man sieht in der starken
Vergroflerung zu beiden Zeitpunkten einzelne rot markierte, transformierte Zellen mit geringer Zahl
apoptotischer Kerne. Daneben sieht man in der Uberzahl blau markierte, nicht-transformierte Zellen

mit ebenfalls geringer Zahl apoptotischer Kerne (Abbildung 17 B, D). In der Ubersicht fillt die
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Bildung einer Apoptosezone auf (Abbildung 17 A, C).

An jedem Beobachtungstag wurden die Ansidtze nach Zellart getrennt ausgewertet und so der
jeweilige Prozentsatz apoptotischer Zellen ermittelt. Abbildung 18 stellt das Ergebnis dieser
Auswertung graphisch dar. Es zeigt sich, daB3 kein kontinuierlicher Anstieg des Prozentsatzes
apoptotischer, transformierter Zellen im Vergleich zu apoptotischen, nicht-transformierten Zellen
im Beobachtungszeitraum festzustellen ist. Der Prozentsatz apoptotischer Zellen bewegt sich im
gesamten Beobachtungszeitraum fiir beide Zellarten zwischen ca. 10% und 25%, wobei derjenige
apoptotischer, nicht-transformierter Zellen sogar meist leicht {iber dem apoptotischer,
transformierter Zellen liegt. An Tag 1 und 2 sieht man einen leichten Anstieg des Prozentsatzes

apoptotischer, nicht-transformierter Zellen.

Abbildung 17: Interzellulare Induktion der Apoptose: Verhalten von Einzelzellen in der Innenzone
Versuch 12 (V8): Herstellung gemischter Spharoide (Kokultur, Bauplan IlI) aus 208F*, Passage 16 (*=
markiert mit 150 pl 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 96h) und 208Fsrc3*, Passage 29 (*= markiert
mit 100 pl 0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 48h) im Verhaltnis 40:1; insgesamt 800.000 Zellen, kein
Mantel, Zentrifugation nach Schema, Eppendorf-Rotationskultur und statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-
Farbung. A: Tag 1, Costar-Kultur, Ubersicht, Filter 4; B: Tag 1, Costar-Kultur, starke VergréBerung,
zweifache AusschnittsvergréBerung, Filter 4; C: Tag 6, Costar-Kultur, Ubersicht, Filter 4; D: Tag 6, Costar-
Kultur, starke VergroRerung, zweifache AusschnittsvergroBerung, Filter 4.
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Abbildung 18: Interzelluldre Induktion der Apoptose: Verhalten von Einzelzellen in der Innenzone

An jedem MelRzeitpunkt wurden an 4 unterschiedlichen Sphéaroiden (2 Eppendorf-Rotationskultur, 2 statische
Costar-Kultur) insgesamt pro MefRpunkt zwischen 400-1000 Zellen ausgewertet. Die Zahlung erfolgte an
unterschiedlichen Schnittebenen des jeweiligen Spharoids. Durch die Wahl der Schnitt- und Zahltechnik war
sichergestellt, dal® identische Zellen nicht mehrfach ausgezahlt wurden. Auf der X-Achse sind die
Entnahmetage (0 bis 6) aufgetragen, auf der Y-Achse der zugeordnete Prozentsatz (0 bis 100%)
apoptotischer Zellen in der Bis-Benzimidin-Farbung. Ausgeflillte Dreiecke symbolisieren transformierte
208Fsrc3*-Zellen, nicht-ausgefiillte Kreise symbolisieren nicht-transformierte 208F*-Zellen.

Zusammenfassung: Unter den dargestellten Bedingungen ist eine selektive Elimination einzelner

transformierter 208Fsrc3*-Fibroblasten durch nicht-transformierte 208F*-Fibroblasten bis Tag 6 in
der Innenzone des Sphiroids nicht zu beobachten. Beide Zellarten zeigen einen Prozentsatz
apoptotischer Zellen zwischen 10% bis 25%, wobei die nicht-transformierten 208F*-Fibroblasten
meist einen etwas hoheren Prozentsatz apoptotischer Kerne zeigen, mit einem leichten Anstieg an

Tag 1 und 2.

3.4.1.1 Umstellung der Sphéroidtechnik

In dem oben dargestellten Versuch (Versuch 12) sollte parallel die Eignung einer anderen Sphéroid-
Kulturtechnik (Costar-Kultur: offenes, Agarose-beschichtetes Gefil mit 3 ml Medium pro
Sphéroid, taglicher Mediumwechsel, stehend im Brutschrank) gepriift werden, die eine bessere
Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung als die bisherige Eppendorf-Rotationskultur (abgeschlossenes
Gefdl, 1 ml Medium pro Sphiroid, tiglicher Mediumwechsel, kontinuierliche Rotation)
gewdhrleisten sollte. Speziell sollte untersucht werden, ob sich dadurch Vorteile hinsichtlich der
Zellvitalitdt erreichen lassen. Andererseits sollte gepriift werden, ob die ausbleibende Apoptose-

Induktion bei einzeln vorliegenden transformierten Zellen (sieche 3.4.1) eventuell durch
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Mangelbedingungen verursacht und durch Verbesserung der Lebensbedingungen eventuell zu
beeinflussen sein konnte.

Zunichst wurden die gewonnenen Spharoid-Schnitte morphologisch untersucht. Abbildung 19 zeigt
einen Vergleich zweier Sphiroide (Tag 4) in statischer Costar-Kultur (Abbildung 19 A) und
Eppendorf-Rotationskultur (Abbildung 19 B). Man sieht morphologisch kaum einen Unterschied
zwischen Sphédroiden, die mit den verschiedenen Techniken kultiviert wurden. In beiden Sphéroid-
Schnitten fallt der typische dreischichtige Aufbau mit Ausbildung einer Apoptosezone auf; diese
enthélt zwar in Abbildung 19 A mehr Leerrdume; dieser Unterschied war jedoch nicht spezifisch fiir
eine der verwendeten Sphédroidkultur-Techniken und stellt damit vermutlich einen Schnitt-Artefakt
dar. Um diese doch recht grobe Beobachtung zu quantifizieren, wurden Zahlungen apoptotischer
Zellen nach Sphéroid-Kulturtechnik und Zellart getrennt durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Auswertung sind in Abbildung 20 graphisch dargestellt. Es zeigt sich, da3 kein kontinuierlicher
Anstieg des Prozentsatzes apoptotischer, transformierter Zellen im Vergleich zu apoptotischen,
nicht-transformierten Zellen im Beobachtungszeitraum festzustellen ist, unabhidngig von der
verwendeten Kulturtechnik. Der Prozentsatz apoptotischer Zellen bewegt sich im gesamten
Beobachtungszeitraum fiir beide Zellarten und beide Sphéroid-Kulturtechniken zwischen ca. 10%
und 25%, wobei derjenige apoptotischer, nicht-transformierter Zellen sogar meist leicht iiber dem
apoptotischer, transformierter Zellen liegt. An Tag 1 sieht man einen leichten Anstieg des
Prozentsatzes apoptotischer Zellen in der Eppendorf-Rotationskultur, an Tag 2 entsprechend in der
statischen  Costar-Kultur; die  Unterschiede relativieren sich jedoch zu  spiteren

Beobachtungszeitpunkten hin.

Abbildung 19: Costar-Kultur und Eppendorf-Rotationskultur
Versuch 12 (V8): Versuchsbeschreibung siehe Legende zu Abbildung 17. A: Tag 4, Costar-Kultur,
Ubersicht, Filter 4; B: Tag 4, Eppendorf-Rotationskultur, Ubersicht, Filter 4.
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Abbildung 20: Costar-Kultur und Eppendorf-Rotationskultur (Innenzone)

Pro Mel3zeitpunkt wurden 4 unterschiedliche Spharoide (2 Eppendorf-Rotationskultur, 2 statische Costar-
Kultur), insgesamt pro MeRpunkt zwischen 200-600 Zellen, ausgewertet. Auf der X-Achse sind die
Entnahmetage (0 bis 6) aufgetragen, auf der Y-Achse der zugeordnete Prozentsatz (0 bis 100%)
apoptotischer Zellen in der Bis-Benzimidin-Farbung. Ausgeflllte Dreiecke symbolisieren transformierte
208Fsrc3*-Zellen (statische Costar-Kultur), ausgefillte Kreise nicht-transformierte 208F*-Zellen (statische
Costar-Kultur), nicht-ausgefiillte Dreiecke transformierte 208Fsrc3*-Zellen (Eppendorf-Rotationskultur) und
nicht-ausgefiillte Kreise symbolisieren nicht-transformierte 208F*-Zellen (Eppendorf-Rotationskultur).

Zusammenfassung: Die beiden Sphéroid-Kulturtechniken (Eppendorf-Rotationskultur und

statische Costar-Kultur) ergeben auf Einzelzellebene in der Innenzone keinen Unterschied im
Prozentsatz apoptotischer Zellen (zwischen 10% und 25%); unter den dargestellten Bedingungen ist
eine selektive Elimination einzelner transformierter 208Fsrc3*-Fibroblasten durch nicht-
transformierte 208F*-Fibroblasten bis Tag 6 in der Innenzone des Sphiroids nicht zu beobachten.
Morphologisch ist kein Unterschied zwischen Sphéroiden, die mit den zwei Techniken kultiviert
wurden, festzustellen. Eine genaue Messung (z.B der Mantelzone oder der Apoptosezone) wurde

jedoch nicht durchgefiihrt.
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3.4.2 VergroBerung der Kontaktflache - Zwischenschicht-Versuch

Aufbauend auf der Untersuchung des Verhaltens einzelner transformierter 208Fsrc3*-Zellen
gegeniiber einem UberschuB nicht-transformierter 208F-Zellen sollte das Verhalten groBerer
Gruppen transformierter 208Fsrc3-Zellen im gleichen System untersucht werden, zumal sich
abzeichnete, dal im Monolayer-System die Zahl und die Dichte der transformierten Zielzellen fiir
die Elimination von entscheidender Bedeutung sei (M. Herdener, unpublished).

Da es aus methodischen Griinden zunédchst schwierig erschien, markierte Zellpopulationen
definierter Grofe in ein Sphéroid einzubringen, wurde ein anderer Weg beschritten, um die
Kontakt- und damit Interaktionsfliche zwischen transformierten und nicht-transformierten Zellen
zu vergroBern. Die Idee bestand darin, zunichst einen Kern aus markierten, nicht-transformierten
Zellen herzustellen, diesen dann mit einer Schicht (variabler Breite) markierter, transformierter
Zellen zu umgeben, und schlielich einen weiteren ,,Mantel markierter, nicht-transformierter
Zellen anzubringen, um sicherzustellen, dal3 die transformierten Zellen von beiden Seiten von nicht-
transformierten Zellen umgeben sind (siche Abbildung 9 V sowie 2.2.3.1). Bei Gelingen dieses
(komplizierten) Aufbaus sollten dann gezielt die Grenzflichen zwischen transformierten und nicht-
transformierten Zellen untersucht werden (Versuch 13). Zusétzlich sollte in diesem Versuch die
Auswirkung der TGF-B-Vorbehandlung der nicht-transformierten Zellen in einem Parallelansatz
untersucht werden (siehe 3.4.2.1); dieser bleibt zunichst unberiicksichtigt. Sphéaroide wurden u.a.
an Tag 0 und 5 entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Abbildung 21 A-B
zeigt Tag 0-Ansdtze (ohne TGF-B-Vorbehandlung). Es fillt auf, dall eine etwa einschichtige Lage
aus rot fluoreszierenden, transformierten 208Fsrc3*-Fibroblasten den blau markierten Kern aus
208F* umgibt, jedoch kein ,,Mantel* aus blau markierten 208F* zu sehen ist (wie es urspriinglich
beabsichtigt war). Abbildung 21 C-D zeigt Tag 5-Ansitze (ohne TGF-B-Vorbehandlung). Die an Tag
0 vorhandene diinne Schicht roter Fluoreszenz hat an Breite zugenommen, parallel zur hier
sichtbaren Verbreiterung der Mantelzone. Die rote Fluoreszenz erscheint diffus verteilt und kann
kaum mehr einzelnen Zellen zugeordnet werden. Abbildung 21 E-F schlieBlich zeigt Tag 5-Ansitze
(ohne TGF-B-Vorbehandlung). Man erkennt den typischen dreischichtigen Aufbau, bestehend aus
Mantelzone, Apoptosezone und Innenzone. In der Apoptosezone ist eine Zuordnung der Zellart
(transformiert oder nicht-transformiert) durch Verlust der Markierung nicht mehr moglich, ebenso
zum Grofteil in der Mantelzone. Aufgrund der Unmdglichkeit, apoptotische Zellen nach

Zellpopulation differenziert auszuwerten, wurde auf eine quantitative Erfassung verzichtet.
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Abbildung 21: Zwischenschicht-Versuch und TGF-B-Vorbehandlung der 208F*-Zellen

Versuch 13 (V10): Bauplan V: Kern aus 400.000 208F*, P14 (*= 50 ul 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml
Medium, 48h), +/- TGF-B-Vorbehandlung (20 ng/ml, 24h). Zwischenschicht aus 208Fsrc3*, P40 (*= 150 pl
0,5 um Fluospheres rot in 20 ml Medium, 48h); Zellsuspension mit 100.000 Zellen/ml; 2. Rollperiode 1h/2h.
Mantel aus 400.000 208F*, P14 (*= 50 ul 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 72h), +/- TGF-§-
Vorbehandlung (20 ng/ml, 48h). Zentrifugation, statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A-F: kein
TGF-B; G-H: +TGF-B. A: Tag 0, starke VergroBerung, Filter 4; B: Tag 0, starke VergroBerung, Filter 2; C:
Tag 5, Ubersicht, Filter 4; D: Tag 5, Ubersicht, Filter 2; E: Tag 5, Ubersicht, Filter 4; F: Tag 5, starke
VergroRerung, Filter 4; G: Tag 5, Ubersicht, Filter 4; H: Tag 5, starke VergroRerung, Filter 4.
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Zusammenfassung: Die Herstellung von Sphiroiden mit Zwischenschicht gestaltete sich

schwierig. Zwei unterschiedliche Zwischenschicht-Breiten konnten mit den 2 unterschiedlichen
Rollperioden von 1h und 2h bei einer Zellsuspension mit 100.000 Zellen/ml nicht hergestellt
werden (kein Unterschied, Daten nicht gezeigt). Ein Mantel konnte ebenfalls nicht hergestellt
werden; nach der {iblichen 4-stiindigen Rollperiode zur Herstellung des Mantels fanden sich keine
anhaftenden Zellen. Aussagen beziiglich der Interaktion transformierter und nicht-transformierter
Zellen gestalteten sich ebenfalls problematisch. Zwar ist eine zirkuldre Apoptosezone nachweisbar,
jedoch erlaubt diese keine Aussage iiber die Spezifitit der Induktion der Apoptose (da keine
eindeutige Markierung mehr erkennbar ist). Wiederholt zeigte sich aber die diffuse Verteilung roter
Fluoreszenz, die zunichst eindeutig den transformierten 208Fsrc3*-Zellen zuzuordnen war, parallel

zur hier sichtbaren Zunahme der Breite der Mantelzone.

3.4.2.1 Vorbehandlung der nicht-transformierten Fibroblasten mit TGF-p

Im geschilderten Zwischenschicht-Versuch (Versuch 13) sollte in einem Parallelansatz die etwaige
Wirkung einer TGF-B-Vorbehandlung der nicht-transformierten Zellen gepriift werden (in der
Annahme, daB3 durch diese Vorbehandlung die Interaktion transformierter und nicht-transformierter
Zellen dhnlich wie in der Monolayer-Kultur verstirkt werden konnte). Zu diesem Zweck wurden in
diesem Parallelansatz die nicht-transformierten 208F*-Zellen im Kern mit 20 ng/ml TGF-p fiir 24h
vorbehandelt und die (- wie sich herausstellen sollte - nicht anhaftenden) 208F*-Mantelzellen mit
20 ng/ml TGF-B fiir 48h vorbehandelt. Abbildung 21 G-H zeigt Tag 5-Ansitze (mit TGF-B-
Vorbehandlung). Man erkennt wiederum den typischen dreischichtigen Aufbau, bestehend aus
Mantelzone, Apoptosezone und Innenzone. In der Apoptosezone ist eine Zuordnung der Zellart
(transformiert oder nicht-transformiert) durch Verlust der Markierung nicht mehr méglich, ebenso
zum Grofteil in der Mantelzone. Verglichen mit Abbildung 21 E-F erkennt man keinen
grundlegenden Unterschied. Aufgrund der Unmdglichkeit, apoptotische Zellen differenziert

auszuwerten, wurde auf eine quantitative Erfassung verzichtet.

Zusammenfassung: Im gezeigten Versuch war es nicht moglich, etwaige Wirkungen der TGF-3-

Vorbehandlung nicht-transformierter Zellen auf die interzellulire Induktion der Apoptose im
Sphéroidsystem zu priifen. Morphologisch zeigten sich keine Unterschiede zwischen den TGF-f-
vorbehandelten und nicht-vorbehandelten Sphiroiden. Messungen z.B. der Mantelzone oder der

Apoptosezone wurden jedoch nicht vorgenommen.
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3.4.3 Ein glucklicher Zufall - Verhalten groRerer Gruppen transformierter Fibroblasten in
der Innenzone

Wie bereits dargestellt, erschien es aus methodischen Griinden zundchst schwierig, groflere
Gruppen markierter, transformierter Zellen in ein Sphédroid einzubringen und zu beobachten.
Hierbei kam jedoch der Zufall zu Hilfe. Bei einem Versuch zur Untersuchung der Apoptosezone
(siehe 3.5.3) entstanden durch zufillige Faltung der hergestellten Kern-Mantel-Ansédtze Sphiroide,
die tatsdchlich grofere, zusammenhdngende Gruppen markierter, transformierter Zellen in der
Innenzone enthielten. Dieser Umstand ermoglichte es, quantitative Aussagen iiber das Verhalten
groBerer Gruppen transformierter Zellen in der Innenzone in Gegenwart nicht-transformierter
Zellen zu machen, wobei jedoch beriicksichtigt werden muf, daB3 die GroBe dieser Zellpopulationen
durch deren zufallsgesteuertes Entstehen nicht genau definiert war (Versuch 14). Sphiroide wurden
an Tag 0, 2, 4 und 6 entnommen, unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und solche Sphéroide
der beiden Ansitze (siche Legende zu Abbildung 22) selektiert, die (durch zufdllige Faltung)
groflere Gruppen rot fluoreszierender, transformierter Zellen in der Innenzone enthielten (entgegen
»~Bauplan®). Zur Veranschaulichung sind typische Exemplare (Tag 4 und 6) in Abbildung 22
dargestellt. Man erkennt in der starken Vergroferung zu beiden Zeitpunkten Areale rot markierter,
transformierter Zellen mit geringer Zahl apoptotischer Kerne. Daneben siecht man Areale blau
markierter, nicht-transformierter Zellen mit etwas hoherer Zahl apoptotischer Kerne. Insbesondere
fallt auf, daf} selbst transformierte Zellen, die in direktem Kontakt zu nicht-transformierten Zellen
stehen, keine ausgeprédgteren apoptotischen Verdnderungen zeigen, als weiter entfernt gelegene
transformierte Zellen. In Abbildung 22 D (und in der UbersichtsvergroBerung, nicht dargestellt) fillt
die Bildung einer Apoptosezone auf. Um quantitative Aussagen machen zu konnen, wurden die
Ansdtze nach Zellart getrennt ausgewertet. Dies geschah an Arealen (Innenzone), wo rot
fluoreszierende, transformierte Zellen und blau fluoreszierende, nicht-transformierte Zellen direkt
aneinandergrenzten. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Abbildung 23 dargestellt. Es zeigt
sich, dal kein kontinuierlicher Anstieg des Prozentsatzes apoptotischer, transformierter Zellen im
Vergleich zu apoptotischen, nicht-transformierten Zellen im Beobachtungszeitraum festzustellen ist.
Der Prozentsatz apoptotischer Zellen bewegt sich im gesamten Beobachtungszeitraum fiir die
transformierten Zellen zwischen ca. 5% und max. 30% und fiir die nicht-transformierten Zellen
zwischen ca. 10% und max 50%. Der Prozentsatz apoptotischer, transformierter Zellen ist an jedem
MeBpunkt deutlich niedriger als derjenige apoptotischer, nicht-transformierter Zellen. Beide

Zellarten zeigen einen Anstieg des Prozentsatzes apoptotischer Zellen an Tag 2 und 4.
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Abbildung 22: Verhalten groBerer Gruppen transformierter Zellen in der Innenzone

Versuch 14 (V12): Herstellung von Spharoiden in Kern-Mantel-Technik (Bauplan I+l11l): Insgesamt wurden 4
parallele Ansatze hergestellt; hier werden nur 2 davon betrachtet (benannt mit Ansatz A-B). Ansatz A: Kern
bestehend aus 400.000 208F*, Passage 21 (*= markiert mit 2*50 ul 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml
Medium, 72h); Mantel bestehend aus 400.000 208Fsrc3*, Passage 14 (*= markiert mit 150 ul 0,5 pm
Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h). Ansatz B: Kern bestehend aus 400.000 208Fsrc3*, Passage 14 (*=
markiert mit 150 pl 0,5 um Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h). Mantel bestehend aus 400.000 208F*,
Passage 21 (*= markiert mit 2*50 pl 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 72h). Zentrifugation,
statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A-C: Ansatz A, Tag 6, starke Vergrofierung, zweifache
Ausschnittsvergroferung, Filter 4; D: Ansatz A, Tag 4, starke Vergrolierung, zweifache
AusschnittsvergrofRerung, Filter 4 (a=Apoptosezone-Anschnitt).
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Abbildung 23: Verhalten groRerer Gruppen transformierter Zellen in der Innenzone

Solche Spharoide der beiden Ansatze wurden selektiert, die (durch zufallige Faltung) gréRere Gruppen rot
fluoreszierender, transformierter Zellen in der Innenzone enthielten (entgegen ,Bauplan®). Die so
gewonnenen Spharoide enthielten also Areale, wo rot fluoreszierende, transformierte Zellen und blau
fluoreszierende, nicht-transformierte Zellen direkt aneinandergrenzten. Dort wurde (nach Zellart getrennt)
der Prozentsatz apoptotischer Zellen in der Bis-Benzimidin-Farbung ermittelt. An jedem MefRzeitpunkt
wurden an jeweils einem Spharoid pro Ansatz mindestens 200 transformierte und mindestens 200 nicht-
transformierte Zellen ausgezahlt. Die Zahlung erfolgte an unterschiedlichen Schnittebenen des jeweiligen
Spharoids. Durch die Wahl der Schnitt- und Zahltechnik war sichergestellt, da identische Zellen nicht
mehrfach ausgezahlt wurden. Auf der X-Achse sind die Entnahmetage (0 bis 6) aufgetragen, auf der Y-
Achse der zugeordnete Prozentsatz (0 bis 100%) apoptotischer Zellen in der Bis-Benzimidin-Farbung.
Ausgefillte Dreiecke symbolisieren transformierte 208Fsrc3*-Zellen, nicht-ausgefillte Kreise stellen nicht-
transformierte 208F*-Zellen dar. A: Ansatz A; B: Ansatz B.

Zusammenfassung: Das Verhalten groBerer Gruppen transformierter Zellen in der Innenzone

dhnelt dem Verhalten einzelner transformierter Zellen in der Innenzone. Unter den dargestellten
Bedingungen ist eine selektive Elimination transformierter 208Fsrc3*-Fibroblasten durch nicht-
transformierte 208F*-Fibroblasten bis Tag 6 in der Innenzone des Sphiroids nicht zu beobachten.
Auch transformierte Zellen in direktem Kontakt mit nicht-transformierten Zellen zeigen keine
ausgeprigteren apoptotischen Verdnderungen als weiter entfernt gelegene transformierte Zellen.
Beide Zellarten zeigen einen Prozentsatz apoptotischer Zellen zwischen ca. 5% bis 50%, wobei die
nicht-transformierten 208F*-Fibroblasten stets einen deutlich hoheren Prozentsatz apoptotischer

Kerne aufweisen.
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3.5 Die Apoptosezone

3.5.1 Entwicklung einer Apoptosezone

Die mikroskopische Morphologie der Sphdroide im 208F/208Fsrc3-System und derer im
C127/C127M5-System (A. Schmidtmann, unpublished) unterschied sich deutlich voneinander,
obwohl ansonsten die gleiche Technik verwendet wurde. Auch unterschied sich die Morphologie
der Sphéroide im 208F/208Fsrc3-System vom sonst hdufig beobachteten dreischichtigen Aufbau in
anderen Zellsystemen (Mueller-Klieser, 1987). Die wesentlichsten Unterschiede bestehen dabei im
Auftreten einer sogenannten Apoptosezone und dem Fehlen einer zentralen Nekrosezone im
208F/208Fsrc3-System. Das Auftreten einer Apoptosezone war ein Phinomen, das sich durch alle
Versuche im 208F/208F-System hindurch verfolgen lief3.

Stellvertretend und zur Illustration sei hier ein Versuch genannt, bei dem die Entwicklung einer
Apoptosezone im zeitlichen Verlauf sehr gut verfolgt werden konnte (Versuch 15). Es handelte sich
dabei um Kokultur-Sphéroide, die einzelne 208Fsrc3*-Zellen in einem Uberschuf3 aus 208F-Zellen
enthielten (sowie einen Mantel aus 208F). Entstandene Sphéroide wurden an Tag 0, 2 und 6
entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Abbildung 24 zeigt die gewonnenen
Schnitte von Tag 0 und 2 in Ubersichts-, mittlerer und starker VergréBerung, sowie Ubersichts- und
Detailaufnahmen von Tag 6. Bereits an Tag O (Abbildung 24 A-C) ist der in 3.2 beschriebene
dreischichtige Aufbau zu erkennen, jedoch mit zu diesem Zeitpunkt noch schwach ausgeprigter
Apoptosezone (geringe Breite). Im weiteren Verlauf (Tag 2) erkennt man eine massive
Breitenzunahme der Apoptosezone, die man leicht durch die vielen fragmentierten, kondensierten
Kerne und Zelltriimmer von der intakten Mantel- und Innenzone unterscheiden kann (Abbildung 24
D-F). SchlieBlich zeigen die Detailaufnahmen von Tag 6 den Ubergangsbereich zwischen
Apoptosezone und Innenzone (Abbildung 24 H) sowie Mantel- und Apoptosezone (Abbildung 24 I);
die Apoptosezone hat nicht mehr wesentlich an Breite zugenommen; Zellen in der Innenzone

erscheinen in der Bis-Benzimidin-Fiarbung zum Grofteil weiterhin intakt.
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Abbildung 24: Entwicklung einer Apoptosezone im zeitlichen Verlauf

Versuch 15 (V5): Versuchsbeschreibung siehe Legende zu Abbildung 14. A-C: Tag 0; D-F: Tag 2; G-I: Tag
6; Nebeneinander sind stets Ausschnitte desselben Spharoids dargestellt. A, D: Ubersicht, Filter 4; B, E:

mittlere VergroRerung, Filter 4; C, F: starke VergroRerung, Filter 4; G: Ubersicht, Filter 1; H: Zentrum, starke
VergroéRerung, Filter 1; I: Randbereich, starke VergrofRerung, Filter 1.
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Zusammenfassung: Im 208F/208Fsrc3-System entwickelt sich im Verlauf der Sphéroid-Kultur

eine charakteristische Apoptosezone, die sich durch fragmentierte, kondensierte Kerne,
Zelltrimmer und zahlreiche Leerrdume von der Mantel- und Innenzone unterscheiden 146t. Das
Ausmal} dieser Apoptosezone nimmt anfangs zu, meist bleibt jedoch ein intaktes Zentrum

(Innenzone) iiber den gesamten Beobachtungszeitraum erhalten.

3.5.2 Keine Abhangigkeit der Apoptosezone von der Interaktion transformierter und nicht-
transformierter Zellen — Teil 1

Es stellte sich die Frage, ob das Auftreten einer Apoptosezone eventuell durch die Interaktion
transformierter Zellen mit nicht-transformierten Zellen im Sphiroid-Ansatz bedingt sein konnte, da
bis zu diesem Zeitpunkt stets Kokulturen transformierter und nicht-transformierter Zellen
verwendet worden waren. Folglich lag es nahe, parallel zu Kokulturen (einzelne transformierte
Zellen in einem UberschuB von nicht-transformierten Zellen) auch Reinkulturen der entsprechenden
Zellart auf das Auftreten einer Apoptosezone zu testen (Versuch 16). Zu diesem Zweck wurden vier
verschiedene parallele Ansétze hergestellt:
A) Reinkultur aus nicht-transformierten Zellen (Bauplan I)
B) Kokultur aus einzelnen markierten, transformierten Zellen und nicht-transformierten Zellen im
UberschuB (Bauplan II)
C) Reinkultur aus transformierten Zellen (Bauplan I)
D) Reinkultur aus transformierten Zellen, jedoch einzelne davon markiert (Bauplan II)
Sollte die Apoptosezone auf der Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
beruhen, so wire zu erwarten, dal} diese ausschlieBSlich in Ansatz B auftreten sollte. Ansatz D diente
einem anderen Zweck (Untersuchung des Proliferationsverhaltens transformierter Zellen in der
Innenzone, siehe 3.3.2), kann jedoch als interne Kontrolle verwendet werden. Zur
Veranschaulichung soll zunichst das morphologische Aussehen der verschiedenen Ansitze (A-C)
an Tag O (Abbildung 25) und 6 (Abbildung 26) dargestellt werden (Ansatz D entspricht Ansatz C bis
auf das Vorhandensein markierter Zellen; nicht gezeigt). Ansatz A (Abbildung 25 A-B) und B
(Abbildung 25 C-D) zeigen an Tag 0 bereits deutlich die Ausbildung einer Apoptosezone, wihrend
Ansatz C (Abbildung 25 E-F) sehr locker erscheint und keine sichtbare Apoptosezone erkennen 143t
(in Ansatz B fallen die rot markierten 208Fsrc3*-Zellen auf). An Tag 6 (Abbildung 26) ist in allen
drei dargestellten Ansétzen eine Apoptosezone nachweisbar, wobei diese in Ansatz C (Abbildung 26
E-F) schwer zu lokalisieren ist. Wiederum erscheint Ansatz C sehr viel lockerer und weniger
strukturiert als die restlichen Ansétze. Generell hat an Tag 6 der Prozentsatz apoptotischer Zellen
stark zugenommen.

Die Entstehung einer Apoptosezone sollte in diesem Versuch nicht nur festgestellt, sondern
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moglichst auch quantifiziert werden. Dazu wurde an jedem Beobachtungszeitpunkt der Prozentsatz
apoptotischer Zellen nach Ansatz und Zone getrennt bestimmt. Abbildung 27 zeigt die in dieser
Weise erhobenen Befunde. Man sieht, daB sich in allen Ansédtzen zu mindestens einem Zeitpunkt
eine Apoptosezone (mit hoherem Prozentsatz apoptotischer Zellen als in den zwei benachbarten
Zonen) ausbildete. Zu spéteren Zeitpunkten hin nahm auch in der Innenzone in allen Sphéiroiden der
Prozentsatz apoptotischer Zellen zu, wihrend die Mantelzone meist einen sehr niedrigen Anteil
apoptotischer Zellen zeigte. Ansitze, die nicht-transformierte 208F-Zellen in der Mehrzahl
enthielten (A und B) zeigten insgesamt gesehen einen deutlich héheren Prozentsatz apoptotischer
Zellen sowie einen frilheren Beginn (Tag 0 im Gegensatz zu Tag 2) der apoptotischen

Verianderungen als Ansétze, die ausschlieflich transformierte 208Fsrc3-Zellen enthielten (C und D).

Zusammenfassung: Die Ausbildung einer Apoptosezone tritt in 208F und 208Fsrc3-Reinkultur-

Sphéroiden ebenso auf, wie in Kokultur-Sphéroiden. Es scheint sich damit nicht um eine Interaktion
zwischen transformierten und nicht-transformierten Zellen zu handeln. 208Fsrc3-Reinkultur-
Sphiroide sind deutlich lockerer aufgebaut und weniger strukturiert als 208F-Reinkultur oder
208F/208Fsrc3-Kokultur-Sphiroide. Apoptotische Verdnderungen treten in 208Fsrc3-Reinkultur-

Sphéroiden spiter und weniger stark ausgeprégt auf.
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Abbildung 25: Apoptosezone und Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
Versuch 16 (V11): Herstellung von Kokultur- und Reinkultur-Spharoiden (Bauplan Il bzw. 1): Insgesamt
wurden 4 Ansatze hergestellt (bennannt mit Ansatz A-D); bildlich dargestellt sind nur Ansatz A-C.

A-B: Ansatz A: Reinkultur aus 208F, Passage 17; Spharoid bestehend aus 800.000 Zellen, kein Mantel.
C-D: Ansatz B: Kokultur aus 208F, Passage 17 und 208Fsrc3*, Passage 10 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um
Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im Verhaltnis 40:1; Spharoid mit insgesamt 800.000 Zellen, kein
Mantel.

E-F: Ansatz C: Reinkultur aus 208Fsrc3, Passage 10; Spharoid bestehend aus 800.000 Zellen, kein Mantel.
(Ansatz D: Reinkultur aus 208Fsrc3, Passage 10 und 208Fsrc3*, Passage 10 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um
Fluospheres rot in 20 ml Medium, 24h) im Verhaltnis 40:1; Spharoid mit insgesamt 800.000 Zellen, kein
Mantel). Zentrifugation, statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A, C, E: Tag 0, Ubersicht, Filter 4;
B, D, F: Tag 0, starke Vergrof3erung, Filter 4.
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Abbildung 26: Apoptosezone und Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
Versuch 16 (V11): Versuchsaufbau siehe Legende zu Abbildung 25.

A-B: Ansatz A; C-D: Ansatz B; E-F: Ansatz C.

A, C, E: Tag 6, Ubersicht, Filter 4; B, D, F: Tag 6, starke VergroRerung, Filter 4.
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Abbildung 27: Apoptosezone und Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
Sphéaroide (jeweils 2 pro Ansatz) wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 enthommen und der Prozentsatz
apoptotischer Zellen nach Zone (Mantelzone, Apoptosezone, Innenzone) und Ansatz getrennt ermittelt
(ohne Berticksichtigung der Markierung mit Fluospheres). Dabei wurde folgendermalfien vorgegangen: In der
Mantelzone wurde von aufRen nach innen gezahlt (um mdglichst den Ubergangsbereich Mantelzone-
Apoptosezone auszusparen), bis mindestens 200 Zellen ausgewertet waren. In der angrenzenden
Apoptosezone wurde ebenso verfahren, wobei sich die Zahlung angesichts der Zelltrimmer und Leerraume
sehr schwierig gestaltete. Zur Zahlung apoptotischer Zellen in der Innenzone wurde von innen nach auf3en
gezahlt, um wiederum den Ubergangsbereich Innenzone-Apoptosezone mdglichst auszusparen; es wurden
ebenfalls mindestens 200 Zellen beurteilt. Durch die Schnitt- und Zahltechnik war gewahrleistet, daf
identische Zellen nicht mehrfach ausgezahlt wurden. Um der Genauigkeit der Zahlung Rechnung zu tragen,
wurden die gewonnenen Werte in vier Kategorien eingeteilt (0%-25%, 26%-50%, 51%-75% und 76-100%
apoptotischer Zellen in der Bis-Benzimidin-Farbung). In x-Richtung sind die Entnahme-Zeitpunkte
aufgetragen, in y-Richtung die vier verschiedenen Ansatze (A-D: Ansatz A-D von oben nach unten); links ist
jeweils der schematische Aufbau nochmals dargestellt. Die schematische Einteilung der Ansatze in 3
konzentrische Zonen entspricht der Einteilung in Mantelzone, Apoptosezone und Innenzone. Je dunkler die
jeweilige Zone schraffiert ist, desto héher war der Anteil apoptotischer Zellen in der Bis-Benzimidin-Farbung
(Skala rechts von der Grafik).

3.5.3 Keine Abhangigkeit der Apoptosezone von der Interaktion transformierter und nicht-
transformierter Zellen — Teil 2

Weiterhin war die Frage zu kldren, ob eventuell die dreidimensionale Anordnung transformierter
und nicht-transformierter Zellen fiir die Entstehung einer Apoptosezone verantwortlich sein konnte,
insbesondere aber, ob die Herstellung von Sphéroiden in Kern-Mantel-Technik aus transformierten
und nicht-transformierten Zellen (Kokultur) eine spezifische Interaktion zwischen den beiden
Zellarten durch Entstehung einer Apoptosezone an der (vermuteten) Grenzfliche vortduschen
konnte.

Zu diesem Zweck wurden Kokultur- und Reinkultur-Sphiroide in Kern-Mantel-Technik hergestellt,

und die mogliche Entwicklung einer Apoptosezone beobachtet (Versuch 17). Dazu wurden
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insgesamt vier Ansdtze verfolgt:
A) Kern und Mantel bestehend aus blau markierten, nicht-transformierten Zellen (Reinkultur,
Bauplan I+I11)
B) Kern bestehend aus blau markierten, nicht-transformierten Zellen, Mantel bestehend aus rot
markierten, transformierten Zellen (Kokultur, Bauplan I+I1I)
C) Kern und Mantel bestehend aus rot markierten, transformierten Zellen (Reinkultur, Bauplan
[+I1I)
D) Kern bestehend aus rot markierten, transformierten Zellen, Mantel bestehend aus blau
markierten, nicht-transformierten Zellen (Kokultur, Bauplan I+III)
Durch diese vier Ansétze wurden alle denkbaren Mdoglichkeiten der Anordnung transformierter und
nicht-transformierter Zellen in Kern-Mantel-Technik durchgespielt. Sollte die Entstehung einer
Apoptosezone auf der rdumlichen Interaktion der beiden Zellpopulationen beruhen, so sollte diese
ausschlieBlich in den Ansédtzen B und D nachweisbar sein. Zunédchst soll wiederum die Morphologie
der entstandenen Sphéroide (Ansatz A-D) an Tag 0 und 6 dargestellt werden (Abbildung 28 und 29).
An Tag O (Abbildung 28) erkennt man in Ansatz B (Abbildung 28 B) und D (Abbildung 28 D)
deutlich den jeweiligen Aufbau aufgrund der unterschiedlich gefarbten Kerne und Mintel. Es fillt
auf, daB3 die aufgelagerten Mintel sehr diinn erscheinen. Eine typische Apoptosezone ist nicht
sichtbar. An Tag 6 (Abbildung 29) erkennt man in allen Ansétzen den typischen dreischichtigen
Aufbau, der in reinen 208Fsrc3*-Spharoiden (Ansatz C, Abbildung 29 C) schwerer erkennbar ist
(lockerer Aufbau). Es erscheint in Kokultur-Sphéroiden nicht méglich, die Apoptosezone mit einer
spezifisch gefdrbten Zellart zu identifizieren.
Um die entstethende Apoptosezone zu quantifizieren, wurde wieder an jedem
Beobachtungszeitpunkt der Prozentsatz apoptotischer Zellen nach Ansatz und Zone getrennt
bestimmt. Abbildung 30 zeigt die in dieser Weise erhobenen Befunde. Man sieht, dal} sich in allen
Ansédtzen zu mehreren Zeitpunkten eine Apoptosezone ausbildete (mit hoherem Prozentsatz
apoptotischer Zellen als in den zwei benachbarten Zonen). An Tag 0 war in keinem der Ansétze
eine deutliche Apoptosezone nachweisbar. Bei diesem Versuch blieb bei allen Ansdtzen bis Tag 6
eine relativ intakte Innenzone erhalten, ebenso wies die Mantelzone stets einen sehr niedrigen
Anteil apoptotischer Zellen auf. Es zeigten sich keine deutlichen Unterschiede in der Zellvitalitét
zwischen Sphiroiden, die ausschlieBlich nicht-transformierte (Ansatz A) oder transformierte Zellen

(Ansatz C) enthielten.
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Abbildung 28: Apoptosezone und Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
Versuch 17 (V12): Herstellung von Spharoiden in Kern-Mantel-Technik (Bauplan I+111): Insgesamt wurden 4
parallele Ansatze hergestellt (benannt mit Ansatz A-D).

A: Ansatz A: Kern bestehend aus 400.000 208F*, Passage 21 (*= markiert mit 2*50 ul 0,1 um Fluospheres
blau in 40 ml Medium, 72h). Mantel bestehend aus 400.000 208F*, Passage 21 (*= markiert mit 2*50 ul 0,1
um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 72h).

B: Ansatz B: Kern bestehend aus 400.000 208F*, Passage 21 (*= markiert mit 2*50 ul 0,1 um Fluospheres
blau in 40 ml Medium, 72h). Mantel bestehend aus 400.000 208Fsrc3*, Passage 14 (*= markiert mit 150 pl
0,5 um Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h).

C: Ansatz C: Kern bestehend aus 400.000 208Fsrc3*, Passage 14 (*= markiert mit 150 pl 0,5 um
Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h). Mantel bestehend aus 400.000 208Fsrc3*, Passage 14 (*= markiert
mit 150 pl 0,5 um Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h).

D: Ansatz D: Kern bestehend aus 400.000 208Fsrc3*, Passage 14 (*= markiert mit 150 pl 0,5 um
Fluospheres rot in 40 ml Medium, 8h). Mantel bestehend aus 400.000 208F*, Passage 21 (*= markiert mit
2*50 pl 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 72h). Zentrifugation, statische Costar-Kultur, Bis-
Benzimidin-Farbung. A-D: Tag 0, starke VergrdRRerung, Filter 4.
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Abbildung 29: Apoptosezone und Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
Versuch 17 (V12): Versuchsaufbau siehe Legende zu Abbildung 28.
A: Ansatz A; B: Ansatz B; C: Ansatz C: D: Ansatz D; A-D: Tag 6, starke VergrdlRerung, Filter 4.
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Abbildung 30: Apoptosezone und Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen
Spharoide wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 entnommen und der Prozentsatz apoptotischer Zellen nach Zone
(Mantelzone, Apoptosezone, Innenzone) und Ansatz getrennt ermittelt (ohne Bericksichtigung der
Markierung mit Fluospheres). Zahl- und Auswertungstechnik siehe Legende zu Abbildung 27. In x-Richtung
sind die Entnahme-Zeitpunkte aufgetragen, in y-Richtung die vier verschiedenen Ansatze (A-D: Ansatz A-D
von oben nach unten); links ist jeweils der schematische Aufbau nochmals dargestellt. Die schematische
Einteilung der Ansatze in 3 konzentrische Zonen entspricht der Einteilung in Mantelzone, Apoptosezone und
Innenzone. Je dunkler die jeweilige Zone schraffiert ist, desto héher war der Anteil apoptotischer Zellen in
der Bis-Benzimidin-Farbung (Skala rechts von der Grafik).

Zusammenfassung: Eine Apoptosezone tritt in Kern-Mantel Spharoiden unabhingig davon auf, ob

es sich um Rein- oder Kokulturen transformierter und nicht-transformierter Zellen handelt. Die
entstehende Apoptosezone 14Bt sich dabei in Kokultur-Sphéroiden keiner bestimmten Zellart
zuordnen. Sie scheint damit unabhédngig von der Interaktion transformierter und nicht-
transformierter Zellen zu sein, kann aber eine solche Interaktion in Kern-Mantel-Versuchen
vortduschen. Unter den dargestellten Versuchsbedingungen erschienen die Zellen insgesamt
deutlich vitaler als z.B. in Versuch 16; auch waren keine deutlichen Unterschiede in der Zellvitalitat

zwischen 208F* und 208Fsrc3*-Reinkultur-Sphiroiden festzustellen.

3.5.4 Verschiedene mdgliche Einflussfaktoren

Nachdem der EinfluB der Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen auf die
Entstehung der Apoptosezone untersucht worden war, stellte sich die Frage, welche anderen
moglichen EinfluBfaktoren vorhanden sein konnten. Die Vermutung lag nahe, daf3 es sich bei der
Apoptosezone eventuell um ein Phdnomen handeln koénnte, das mit der initialen Vitalitdt und

Energieversorgung im Sphiroid zusammenhédngt, da Tendenzen zur Entwicklung einer
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Apoptosezone teilweise schon an Tag 0, also sehr kurz nach Aufbau der Sphéroide, sichtbar waren.
Um die Wirkung der zu priifenden Einfliisse messen zu kdnnen, muflte eine andere Mdoglichkeit zur
Quantifizierung der Apoptosezone gefunden werden, da die bisher verwendete Auszdhlung

apoptotischer Zellen in der Apoptosezone zu ungenau erschien.

3.5.4.1 Zelldichte der Zellkulturflaschen

Bei der Herstellung von Sphéroiden wurden in den vorherigen Versuchen stets moglichst dicht
bewachsene Zellkulturflaschen verwendet, da hiermit die Ausbeute an Sphéroiden pro
Zellkulturflasche am hochsten war. Dabei blieb jedoch unberiicksichtigt, daBl konfluente
Zellkulturen  durchaus andere  Eigenschaften  hinsichtlich  Néhrstoffverbrauch  und
Zellzyklusverteilung haben, als in der exponentiellen Wachstumsphase befindliche (Bredel-Geissler
etal., 1992).

Ein Einfluf3 auf die Ausbildung der Apoptosezone schien nicht unwahrscheinlich; deshalb wurden
in folgendem Versuch (Versuch 18) parallel Sphiroide aus ,wenig dicht bewachsenen*
Zellkulturflaschen (Ansatz A) und ,,dicht bewachsenen (konfluenten)* Zellkulturflaschen (Ansatz
B) hergestellt und der EinfluB auf die Apoptosezone mit einer neuen MeBmethode (Breite der
Apoptose- bzw. der Mantelzone; Quotient) quantifiziert. Beriicksichtigt wurden nur 208F-
Reinkultur-Sphéroide; 208Fsrc3-Reinkultur-Sphéroide wurden zwar hergestellt, eine genaue
quantitative Auswertung erwies sich aber als nicht machbar (lockerer Aufbau). Zur
Veranschaulichung der MeBBmethode soll Abbildung 31 dienen. Gezeigt wird ein A-Ansatz (,,wenig
dicht®, Tag 2). Dabei handelt es sich um zwei Ausschnitte aus ein- und demselben Sphéroid. Man
erkennt einmal eine breite Mantelzone mit darunterliegender breiter Apoptosezone (Abbildung 31 A)
und zum anderen eine schmale Mantelzone mit darunterliegender schmaler Apoptosezone
(Abbildung 31 B). Die zwei Melparameter (Breite der Apoptose- bzw. Mantelzone) wurden zur
Verdeutlichung eingetragen. Unter Verwendung dieser Parameter wurden die Ansitze
folgendermallen ausgewertet: Zu jedem MeBpunkt wurden (nach Ansatz getrennt) die Breite der
Apoptose- bzw. Mantelzone mehrfach bestimmt und der Quotient (Breite der Apoptosezone / Breite
der Mantelzone) berechnet. Dadurch sollte ein eventueller Einflul der Breite der Mantelzone auf
die Breite der Apoptosezone vom Einflu der Dichte der Zellkulturflaschen getrennt werden.
Abbildung 32 zeigt die gewonnenen Ergebnisse fiir die Breite der Mantel- und Apoptosezone der
zweil Ansitze. Die Breite der Mantelzone zeigt kaum eine Abhédngigkeit von der Dichte der Zellen
in der Zellkulturflasche. Es ist kein eindeutiger Trend erkennbar (zumal, wenn man die
Standardabweichungen beriicksichtigt). Die Breite der Mantelzone bewegt sich ca. zwischen 10-20

Zellagen. Die Breite der Apoptosezone 148t jedoch eine geringe Abhédngigkeit vermuten. Stets ist



79 Ergebnisse

die Apoptosezone in den Sphéroiden des B-Ansatzes (dicht) breiter als in denen des A-Ansatzes
(wenig dicht); besonders ausgeprigt an Tag 2. Eine sichere Aussage 146t sich jedoch angesichts der
Standardabweichungen nicht machen. Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse fiir den Quotienten (Breite
der Apoptosezone / Breite der Mantelzone). Auch in dieser Darstellung kann man eine
Abhéngigkeit der Apoptosezone bzw. der Mantelzone von der Dichte der Zellkulturflaschen
vermuten. Der Quotient der B-Ansitze ist stets groBer (schmalere Mantelzone bzw. breitere
Apoptosezone) als derjenige der A-Ansdtze (breitere Mantelzone bzw. schmalere Apoptosezone),
spricht also insgesamt filir eine grofere Vitalitit von Sphéroiden aus weniger dichten

Zellkulturflaschen. Allerdings verbieten die grolen Standardabweichungen definitive Aussagen.

Zusammenfassung: Die gewonnenen Daten lassen einen EinfluB3 der Dichte der Zellkulturflaschen

auf die ,,Vitalitdt“ von 208F-Reinkultur-Spharoiden vermuten. Definitive Aussagen verbieten sich

jedoch aufgrund der groen Standardabweichungen.

Abbildung 31: EinfluB der Zelldichte der Zellkulturflaschen; neue MeBmethode

Versuch 18 (V13): Herstellung von Reinkultur-Spharoiden (Bauplan 1): Es wurden 2 Ansatze hergestellt
(benannt mit Ansatz A-B).

Ansatz A: Reinkultur aus 208F, Passage 24; Zellen aus ,wenig dicht bewachsenen Flaschen® (nach 2-
tagigem Wachstum nach 1:5 splitten; ca. 2.500.000 Zellen pro Zellkulturflasche); Spharoid bestehend aus
800.000 Zellen, kein Mantel.

Ansatz B: Reinkultur aus 208F, Passage 24; Zellen aus ,dicht bewachsenen Flaschen® (nach 4-tdgigem
Wachstum nach 1:5 splitten; ca. 9.510.000 Zellen pro Zellkulturflasche, konfluent); Sphéaroid bestehend aus
800.000 Zellen, kein Mantel. Zentrifugation, statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-Farbung. Dargestellt
sind zwei unterschiedliche Ausschnitte aus demselben Spharoid. A-B: Ansatz A, Tag 2, mittlere
VergroRerung, Filter 4 (m= Breite der Mantelzone, a= Breite der Apoptosezone).



80 Ergebnisse

50

N
(=]
i

w
[}
1
—

BREITE (Zellschichten)

ZEIT (Tage)

| Ansatz A o Ansatz A ] AnsatzB [ Ansatz B
"wenig dicht" "wenig dicht" "dicht" "dicht"
Mantelzone Apoptosezone Mantelzone Apeptosezone

Abbildung 32: EinfluB der Zelldichte der Zellkulturflaschen; neue MeBmethode

Sphéaroide (jeweils 2 pro Ansatz) wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 enthommen und folgendermalen
ausgewertet: Zu jedem MeRpunkt wurden pro Ansatz 29 Messungen der Breite der Mantelzone (in
Zellschichten) und der Breite der Apoptosezone (in Zellschichten) vorgenommen (an unterschiedlichen
Schnittebenen der jeweils 2 entnommenen Sphéroide). Daraus wurden jeweils Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. In x-Richtung sind die Entnahme-Tage aufgetragen (0 bis 6), in y-
Richtung die Breite der jeweiligen Zellschicht (0 bis 50 Zellagen). An jedem Entnahme-Tag symbolisieren die
zwei linken Saulen (helle Schraffur) Ansatz A (wenig dicht), davon die Linke die Breite der Mantelzone und
die Rechte die Breite der Apoptosezone. Die zwei rechten Saulen (dunklere Schraffur) symbolisieren Ansatz
B (dicht), davon die Linke die Breite der Mantelzone und die Rechte die Breite der Apoptosezone (Legende
unterhalb der Grafik). Standardabweichungen sind eingetragen.
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Abbildung 33: EinfluB der Zelldichte der Zellkulturflaschen; neue MeBmethode

Auswertungs- und Meftechnik siehe Legende zu Abbildung 32. Der Quotient (Breite der Apoptosezone /
Breite der Mantelzone) wurde zu jedem MelRwertepaar berechnet und anschlieBend Mittelwert und
Standardabweichung gebildet. In x-Richtung sind wiederum die Entnahme-Tage aufgetragen (0 bis 6), in y-
Richtung der berechnete Quotient (0 bis 2, dimensionslos). An jedem Entnahme-Tag symbolisiert die linke
Saule (helle Schraffur) Ansatz A (wenig dicht), die rechte Saule (dunkle Schraffur) Ansatz B (dicht).
Standardabweichungen sind eingetragen (Legende unterhalb der Grafik).

3.5.4.2 Serumkonzentration und Taurin

Als weiterer Einflu3faktor war die Nahrstoffkonzentration im Zellkultur-Medium denkbar, da die

Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen durch Diffusion in vielen Sphiroidmodellen einen

kritischen Punkt darstellt. Zusitzlich sollte der EinfluB von Taurin, einem spezifischen HOCI-

Féanger, getestet werden. Dazu wurden 4 parallele Ansdtze (A-D) hergestellt, die FKS in

unterschiedlicher Konzentration enthielten, bzw. zu denen FKS in hoherer Konzentration zu

unterschiedlichen Zeitpunkten zugesetzt wurde, sowie ein Ansatz mit 20 mM Taurin (Versuch 19):

A) Medium mit 5% FKS wéhrend der gesamten Versuchsdauer

B) Medium mit 5% FKS wihrend der Monolayer-Kultur und 15% FKS wihrend der
Spharoidkultur

C) Medium mit 15% FKS wéhrend Monolayer- und Sphéroidkultur

D) Medium mit 5% FKS wiéhrend Monolayer- und Sphéroidkultur und zusétzlich 20 mM Taurin
wihrend der Sphéaroidkultur

Ausgewertet wurden ausschlieBlich 208F-Reinkultur-Sphiroide (Bauplan I). 208Fsrc3-Sphiroide
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wurden zwar hergestellt; durch ihren lockeren Aufbau war eine quantitative Auswertung jedoch
nicht machbar. Um auch geringe Unterschiede zwischen den verschiedenen Ansitzen erkennen zu
konnen, wurde wieder dieselbe MeBtechnik wie im vorhergehenden Versuch (siche Legende zu den
Abbildungen 31-33) verwendet. Abbildung 34 stellt die gewonnenen Ergebnisse dar. Das obere
Schaubild zeigt die Messungen der Breite der Mantelzone, das Mittlere die Breite der Apoptosezone
und das Untere den beschriebenen Quotienten. Die Breite der Mantelzone zeigt keine ausgepragte
Abhingigkeit von der verwendeten FKS-Konzentration bzw. dem Zusatz von Taurin. Sie bewegt
sich wihrend des gesamten Versuchsablaufes zwischen ca. 15-30 Zellagen mit einem Mittelwert
von ca. 20 und nimmt bis Tag 6 etwas an Breite ab. Die Breite der Apoptosezone und der
berechnete Quotient (Breite der Apoptosezone / Breite der Mantelzone) zeigen Unterschiede in den
vier Ansitzen, jedoch 146t sich kein eindeutiger Trend erkennen. An Tag 2 zum Beispiel ist die
Apoptosezone in Ansatz C (,,15% FKS friih*) stark ausgepréigt, wihrend sie in Ansatz A (,,5%
FKS*) schwicher ausgeprigt ist. Die Verhiltnisse kehren sich an Tag 4 um, und &hneln an Tag 6
wieder denen von Tag 2. Beachtet man zusitzlich die relativ grolen Standardabweichungen, lassen
sich kaum definitive Aussagen treffen, auler dal Taurin ebenso wie hohere FKS-Konzentrationen

nicht vor der Entstehung einer Apoptosezone zu schiitzen vermochten.

Zusammenfassung: Die Erhéhung der FKS-Konzentration wéhrend der Sphéroidkultur bzw.

wiahrend der Monolayer- und Sphéroidkultur sowie der Zusatz von Taurin wihrend der
Sphéroidkultur schiitzen in 208F-Reinkultur-Sphéroiden nicht vor der Entstehung einer
Apoptosezone. Die Breite der Mantelzone bleibt von den erwdhnten Bedingungen nahezu

unbeeinfluflt, sie nimmt jedoch wihrend des Versuchsablaufs leicht ab.
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Abbildung 34: EinfluB unterschiedlicher Serumkonzentrationen sowie von Taurin

Versuch 19 (V14): Herstellung von Reinkultur-Spharoiden (Bauplan 1): Insgesamt wurden 8 Ansatze
hergestellt; ausgewertet wurden jedoch nur 4 (bennannt mit Ansatz A-D).

Ansatz A: Reinkultur aus 208F, Passage 29; Medium mit 5% FKS (Standard) wahrend der gesamten
Versuchsdauer (,Medium mit 5% FKS*); Sphéroid bestehend aus 800.000 Zellen, kein Mantel.

Ansatz B: Reinkultur aus 208F, Passage 29; Medium mit 5% FKS wahrend der Monolayer-Kultur (Standard)
und mit 15% FKS wahrend der Spharoidkultur (,15% FKS spét®); Spharoid bestehend aus 800.000 Zellen,
kein Mantel.

Ansatz C: Reinkultur aus 208F, Passage 29; Medium mit 15% FKS wahrend der Monolayer-Kultur und der
Spharoidkultur (,15% FKS friih“); Spharoid bestehend aus 800.000 Zellen, kein Mantel.

Ansatz D: Reinkultur aus 208F, Passage 29; Medium mit 5% FKS (Standard) wahrend der gesamten
Versuchsdauer, zusatzlich 20mM Taurin wahrend der Spharoidkultur (,20 mM Taurin spéat‘); Spharoid
bestehend aus 800.000 Zellen, kein Mantel. Das Medium wurde wahrend der Spharoidkultur taglich durch
dem Ansatz entsprechendes Medium ersetzt. Zentrifugation, statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-
Farbung.

Spharoide (jeweils 2 pro Ansatz, auer Tag 0: 1 pro Ansatz) wurden an Tag 0, 2, 4 und 6 enthommen und
ausgewertet (Auswertung- und Meftechnik siehe Legende zu den Abbildungen 31-33). Das obere Schaubild
zeigt die Messungen der Breite der Mantelzone, das Mittlere die Breite der Apoptosezone und das Untere
den beschriebenen Quotienten. In x-Richtung sind jeweils die Entnahme-Tage aufgetragen (0 bis 6), in y-
Richtung die Breite der jeweiligen Zellschicht (0 bis 50 Zellagen) bzw. der berechnete Quotient (0 bis 3,
dimensionslos). An jedem Entnahme-Tag symbolisieren die Saulen von links nach rechts (helle bis dunkle
Schraffur) jeweils Ansatz A bis D (Legende unterhalb der Grafik). Standardabweichungen sind eingetragen.
An Tag 0 waren Ansatz C und D (von denen jeweils nur ein Exemplar existierte, das durch Probleme beim
Schneidevorgang verloren ging) nicht beurteilbar.
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3.5.5 Charakterisierung des Zelluntergangs mit Hilfe der TUNEL-Reaktion

Bisher wurde die entstehende Apoptosezone aufgrund ihrer Morphologie in der Bis-Benzimidin-
Féarbung als solche charakterisiert. Im folgenden sollte durch eine zweite Farbemethode iiberpriift
werden, ob es sich bei dem beobachteten Phidnomen tatséchlich um apoptotische Verdnderungen
handelte. Dazu wurden Sphiroid-Schnitte zunichst mit der TUNEL-Farbung angeférbt, die DNA-
Strangbriiche darstellt (typisches Apoptose-Merkmal, siche 2.1.3), und anschliefend mit der Bis-
Benzimidin-Farbung, um einen direkten Vergleich im selben Sphiroid-Schnitt zu ermoglichen
(durch Verwendung eines spezifischen Fluoreszenz-Filters). Hergestellt wurden 208F- (Ansatz A)
und 208Fsrc3- (Ansatz B) Reinkultur-Sphiroide (Versuch 20), die 5% FKS wéhrend der
Monolayer-Kultur und 15% FKS wéhrend der Sphéroid-Kultur erhielten. Sphéaroide wurden an Tag
2 und 6 (Ansatz A) bzw. an Tag 8 (Ansatz B) entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop
(mit spezifischen Filtern) betrachtet. Abbildung 35-36 zeigen Ansatz A, Tag 2 (Abbildung 35) und 6
(Abbildung 36). Man erkennt in der TUNEL-Féarbung (Abbildung 35-36 A,C,E) deutlich eine maBig
hell fluoreszierende innere Zone, sowie eine schwach fluoreszierende, zirkuldr angeordnete duflere
Zone. In der dufleren Zone sowie daran angrenzend sicht man einige einzelne, stark fluoreszierende
Zellkerne. Verglichen mit der Bis-Benzimidin-Féarbung (Abbildung 35-36 B, D, F) erkennt man, dal3
die innere, miBig hell fluoreszierende Zone der Apoptosezone und der Innenzone sowie die dullere,
schwach fluoreszierende Zone der Mantelzone entspricht. Wesentliche Unterschiede zwischen Tag
2 und 6 sind nicht erkennbar. Abbildung 37 zeigt Ansatz B, Tag 8. In der TUNEL-Féarbung
(Abbildung 37 A, C, E) erkennt man deutlich eine zirkuldr angeordnete, hell fluoreszierende Zone,
die nach auflen und innen an kreisformige, weniger stark fluoreszierende Zonen angrenzt.
Verglichen mit der Bis-Benzimidin-Farbung (Abbildung 37 B, D, F) erkennt man, da3 die hell
fluoreszierende Zone mit der Apoptosezone iibereinstimmt, und die zwei weniger stark

fluoreszierenden Zonen mit der Mantel- bzw. Innenzone.
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Abbildung 35: Charakterisierung des Zelluntergangs mit Hilfe der TUNEL-Reaktion

Versuch 20 (V14): Herstellung von Reinkultur-Spharoiden (Bauplan |): Insgesamt wurden 8 Ansatze
hergestellt; beobachtet wurden jedoch nur 2 (benannt mit Ansatz A-B).

Ansatz A: Reinkultur aus 208F, Passage 29; Medium mit 5% FKS wahrend der Monolayer-Kultur (Standard)
und mit 15% FKS wahrend der Spharoidkultur (,15% FKS spat®); Spharoid bestehend aus 800.000 Zellen,
kein Mantel.

Ansatz B: Reinkultur aus 208Fsrc3, Passage 22; Medium mit 5% FKS wahrend der Monolayer-Kultur
(Standard) und mit 15% FKS wahrend der Spharoidkultur (,15% FKS spéat‘); Spharoid bestehend aus
800.000 Zellen, kein Mantel. Das Medium wurde wahrend der Spharoidkultur taglich durch dem Ansatz
entsprechendes Medium ersetzt. Zentrifugation, statische Costar-Kultur, TUNEL- und Bis-Benzimidin-
Farbung. Ansatz A und B wurden mit unterschiedlichen TUNEL-Farbetechniken angefarbt und aufgrund
dessen mit unterschiedlichen Belichtungszeiten fotografiert (Ansatz A: Einbettung mit verbessertem
Antibleichmittel (Brandner); Ansatz B: Einbettung mit Elvanol-Lésung).

A-F: Dargestellt sind unterschiedliche VergréRerungen desselben Spharoids (Ansatz A, 208F-Reinkultur,
Tag 2), mit zwei verschiedenen Filtern aufgenommen. A: Ubersicht, Filter 3; B: Ubersicht, Filter 1; C:
mittlere VergrofRerung, Filter 3; D: mittlere VergréRerung, Filter 1; E: starke Vergrofierung, Filter 3; F: starke
VergroéRerung, Filter 1.
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Abbildung 36: Charakterisierung des Zelluntergangs mit Hilfe der TUNEL-Reaktion
Versuch 20 (V14): Versuchsaufbau siehe Legende zu Abbildung 35. A-F: Dargestellt sind unterschiedliche
VergroRerungen desselben Spharoids (Ansatz A, 208F-Reinkultur, Tag 6), mit zwei verschiedenen Filtern
aufgenommen. A: Ubersicht, Filter 3; B: Ubersicht, Filter 1; C: mittlere VergréRerung, Filter 3; D: mittlere
VergroRerung, Filter 1; E: starke Vergrolerung, Filter 3; F: starke VergréRerung, Filter 1.



87 Ergebnisse

Abbildung 37: Charakterisierung des Zelluntergangs mit Hilfe der TUNEL-Reaktion

Versuch 20 (V14): Versuchsaufbau siehe Legende zu Abbildung 35. A-F: Dargestellt sind unterschiedliche
VergroRerungen desselben Spharoids (Ansatz B, 208Fsrc3-Reinkultur, Tag 8), mit zwei verschiedenen
Filtern aufgenommen. A: Ubersicht, Filter 3; B: Ubersicht, Filter 1; C: mittlere VergroRerung, Filter 3; D:
mittlere Vergréferung, Filter 1; E: starke VergroRerung, Filter 3; F: starke Vergrofierung, Filter 1.

Zusammenfassung: 208F-Reinkultur-Sphéroide zeigen in der TUNEL-Firbung eine deutliche

Zweiteilung in eine schwach fluoreszierende duflere Zone und eine méBig stark fluoreszierende
innere Zone. Diese lassen sich in der Bis-Benzimidin-Farbung mit der Mantelzone (schwache
TUNEL-Fluoreszenz) und der Apoptose- bzw. Innenzone (méBige TUNEL-Fluoreszenz)
identifizieren. Einzelne, stark TUNEL-fluoreszierende Zellen finden sich ausschlieBlich im Bereich
der Mantelzone und der Apoptosezone

208Fsrc3-Reinkultur-Sphéroide zeigen in der TUNEL-Farbung eine deutliche Dreiteilung in eine
mafig stark fluoreszierende dullere Zone, eine stark fluoreszierende mittlere Zone und eine méBig
stark fluoreszierende innere Zone. Diese lassen sich in der Bis-Benzimidin-Farbung mit der

Mantelzone (miBige TUNEL-Fluoreszenz), Apoptosezone (starke TUNEL-Fluoreszenz) und
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Innenzone (méBige TUNEL-Fluoreszenz) identifizieren.

Zu beachten ist die unterschiedliche Farbetechnik und Belichtungszeit der beiden Ansitze.

3.5.5.1 Korrelation zwischen TUNEL- und Bis-Benzimidin-Féarbung

Aus dem im letzten Abschnitt gesagten ergab sich die Frage nach der Korrelation zwischen
TUNEL- und Bis-Benzimidin-Farbung im Sphéroid-System. Eine detaillierte Auswertung wurde
von C. Henke und C. Kuttner (C.Henke, C. Kuttner, unpublished) erstellt.

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB die meisten Zellen in der Innenzone eine maéaBige
Fluoreszenz in der TUNEL-Féarbung =zeigten, obwohl keine Fragmentierung (wohl aber
Kondensierung) erkennbar war. Auch gab es in der Innenzone Kerne, die eindeutige Zeichen der
Fragmentierung in der Bis-Benzimidin-Farbung zeigten, jedoch in der TUNEL-Férbung nur méBige
Fluoreszenz zeigten. Starke Fluoreszenz trat in der Innenzone nicht auf.

Die Apoptosezone zeigte - je nach Firbetechnik - kondensierte, fragmentierte Kerne in der Bis-
Benzimidin-Farbung und méBige bis starke Fluoreszenz in der TUNEL-Férbung.

In der Mantelzone schlieBlich fand sich eine gute Korrelation der beiden Farbemethoden. In der
Bis-Benzimidin-Farbung nicht-kondensierte, nicht-fragmentierte Kerne zeigten in der TUNEL-
Féarbung keine bis schwache Fluoreszenz, wéhrend in der Bis-Benzimidin-Férbung kondensierte,
fragmentierte Kerne in der TUNEL-Farbung meist starke Fluoreszenz zeigten.

Zur Illustration sei folgender Versuch genannt (Versuch 21), wobei Sphiroide aus 208Fsrc3-
Reinkulturen (Bauplan I) verwendet wurden, die lediglich an den Polen angeschnitten waren und
damit ausschlieBlich Mantelzone enthielten. Abbildung 38 zeigt zwei solche Schnittpriparate in
starker Vergroferung in TUNEL- (Abbildung 38 A, C) und Bis-Benzimidin-Farbung (Abbildung 38
B, D) im Vergleich; die beiden Fiarbungen zeigen jeweils denselben Ausschnitt; einzelne Zellkerne
konnen damit direkt verglichen werden. Man erkennt eine sehr gute Korrelation zwischen in der
Bis-Benzimidin-Farbung kondensierten, fragmentierten Kernen und stark fluoreszierenden Kernen
in der TUNEL-Férbung. In der Bis-Benzimidin-Farbung intakte Kerne zeigen in der TUNEL-

Férbung keine bis schwache Fluoreszenz.

Zusammenfassung: TUNEL- und Bis-Benzimidin-Féarbung zeigen unterschiedlich gute

Korrelation, je nachdem, welche Zone im Sphiroid betrachtet wird. Mantelzone und Apoptosezone

zeigen gute bis madfBige Korrelation; die Innenzone scheint ein Sonderfall zu sein.
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Abbildung 38: Korrelation zwischen TUNEL- und Bis-Benzimidin-Farbung (Mantelzone)

Versuch 21 (V14): Herstellung von Reinkultur-Sphéaroiden (Bauplan I): Insgesamt wurden 8 Ansatze
hergestellt; beobachtet wurde nur ein Ansatz:

Reinkultur aus 208Fsrc3, Passage 22; Medium mit 5% FKS (Standard) wahrend der gesamten
Versuchsdauer (,Medium mit 5% FKS*); Spharoid bestehend aus 800.000 Zellen, kein Mantel.

Das Medium wurde wahrend der Spharoidkultur taglich durch dem Ansatz entsprechendes Medium ersetzt.
Zentrifugation, statische Costar-Kultur, TUNEL- und Bis-Benzimidin-Farbung. Nebeneinander sind
dieselben Spharoid-Schnitte (Tag 6) abgebildet, jedoch mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Filtern
aufgenommen. Angeschnitten war nur die Polregion, die ausschliefllich Mantelzone enthielt. A, C: starke
VergréRerung, Filter 3; B, D: starke VergrofRerung, Filter 1.

3.5.6 Versuch zur Herstellung einer Doppel-Apoptosezone

Aus den vorausgehenden Experimenten ergab sich die Idee, die Entstehung einer zweiten,
konzentrischen Apoptosezone zu provozieren (Versuch 22). Dies sollte geschehen, indem zunéchst
Sphéroide aus blau markierten, nicht-transformierten Zellen hergestellt, diese nach zwei Tagen
Sphéroid-Kultur (nachdem man davon ausgehen konnte, daf3 sich eine Apoptosezone gebildet hatte)
nachgefarbt (um eine klare Grenzschicht zu erhalten), und anschlieBend von einem Mantel aus rot
markierten, nicht-transformierten Zellen umgeben werden sollten (Ansatz B) oder nicht (Ansatz
A). Dann sollte in den B-Ansitzen die eventuelle Entstehung einer zweiten Apoptosezone zirkulir
um die erste Apoptosezone beobachtet werden, unter Beriicksichtigung der roten und blauen
Markierung.

Zugrundeliegende Annahme war, dall unter Umstdnden die Umwandlung einer Monolayer-Kultur
in eine dreidimensionale Zellkultur die Entstehung einer Apoptosezone (abhingig vom

zonenabhingigen Proliferationsverhalten und Energieverbrauch der Zellen) induzieren konnte
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(Bredel-Geissler et al., 1992); dies wiirde eine Unterscheidung von Phidnomenen ermdglichen, die
durch radiale Diffusionsgradienten entstehen, falls trotz der zweiten Apoptosezone eine intakte
Innenzone erhalten bliebe. Abbildung 39 zeigt die gewonnenen Sphéroidschnitte. Ansatz A zeigt an
Tag 4 einen deutlich blau gefarbten Sphéroid-Kern mit Ausbildung einer Apoptosezone (Abbildung
39 A). Ansatz B zeigt ebenfalls einen blauen Sphiroidkern mit Ausbildung einer Apoptosezone und
zusitzlich einen roten ,,Mantel®, der sich jedoch nicht wie beabsichtigt um den blauen Kern herum
angelagert hat, sondern zum Grofteil nur anhaftete (Abbildung 39 B). Dieser zweite, rote Kern zeigt
jedoch auch eine Apoptosezone. Mit zwei unterschiedlichen Filtern lassen sich die unterschiedlich
markierten Zellen sehr schon darstellen (Abbildung 39 C, D). An Tag 8 (Ansatz B) erkennt man zwei
aneinanderhaftende, rot bzw. blau markierte Kerne mit jeweils einer typischen Apoptosezone

(Abbildung 39 E).

Zusammenfassung: Mit der dargestellten Technik lieB sich eine zirkulire Anordnung der

Mantelschicht nicht erreichen; deshalb ist keine Aussage iiber die Entstehung einer zweiten
konzentrischen Apoptosezone (bei evtl. weiterhin intakter Innenzone) moglich. Die zwei
aneinanderhaftenden Kerne entwickeln jedoch beide eine Apoptosezone mit intakter Innenzone.
Durch die Technik der Nachfiarbung der Kerne lieB sich eine klare Grenzschicht erzeugen, die

vielleicht fiir spitere Versuche genutzt werden kann.
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Abbildung 39: Versuch zur Herstellung einer Doppel-Apoptosezone

Versuch 22 (V16): Herstellung von Spharoiden nach Bauplan IV: Spharoid-Kerne aus 400.000 208F*, P24
(*=markiert mit 100 pl 0,1 um Fluospheres blau in 40 ml Medium, 24h). Zentrifugation, statische Costar-
Kultur fur 48h. Am 2. Tag nachfarben der Spharoid-Kerne (mit 2,5 pl 0,1 um Fluospheres blau pro 1 ml
Medium je Spharoid, 24h); Mediumwechsel. Am 4. Tag waschen der Spharoid-Kerne; Ansatz A: kein
Mantel; Ansatz B: Mantel aus 400.000 208F*, P25 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um Fluospheres rot in 40 ml
Medium, 24h). Zentrifugation, statische Costar-Kultur, Bis-Benzimidin-Farbung. A-D: Ubersicht; A: Ansatz A,
Tag 4, Filter 4; B: Ansatz B, Tag 4, Filter 4; C: Ansatz B, Tag 4, Filter 2; D: Ansatz B, Tag 4, Filter 1; E:
Ansatz B, Tag 8, Ubersicht zweifach vergréBert, Filter 4.
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3.6 Herstellung von Mini-Spharoiden - die Kunststofftechnik

Mit Hilfe der Kunststofftechnik sollte versucht werden, definiert groe Gruppen markierter,
transformierter Zellen in ein Sphiroid (bestehend aus mehrheitlich nicht-transformierten Zellen)
einzubringen, um deren Verhalten im System der interzelluldren Induktion der Apoptose zu priifen.
Von entscheidender Bedeutung war es dabei, die GroBe dieser ,,Mini-Sphéroide variieren und
exakt definieren zu kdnnen; so sollten zum Beispiel Mini-Sphiroide mit 10, 100 und 1000 Zellen
(spiter enthalten in einem Sphidroid aus z.B. 800.000 nicht-transformierten Zellen) hergestellt
werden. Auflerdem sollte eine groBe Zahl solcher Mini-Sphéroide herstellbar sein. Die Idee zur
Losung dieses Problems bestand in einer Kombination verschiedener Methoden:
1. Markierung von Zellen mit Fluospheres (H. Deng, C. Schermer, unpublished)
2. Tropfentechnik (C. Schermer, unpublished)
3. Verwendung eines thermoresponsiven Polymers (+Kollagen-Typ-1) zur Beschichtung der
ZellkulturgefaBe (Takezawa et al., 1990)
4. Transfer der Mini-Sphéroide mittels Pipette (Lerch, 1997)
5. herkdmmliche Sphiroidtechnik (Lerch, 1997; H. Deng, unpublished)
Durch die Markierung mit Fluospheres sollte das Mini-Sphiroid im spiteren Sphéroidschnitt wieder
lokalisierbar gemacht werden, da ansonsten keine Unterscheidung zwischen transformierten und
nicht-transformierten Zellen moglich wire. Die Variation der Zellzahl in der Tropfentechnik erlaubt
die Herstellung praktisch beliebig groBer kreisformiger Zellrasen. Diese Zellrasen konnen dann
durch die Verwendung eines thermoresponsiven Polymers zur Beschichtung der Zellkulturgefiaf3e
(+ Kollagen-Typ-1) bei Unterschreitung der LCST (Lower Critical Solution Temperature, ca. 30°C)
praktisch ohne Beschddigung (im Gegensatz zur Ablosung durch z.B. Trypsin) von ihrer Unterlage
abgelost werden. Dabei wird die spezifische Eigenschaft des Polymers ausgenutzt, bei
Unterschreitung der LCST in den hydrophilen Zustand iiberzugehen. Dadurch 16st sich die
Beschichtung im Medium; den Zellen wird schlagartig die Moglichkeit zur Anheftung genommen.
Anschliefend kann der flottierende Zellrasen mittels Pipette (mit abgeschnittener Spitze) in ein
hydrophobes Gefd3 tliberfithrt und dort durch kontinuierliche Bewegung (z.B Riitteltisch) eine
Faltung des abgeldsten Zellrasens zur Kugelform hin erreicht werden (,,Mini-Sphédroid®). Dieses
Mini-Sphédroid kann dann in eine Zellsuspension aus z.B 800.000 Zellen (nicht-markiert)
eingebracht und in der iiblichen Sphiroid-Technik weiterverarbeitet werden; ebenso kann auch mit
mehreren  solcher Mini-Sphéiroide verfahren werden. Der gesamte Vorgang ist zur
Veranschaulichung in Abbildung 40 dargestellt. Hier sollen die Etablierung der Methodik und die

dabei zu l6senden Probleme dargestellt werden (weitere Details zur Methodik siehe 2.2.4).
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Abbildung 40: Kunststofftechnik
Dargestellt ist der sequentielle Ablauf zur Herstellung von Mini-Sphéaroiden definierter GroRe in einem in der
konventionellen Technik hergestellten Spharoid.

3.6.1 Etablierung der Methode

Zunichst sollte der Ablosevorgang markierter, transformierter Zellen in Tropfenform bei
Unterschreitung der LCST-Temperatur beobachtet und dokumentiert werden (unter Verwendung

der in der Literatur (Takezawa et al., 1990) angegebenen Standardbedingungen).

3.6.1.1 Konstanthaltung der Umgebungstemperatur-Wasserbad

Wihrend des Aufbringens der Tropfen und der nachfolgenden Anwachsphase muf3 die Temperatur
des thermoresponsiven Polymers stets iiber der LCST-Temperatur gehalten werden, da der

Kunststoff sonst wasserloslich wird und seinen Zweck nicht mehr erfiillt. Wegen des geringen
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Aufwandes (und der zu fordernden Sterilitdt) wurde zunichst versucht, diesen Schritt unter der
sterilen Hood in einem Wasserbad (auf einer Wiarmeplatte stehend) durchzufiihren (Versuch 23).
Die 35mm Plastik-Zellkulturgefae wurden mit 0,4 ml Polymer-Kollagen-Losung (entsprechend 1
mg PNIPAAm und 1 mg Kollagen-Typ-1 pro 35mm-Gefial3) beschichtet; ein Waschschritt wurde
nach der Beschichtung nicht durchgefiihrt. Zur Herstellung des Tropfens wurden 5.000 C127M2-
Zellen verwendet. Sonstige Schritte wie in 2.2.4 beschrieben. Nach Anwachsen der Zellen im
Tropfen und Uberschichtung mit Medium wurden die ZellkulturgefiBe nach 0, 6, 18, 24 und 42
Stunden in Umgebungstemperatur (ca. 20°C) {iberfiihrt und der Abldsevorgang unter dem
invertierten Phasenkontrast-Mikroskop beobachtet: die Zellen waren angewachsen und vital; sie
zeigten kaum apoptotische Verdnderungen. Nach 30 Minuten Umgebungstemperatur (und spéter)
war jedoch kein Ablosevorgang zu beobachten; auch mechanische Manipulationen (schnipsen an
Zellkulturgefal3) 16sten keinen Ablosevorgang aus. Die Priifung der LCST der Polymer-Kollagen-
Mischung ergab ca. 30°C. Mehrmalige Uberpriifung der Temperatur des Wasserbades withrend des
Aufbringens der Tropfen ergab stark schwankende Werte, die teilweise die LCST unterschritten. Es
mul} deshalb davon ausgegangen werden, dal die Beschichtung der Gefdle in den hydrophilen
Zustand iibergegangen war. Insbesondere erschien auch die Uberfiihrung der Tropfen und die
Uberfithrung der GefiBe mit aufgebrachten Tropfen in den Brutschrank hinsichtlich der Temperatur
als kritisch.

Zusammenfassung: Die Handhabung der beschichteten ZellkulturgefiBe im Wasserbad erwies

sich als unbrauchbar, da eine konstante Temperatur oberhalb der LCST nicht gewéhrleistet werden
konnte; insbesondere erschien auch das Uberfiihren der Tropfen auf die Gefile und das Uberfiihren
der Gefdle in den Brutschrank als kritisch. Ein Abldsevorgang war nicht auslésbar. Zur
Konstanthaltung der Temperatur wurden die folgenden Versuche im Brutraum bei konstanter
Umgebungstemperatur von 37°C durchgefiihrt; auch alle verwendeten Materialien und Geréte

wurden dort aufbewabhrt.

3.6.1.2 Kollagen-Konzentration

In einem weiteren Versuch (Versuch 24), der bei 37°C im Brutraum wéhrend der relevanten Schritte
durchgefiihrt wurde, sollte die Kollagen-Konzentration im Polymer-Kollagen-Gemisch gesenkt
werden (von 0,25% auf 0,01%). Dieser Gedanke entstand aufgrund unterschiedlicher Angaben in
der Literatur. Die 35mm Plastik-Zellkulturgefile wurden mit 0,4 ml Polymer-Kollagen-Losung
(entsprechend 1 mg PNIPAAm und 0,04 mg Kollagen-Typ-1 pro 35mm-Gefdl3) beschichtet; ein
Waschschritt wurde nach der Beschichtung nicht durchgefiihrt. Zur Herstellung des Tropfens
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wurden 5.000 C127M2-Zellen verwendet. Sonstige Schritte wie in 2.2.4 beschrieben. Nach
Anwachsen der Zellen im Tropfen und Uberschichtung mit Medium wurden die Zellkulturgefil3e
nach 0 und 8 Stunden in Umgebungstemperatur (ca. 20°C) tiberfiihrt und der Ablosevorgang unter
dem invertierten Phasenkontrast-Mikroskop beobachtet: wenige Zellen waren angewachsen; viele
schwammen im Medium. Nach 30 Minuten Umgebungstemperatur (und spéter) war kein
Ablosevorgang der angewachsenen Zellen zu beobachten; auch mechanische Manipulationen
(schnipsen an Zellkulturgefa3) 16sten keinen Abldsevorgang aus. Die Priifung der LCST der
Polymer-Kollagen-Mischung ergab ca. 30°C.

Zusammenfassung: Die Senkung der Kollagen-Konzentration und/oder die Durchfiihrung des
Versuchs im Brutraum flihrte dazu, dall weniger Zellen als mit der Standard-Konzentration

anwuchsen. Ein Abldsevorgang der wenigen angewachsenen Zellen war wiederum nicht auslosbar.

3.6.1.3 Schichtdicke

Aufgrund der Beobachtungen aus den zwei vorgenannten Versuchen (Versuch 23 und 24) ergab
sich die Vermutung, daf3 eventuell die Schichtdicke des verwendeten Polymer-Kollagen-Gemisches
zu gering sein konnte, und die Zellen deshalb die Moglichkeit haben koénnten, sich an
hervorstehenden ,,Bergspitzen™ (Unebenheiten) des Zellkulturgefdles anzuheften, die hoher als die
Beschichtungsdicke herausragen konnten. Diese Vermutung erschien wahrscheinlich, da trotz
erfolgreicher Testung der LCST kein Ablosevorgang eintrat und andere Zellkulturgefal3e, als in der
Literatur beschrieben, verwendet werden muflten. Aus diesem Grund wurde die Beschichtungsdicke
verfiinffacht, allerdings zunichst weiterhin mit niedriger Kollagen-Konzentration (0,01%) in der
Polymer-Kollagen-Mischung (Versuch 25). Die 35mm Plastik-Zellkulturgefa3e wurden mit 2,0 ml
Polymer-Kollagen-Losung (entsprechend 5 mg PNIPAAm und 0,2 mg Kollagen-Typ-1 pro
35mm-GefaB3) beschichtet; ein Waschschritt wurde nach der Beschichtung nicht durchgefiihrt. Zur
Herstellung des Tropfens wurden 5.000 C127M2-Zellen verwendet. Sonstige Schritte wie in 2.2.4
beschrieben. Auffillig war eine Entfirbung des Mediums nach Aufbringen der Tropfen und
Uberschichten der anwachsenden Tropfen. Da das Medium einen Indikator enthilt, der sich im
sauren Bereich entfdrbt, lag die Vermutung nahe, dafl die groBe Menge zugesetzter Essigsdure (=
Losungsmittel des Kollagens) diese Entfarbung verursacht hatte; andere Effekte konnten aber nicht
ausgeschlossen werden. Nach Anwachsen der Zellen im Tropfen und Uberschichtung mit Medium
wurden die Zellkulturgefdle nach 0 und 5 Stunden in Umgebungstemperatur (ca. 20°C) tiberfiihrt
und der Abldsevorgang unter dem invertierten Phasenkontrast-Mikroskop beobachtet. Abbildung 41

A-C zeigt solchermaBen behandelte Zellsuspensions-Tropfen (sofort nach Uberfiihrung in



96 Ergebnisse

Umgebungstemperatur). Man sieht, dal wenige Zellen fest anhaften; die meisten sind abgerundet.
In der mittleren Vergroferung erkennt man gut den Rand des ehemaligen Tropfens. Nach 15
Minuten zeigte sich ein spontaner Ablosevorgang der schwach haftenden, abgerundeten Zellen. Die
Priifung der LCST der Polymer-Kollagen-Mischung ergab ca. 30°C. Da nicht klar war, ob die
Zellen aufgrund beobachteter Entfirbung des Mediums (durch pH-Anderung oder andere Effekte)
oder durch die geringe Kollagen-Konzentration (0,01% in der Polymer-Kollagen-Mischung) nicht
anwuchsen, wurde ein weiterer Versuch mit fiinffacher Schichtdicke, jedoch Standard-Kollagen-
Konzentration (0,25%) in der Polymer-Kollagen-Mischung durchgefiihrt (Versuch 26). Die 35mm
Plastik-ZellkulturgefiBe wurden mit 2,0 ml Polymer-Kollagen-Lésung (entsprechend 5 mg
PNIPAAm und 5 mg Kollagen-Typ-1 pro 35mm-Gefédf3) beschichtet; ein Waschschritt wurde nach
der Beschichtung nicht durchgefiihrt. Zur Herstellung des Tropfens wurden 5.000 C127M2-Zellen
verwendet. Sonstige Schritte wie in 2.2.4 beschrieben. Auffillig war wiederum eine Entfirbung
des Mediums nach Aufbringen der Tropfen und Uberschichten der anwachsenden Tropfen. Die
Ansidtze wurden nach 32 Stunden Wachstum im Brutraum in Umgebungstemperatur iiberfiihrt und
unter dem Phasenkontrast-Mikroskop betrachtet: wenige Zellen hafteten fest an; die meisten waren
abgerundet. Nach 15 Minuten zeigte sich ein spontaner Ablosevorgang der schwach haftenden,

abgerundeten Zellen. Die Priifung der LCST der Polymer-Kollagen-Mischung ergab ca. 30°C.

Zusammenfassung: Eine Verfiinffachung der Schichtdicke des Polymer-Kollagen-Gemisches

bewirkte ein Funktionieren des Abldsevorgangs, jedoch waren wenige Zellen fest angewachsen; die
meisten waren abgerundet. Auffillig war die Entfirbung des Mediums nach Aufbringen der

Tropfen und Uberschichten der anwachsenden Tropfen.

3.6.1.4 Entféarbung des Mediums - relevant fiir die Vitalitat der Zellen ?

Da sich die Verfiinffachung der Schichtdicke des Polymer-Kollagen-Gemisches im Prinzip als
giinstig erwiesen hatte, wurde damit weitergearbeitet; ebenso wurde wieder die Standard-Kollagen-
Konzentration (0,25%) im Polymer-Kollagen-Gemisch eingesetzt.

Um die Auswirkungen der Entfirbung des Mediums (durch Verschiebung des pH-Wertes oder
durch andere Effekte) auf die Vitalitdt der Zellen zu untersuchen, wurden zusétzliche Waschschritte
mit Medium eingefiihrt mit dem Ziel, den sauren pH-Wert zu normalisieren und/oder andere
(moglicherweise toxische) Stoffe zu entfernen. Im folgenden Versuch wurde zusitzlich ein
Parallelansatz in Tropfentechnik ohne Beschichtung des Zellkulturgefilies mitgefiihrt, um die
Vitalitdt der Zellen mit (Ansatz A) und ohne (Ansatz B) Beschichtung des Zellkulturgefa3es
vergleichen zu kdnnen (Versuch 27). Die 35mm Plastik-Zellkulturgefd3e (Ansatz A) wurden mit 2,0
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ml Polymer-Kollagen-Losung (entsprechend 5 mg PNIPAAm und 5 mg Kollagen-Typ-1 pro
35mm-GefdB) beschichtet; zusdtzlich wurde jetzt ein Waschschritt nach der Beschichtung
durchgefiihrt. Zur Herstellung des Tropfens wurden 5.000 C127M2-Zellen verwendet. Sonstige
Schritte wie in 2.2.4 beschrieben. Eine Entfirbung des Mediums trat nach dem zusétzlichen
Waschschritt nicht mehr ein. Die Ansdtze wurden nach 48 Stunden Wachstum im Brutraum in
Umgebungstemperatur iiberfithrt und unter dem Phasenkontrast-Mikroskop betrachtet. Abbildung 41
D-F zeigt den Kontrollansatz B (Zellkulturgefile ohne Beschichtung). Man erkennt in der
Ubersichtsvergroferung klar die runde Form des ehemaligen Tropfens und in der starken
Vergroflerung angewachsene, vitale C127M2-Zellen, die teilweise criss-cross-Wachstum zeigen.
Abbildung 42 A-C zeigt Ansatz A (ZellkulturgefiBe mit Beschichtung) sofort nach Uberfiihrung in
Umgebungstemperatur. In der UbersichtsvergroBerung sieht man wiederum deutlich die runde
Form des ehemaligen Tropfens. In der starken Vergroferung siecht man angewachsene C127M2-
Zellen, die jedoch weniger proliferiert sind als im Parallelansatz B (Abbildung 41 D-F); es existieren
Areale, die innerhalb der ehemaligen Tropfengrenze liegen, aber nicht von Zellen bedeckt sind. Der
Pfeil markiert einen Zellhaufen, dessen Lage weiter verfolgt werden soll. Abbildung 42 D-E zeigt
Ansatz A (gleicher Ansatz wie Abbildung 42 A-C) zum Zeitpunkt 35 Minuten nach Uberfithrung in
Umgebungstemperatur. Man erkennt, daf3 der Zellrasen sich abgeldst hat und frei flottiert (Pfeil).
Abbildung 42 F zeigt den mittels Pipette mit abgeschnittener Spitze transferierten Zellrasen in einem
hydrophoben Zellkulturgefi mit PBS, kurz nach der Uberfiihrung. Der Zellrasen hat bereits
begonnen sich zu kontrahieren. Die Priifung der LCST der Polymer-Kollagen-Mischung ergab ca.

30°C.

Zusammenfassung: Der zusitzliche Medium-Waschschritt nach Trocknung der Polymer-

Kollagen-Beschichtung fiihrte dazu, daf sich das Medium nach Auftragen der Tropfen und
Uberschichten der Tropfen nicht mehr entfirbte. Die Zellen zeigten (verglichen z.B. mit Versuch
25, Abbildung 41 A-C) ein deutlich besseres Anwachs- und Proliferationsverhalten, das jedoch noch
immer unterhalb dessen eines Parallelansatzes mit unbeschichteten Zellkulturgefilen (Ansatz B)
liegt. Der Ablosevorgang war erfolgreich (in Ansatz B zeigte sich keine Abldsung), auch war es
moglich, den frei flottierenden Zellrasen mittels Pipette mit abgeschnittener Spitze in ein

hydrophobes Zellkulturgefd3 zu transferieren.
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Abbildung 41: Kunststofftechnik

A-C: Versuch 25 (V15C): Beschichtung von 35mm (9,6 cm?) Plastik-ZellkulturgefaRen mit 2,0 ml Polymer-
Kollagen-Losung, entsprechend 5 mg PNIPAAm und 0,2 mg Kollagen-Typ-1 pro 35mm-GefaR.
Aufbringen von 4 Tropfen zu jeweils 7 ul Zellsuspension, bestehend aus jeweils 5.000 C127M2*, Passage
22 (*= markiert mit 100 ul 0,5 um Fluospheres rot in 40 ml Medium, 96h) auf die beschichteten
ZellkulturgefaRe (Brutraum, 37°C, feuchte Kammer). Anwachsen der Zellen im Tropfen fir 3h im Brutraum
(bei 37°C, feuchte Kammer). Uberschichten der Zellen mit 2,2 ml Medium (Brutraum, 37°C); anschlieRend
weiterhin im Brutraum (37°C, feuchte Kammer). Uberfiihrung der ZellkulturgefaRe in Umgebungstemperatur
(ca. 20°C) nach 0 und 5 Stunden. A-C: 5 Stunden anwachsen; 0 Minuten nach Uberfiihrung. Dargestellt ist
jeweils derselbe Ansatz in unterschiedlichen VergréBerungen. A: Ubersicht; B: mittlere VergroRerung; C:
starke Vergrof3erung.

D-F: Versuch 27 (V15E): Beschichtung von 35mm (9,6 cm?) Plastik-Zellkulturgefalken mit 2,0 ml Polymer-
Kollagen-Lésung, entsprechend 5 mg PNIPAAmM und 5 mg Kollagen-Typ-1 pro 35mm-Gefall. Zusatzlicher
Waschschritt: 3-maliges Waschen der beschichteten Zellkulturgefalle mit jeweils 3 ml Medium bei 37°C.
Anschlieend trocknen im Brutraum (2h bei 37°C, keine feuchte Kammer). Aufbringen von 4 Tropfen zu
jeweils 7 pl Zellsuspension, bestehend aus jeweils 5.000 C127M2, Passage 24 auf die beschichteten
ZellkulturgefalRe (Ansatz A) bzw. auf unbeschichtete ZellkulturgefalRe (Ansatz B). Anwachsen der Zellen im
Tropfen fiir 2h im Brutraum (bei 37°C, feuchte Kammer). Uberschichten der Zellen mit 2,2 ml Medium
(Brutraum, 37°C, feuchte Kammer); anschlieRend weiterhin im Brutraum (37°C, feuchte Kammer).
Uberfiihrung der ZellkulturgefaRe (Ansatz A und B) in Umgebungstemperatur (ca. 20°C) nach 48 Stunden.
D-F: Ansatz B (Kontrolle). Dargestellt ist jeweills derselbe Ansatz in unterschiedlichen VergréRerungen. D:
Ubersicht; E: mittlere VergroRerung; F: starke VergroRerung.



99 Ergebnisse

Abbildung 42: Kunststofftechnik

Versuch 27 (V15E): Versuchsbeschreibung siehe Legende zu Abbildung 41. A-F: Ansatz A. A: 0 Minuten,
Ubersicht; B: 0 Minuten, mittlere Vergroferung; C: 0 Minuten, starke Vergrofierung; D: 35 Minuten,

Ubersicht; E: 35 Minuten, mittlere VergroRerung; F: 35 Minuten; Mini-Sphéroid in PBS; mittlere
VergréRerung zweifach vergréfRert.
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3.6.1.5 Nutzung der neuentwickelten Methode

Nachdem der entscheidende Schritt gegliickt war, sollte (6 Monate spéter) die Methode zur
Erzeugung groflerer Stiickzahlen gefalteter ,,Mini-Sphéroide genutzt werden (Versuch 28). Dazu
sollten nicht mehr einzelne 35mm-ZellkulturgefdBe, sondern 9,8mm-48er-Gefifle genutzt werden,
um die Handhabbarkeit zu verbessern (weiterhin unter Verwendung der flinffachen Dicke der
Polymer-Kollagen-Beschichtung, mit Standard-Kollagen-Konzentration (0,25%) und mit
zusitzlichem Medium-Waschschritt). Die 9,8mm Plastik-Zellkulturgefile wurden mit 150 pl ml
Polymer-Kollagen-Losung (entsprechend 0,4 mg PNIPAAm und 0,4 mg Kollagen-Typ-1 pro
9,8mm-Gefdl}) beschichtet. Zur Herstellung des Tropfens wurden 500 C127M5-Zellen verwendet.
Sonstige Schritte wie in 2.2.4 beschrieben. Eine Entfirbung des Mediums trat nach dem
zusitzlichen Waschschritt nicht mehr ein. Die Ansdtze wurden nach 24 Stunden Wachstum im
Brutraum in Umgebungstemperatur {iberfiihrt und unter dem Phasenkontrast-Mikroskop betrachtet:
eine Anheftung der Zellen fand nicht statt. Es fanden sich frei schwimmende apoptotische und zum

Teil nekrotische Zellen. Die Priifung der LCST der Polymer-Kollagen-Mischung ergab ca. 30°C.

Zusammenfassung: Die Herstellung von Mini-Sphiroiden in grofler Zahl in anderen

Zellkulturgefaflen scheiterte 6 Monate spdter. Es fanden sich frei schwimmnede apoptotische und
nekrotische Zellen in den beschichteten Zellkulturgefden. Eine Ursachensuche war im Rahmen

dieser Doktorarbeit nicht mehr moglich.
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4 Diskussion

4.1 Mébglichkeiten und Grenzen der verwendeten Sphéroidtechnik

4.1.1 Effektivitat der Spharoid-Entstehung

Die Herstellung von Sphéroiden mittels der hier dargestellten Technik nutzt das Bestreben adhérent
wachsender Zellen aus, sich zu Gruppen zusammenzulagern, falls ihnen die Moglichkeit zur
Anhaftung an einer Oberflache genommen wird (in unserem System durch kontinuierliche Rotation
und hydrophobe Oberfldchen).

Ohne den zusitzlich eingefiihrten Zentrifugationsschritt, der eine Art Voraggregation der Zellen
bewirken soll, war es in unserem System jedoch zundchst praktisch nicht moglich, brauchbare
Sphéroide zu erhalten.

Fiir die Effektivitit der Entstehung von Zellaggregaten wiahrend der Rollperiode scheinen mehrere
EinfluBfaktoren denkbar, die mehr oder weniger gut beeinflulbar sind:

1. Wabhrscheinlichkeit des Zusammentreffens der im Medium flottierenden Zellen

2. Vorhandensein einer ausreichenden Zahl von funktionsfdhigen Zelladhisionsmolekiilen

3. Fahigkeit, sich an der Gefa-Oberflache anzuheften

Im folgenden sollen diese Faktoren diskutiert werden.

Erhohung der Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens von Zellen

Die Wabhrscheinlichkeit des Zusammentreffens der Zellen widhrend der Rollperiode 148t sich
erhohen durch:

Verringerung des Medium-Volumens (bei gleichbleibender Zellzahl)

Verlédngerung der Rollperiode

Verminderung der Rotationgeschwindigkeit

Modifikation der Rotationsgeometrie

A e

Voraggregation

Die genannten MafBnahmen haben Vor- und Nachteile. Durch die Verringerung des Medium-
Volumens bzw. Verlingerung der Rollperiode wiirden die primdr schon kritischen
Lebensbedingungen der Zellen (800.000 Zellen in 1 ml Medium unter Sauerstoffabschluf) weiter
verschlechtert; man mull davon ausgehen, dal3 sich die Zahl apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen
stark erhohen wiirde. Auflerdem verschiebt eine Verlingerung der Rollperiode den ersten

Entnahmezeitpunkt (Tag 0) weiter nach hinten; schnelle Vorgdnge im Sphéroid entgehen damit der
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Beobachtung.

Durch eine Verminderung der Rotationsgeschwindigkeit verringert sich die Durchmischung der
Zellsuspension; die Zellen zeigen die Tendenz, zum Boden hin zu sedimentieren. Dadurch erhoht
sich zwar die Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens, ebenso steigt aber die Wahrscheinlichkeit,
daB einzelne Zellen doch an der Oberflidche des GefidB3es anhaften.

Die Modifikation der Rotationsgeometrie bedarf vielleicht der Erlduterung. Durch Rotation der
Eppendorf-Gefdfle um die horizontale Achse (wie hier verwendet) entstehen Fliehkréfte, die Zellen
eher vom Mittelpunkt des Gefiles wegbewegen und damit die Wahrscheinlichkeit des
Zusammentreffens senken. Eine kreisformige Bewegung um die vertikale Achse (spezielle
Apparatur) zwingt Zellen jedoch dazu, sich im Mittelpunkt des Gefdfles anzusammeln, wodurch
diesen die Adhésion erleichtert wird.

Die Voraggregation durch leichte Zentrifugation, Ruhenlassen und erneute leichte Zentrifugation
beschleunigt den Vorgang des Sedimentierens und erlaubt die Ausbildung schwacher
Zellverbindungen bevor die Zellsuspension in kontinuierliche Rotation gebracht wird. Dieser
Vorgang war makroskopisch sichtbar. Es bildete sich nach den Zentrifugationsschritten ein
weiBlicher ,,Zellteppich® an der Wand des Gefdl3es, der relativ stabil war und langsam begann, sich
abzurollen. Dem voraggregierten ,,Zellteppich® wurde anschlieBend wéhrend der Rollperiode die
Moglichkeit zur Bodenadhdsion genommen. Die gewonnenen Daten zeigen, dafl sich durch
Einfihrung des zusétzlichen Zentrifugationsschrittes die Effektivitdt der Sphéaroid-Entstehung
erhohen 146t. Auf die Zellvitalitit 1468t sich aufgrund der gewonnenen Daten kein negativer Einfluf3
erkennen; die Sphéroid-Entstehung und Differenzierung in verschiedene Zonen scheint lediglich
beschleunigt zu werden. Dadurch besteht wiederum die Moglichkeit, die Rollperiode zu verkiirzen

(mit den oben genannten Vorteilen).

Zelladhisionsmolekiile

Zelladhdsionsmolekiile sind fiir den Zusammenhalt von Zellen untereinander und fiir den Kontakt
mit Oberflichen (z.B. Basalmembran) verantwortlich. Bei der Sphiroid-Entstehung lassen sich
zwei Phasen der Zellkontakt-Ausbildung unterscheiden (Takezawa et al., 1993). Zunichst
ermdglichen schwache Bindungskriafte (hauptsdchlich {iber endstindige Zuckermolekiile
glycosylierter Proteine, Microvilli) einen losen Zusammenhalt der Zellen. Starke Bindungskrifte
konnen zu diesem Zeitpunkt noch nicht wirksam werden, da einerseits Zelladhdsionsmolekiile
durch die vorherige Behandlung mit Trypsin mdglicherweise beschédigt sind, und andererseits
keine Interzellularsubstanz vorhanden ist, die gebunden werden konnte. Im Laufe der Zeit werden

Zelladhdsionsmolekiile und Interzellularsubstanz synthetisiert; die Bindungen werden stabiler. Es
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ist denkbar, daB3 die oben geschilderte Voraggregation auf schwachen Bindungskriften beruht und
nicht zwingend von Zelladhdsionsmolekiilen abhingt. Hinweise darauf ergeben sich aus dem
Verhalten transformierter und nicht-transformierter Zellen. Diese zeigen zundchst keinen
Unterschied im Aggregationsverhalten; die ,,Voraggregation ist mit beiden Zellpopulationen
gleichermaflen mdglich. Spéter jedoch sind 208F-Reinkultur-Sphéiroide wesentlich stabiler als
208Fsrc3-Reinkultur-Sphiroide. Man konnte in diesem Zusammenhang eine mangelhafte Synthese
von Zelladhdsionsmolekiilen oder Interzellularsubstanz durch 208Fsrc3-Zellen bzw. Produktion
eines Faktors, der Zelladhidsion vielleicht sogar behindert, vermuten, was eminente Bedeutung fiir
das Metastasierungsverhalten haben konnte (Behrens, 1993).

Um die Effektivitdit der Sphéroid-Entstehung positiv zu beeinflussen, sind wiederum mehrere
Moglichkeiten denkbar. Man konnte zum Beispiel — im Falle von Fibroblasten-Sphéiroiden — durch
Zusatz exogener Interzellularsubstanz (Kollagen) den anfinglichen Mangel zu kompensieren
versuchen. Zusétzlich sollte die Schadigung von Zelladhdsionsmolekiilen durch Trypsin vermindert
werden (durch Minimierung der Trypsinierungs-Zeit bzw. Verwendung einer anderen Methode zur
Sphiroid-Herstellung).

Andererseits stellt die Fahigkeit zur Zellaggregation eine intrinsische Eigenschaft der verwendeten
Zellen dar, deren Erforschung sicher von enormer Bedeutung sein kann. Es erscheint deshalb
mindestens ebenso interessant, die Ursachen des Verlustes der Adhésionsfahigkeit zu erforschen,

als solche Zellen ,,mit Gewalt* dazu zu zwingen, sich zusammenzulagern.

Nicht-adhidsive Oberflachen

Zellen, die nicht in das entstehende Sphéroid inkorporiert werden, schwimmen entweder weiterhin
frei im Medium oder haben sich an der Oberfliche des Rotations-GefaBles angeheftet. Um diese
Fraktion mdglichst klein zu halten, miissen Gefdlle mit mdglichst hydrophober Oberfliche
verwendet werden, da benetzbare Oberflichen zur Zelladhdsion notwendig sind. Dies kann durch
Verwendung eines entsprechenden Kunststoffes erfolgen, dessen Oberfliche mdglicherweise sogar

geladen ist und Zellen abstosst.

4.1.2 Gesteuerte Zellaggregation

Ein wesentlicher Vorteil unserer Methode ist die weitgehende Steuerbarkeit der Zellaggregation. Im
Gegensatz zu anderen Methoden, wie zum Beispiel der Generierung von Sphidroiden durch
Zellaggregation iiber Agarose und anschlieBende aufwendige Separierung der Sphéroide nach
GroBle, erlaubt unsere Methode eine exakte Festlegung der Ausgangszellzahl (in bestimmten

Grenzen). Dadurch entfillt die relativ ungenaue Messung von Sphiroiddurchmessern und die



104 Diskussion

Berechnung von gendherten Zellzahlen aus diesen Messungen.

Man sollte jedoch nicht den Fehler machen, die Zellzahl im Sphéroid ungepriift mit der eingesetzten
Zellzahl gleichzusetzen. Die gewonnenen Daten zeigen, daB3 ein nicht unerheblicher Teil der
eingesetzten Zellen weiterhin im Medium schwimmt und nicht in das Sphiroid aufgenommen wird.
Ein anderer Teil haftet vermutlich trotz Verwendung hydrophober Gefde an der GefaB-Oberflache
an; der Anteil dieser Zellen wurde jedoch nicht quantitativ erfasst. Es wire aber kein Problem, auch
diesen Anteil durch Trypsinierung und anschlieBendes Auszdhlen zu ermitteln.

Durch Beriicksichtigung dieser zwei Fraktionen ist es tatsdchlich moglich, auch die (initiale)
Zellzahl im Sphéroid mit hoher Genauigkeit zu ermitteln, falls dies notig ist. Im Regelfall wird es
jedoch ausreichen, die eingesetzte Zellzahl genau zu definieren und die Sphiroide unter stets
gleichen Bedingungen herzustellen, soda3 der Anteil der inkorporierten Zellen mdglichst konstant

bleibt.

4.1.3 Herstellung von Spharoiden nach ,Bauplan®

Unsere Methode erlaubt es prinzipiell, Sphéroide nach fast beliebigen ,,Bauplédnen herzustellen.
Verschiedene Variationsmoglichkeiten wurden in dieser Arbeit verwendet (siche 2.2.3.1), weitere
sind denkbar. Durch Auswahl eines bestimmten ,,Bauplanes* konnen unterschiedliche Aspekte der
Tumorentstehung in vitro beleuchtet werden. So ist es aufschluBBreich, das Verhalten einzelner
transformierter Zellen gegeniiber nicht-transformierten Zellen im UberschuB zu untersuchen
(Mischkultur-Sphéroide) und stufenweise groflere Gruppen transformierter Zellen einzubringen, um
das Verhalten von ,,Mikrotumoren® zu simulieren. Durch Verwendung von Kern-Mantel-
Sphiroiden kann die Interaktionsfliche zwischen verschiedenen Zellpopulationen vergrofBert und
das Verhalten von Zellen in dieser Grenzzone untersucht werden. Man kann diese
Gedankenexperimente beliebig komplex gestalten, es zeigte sich jedoch, dal3 es in der Praxis leider
oft nicht ohne Weiteres gelingt, diese umzusetzen. Die Herstellung von Reinkultur- bzw.
Mischkultur-Sphéroide gestaltete sich relativ problemlos. Sie lieen sich reproduzierbar herstellen;
eine genaue Kontrolle ihrer Zusammensetzung war moglich. Schwieriger gestaltete sich die
Herstellung von Kern-Mantel-Sphiroiden. Es zeigte sich, daB nach der relativ kurzen zweiten
Rollperiode (4 Stunden) sehr wenige Zellen als ,,Mantel“ an den Sphéroid-Kernen anhafteten
(Identifikation der zwei Zellpopulationen durch Fluosphere-Markierung, siche unten). Im Laufe der
Zeit entsteht zwar eine dickere ,,Mantelzone®, es ist jedoch zu bezweifeln, dafl sich diese Zone
ausschlieflich aus den eingesetzten ,,Mantelzellen* bildet. Beispielhaft sei Versuch 9 (siche 3.3.1)
genannt. Trotz Herstellung eines Mantels ausschlieflich aus nicht-markierten, nicht-transformierten

Zellen finden sich massenhaft Fluospheres in der Mantelzone. Dies kann mehrere Ursachen haben
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(siehe 4.3). Eine Interpretationsmdglichkeit ist, dal nur ein diinner Mantel nicht-markierter, nicht-
transformierter Zellen entstand, darauthin markierte Zellen (aus der Innenzone) in der Mantelzone
stark proliferierten und dadurch ihre Markierung ,,verdiinnt* wurde. Diese Erkldrung wird durch die
Beobachtung unterstiitzt, dal  an frilhen Beobachtungszeitpunkten (bei Markierung der
Mantelzellen) stets nur ein sehr diinner Mantel sichtbar war (Versuch 17, siche 3.5.3).

Aufgrund genannter Beobachtungen mufl man dovon ausgehen, dafl nur ein sehr geringer Teil der
eingesetzten Mantelzellen wirklich am Sphiroid-Kern anhaftete. Es wurde versucht, diesen Anteil
zu erhohen, indem wiederum eine Art Voraggregation durch Zentrifugation durchgefiihrt wurde
(Versuch 22, siche 3.5.6). Dies fiihrte dazu, daB3 sich der Mantel nicht zirkuldr um den Sphéroid-
Kern anordnete, sondern an einem Pol des Sphiroid-Kerns anhaftete. Denkbar wére eine
Verlédngerung der zweiten Rollperiode, um den Anteil anhaftender Zellen zu erhdhen, was jedoch

wiederum ungiinstige Auswirkungen auf die Zellvitalitit haben konnte.

4.1.4 Einblick in das Innere der Spharoide

Frithe Studien iiber Sphiroide mufiten sich damit begniigen, Aussagen iiber das Verhalten des
Sphéroids als Ganzes zu machen. Es handelte sich dabei vor allem um Untersuchungen, die sich mit
dem Absterben von Tumorzellen in Sphéroiden nach radioaktiver Bestrahlung oder Behandlung mit
Chemotherapeutika beschéftigten (Sutherland et al., 1970/1971; Inch et al., 1970). Oft wurde der
Riickgang des Sphéroid-Durchmessers als MaB fiir die Wirksamkeit der Therapie verwendet. Es
zeigte sich jedoch, dall diese Messungen aufgrund der zelluldren Heterogenitdt im Sphéaroid zu
ungenau waren; es war wiinschenswert, Aussagen iiber das Schicksal einzelner Zellen zu machen.
Dazu muf der kiinstliche Zellverband irgendwie zugénglich gemacht werden. Dies kann durch
histologische Schnitte, selektive Dissoziation (Auswertung im Durchflul-Zytometer) sowie
neuerdings durch ,,nicht-invasive Verfahren* wie NMR und PET erreicht werden (Kunz-Schughart
et al.,, 1998, review). Alle Methoden haben ihre spezifischen Vor- und Nachteile. Die hier
verwendete histologische Aufarbeitung mittels Gefrierschnitten besitzt den wesentlichen Vorteil,
daf sie tatséchlich Aussagen liber einzelne Zellen erlaubt, die an Ort und Stelle verbleiben. Dadurch
sind Aussagen {liber rdumliche Interaktionen mdglich. Der Nachteil des Verfahrens besteht darin,
daB es - Fixierung des Sphiroids voraussetzend - nur ,,post mortem‘-Untersuchungen ermoglicht;
zudem ist es relativ arbeitsaufwendig. Die selektive Auflosung von Sphédroiden erlaubt keine
Aussagen iiber rdumliche Interaktionen, ermdglicht es aber, vitale Zellen zu untersuchen. Die neuen
Verfahren wie NMR und PET sind noch Gegenstand der Forschung und haben (noch) nicht das

Auflosungsvermdogen, um einzelne Zellen zu verfolgen.
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4.1.5 Markierung mit Fluospheres

Die Markierung von Zellen mit phagozytierbaren Fluospheres erlaubt deren spitere Identifikation in
Sphéroid-Schnitten. Sie hat den Vorteil, daB3 sie einfach und unkompliziert durchzufiihren und von
der Proteinsynthese der markierten Zellen unabhéngig ist (im Gegensatz z.B. zur Markierung mit
Green Fluorescent Protein). Einige kritische Punkte und offene Fragen bleiben bestehen. Eine
Zellmarkierung sollte dauerhaft und eindeutig sein und den Stoffwechsel der markierten Zelle
moglichst nicht beeinflussen.

Die beiden ersten Punkte gestalten sich problematisch. Mit Fluospheres markierte Zellen verlieren
ihre Markierung zusehends, wenn sie proliferieren, da die vorhandene Fluosphere-Menge sich auf
die Nachkommen aufteilen mufl (C. Schermer, unpublished). Deshalb kann man nur das Schicksal
nicht-proliferierender Zellen dauerhaft verfolgen. Dies stellt sicher eine wesentliche Einschrankung
dar, weil nicht-proliferierende Zellen mit Sicherheit andere Eigenschaften besitzen als
proliferierende (Bredel-Geissler et al., 1992). Andererseits kann man aus der ,,Verdiinnung* der
Markierung wiederum — mit einiger Vorsicht — Informationen iiber das Proliferationsverhalten
selbst erhalten. Auch die Eindeutigkeit der Markierung stellt einen kritischen Punkt dar. Gerade
wenn apoptotische Zellen untersucht werden, stellt sich die Frage, was mit Fluospheres passiert, die
aus dem Zytoplasma apoptotischer Zellen mdglicherweise austreten. Falls diese von Nachbarzellen
phagozytiert oder gar innerhalb des Sphéroids transportiert werden, ist eine eindeutige Zuordnung
nicht mehr méglich (siehe auch ,,freie Fluospheres®, unten).

Der letzte Punkt ist vielleicht am schwierigsten zu untersuchen. Zwar sind Fluospheres relativ inerte
Kunststoffpartikel, die kaum chemisch reagieren konnen; kann man jedoch ausschlieen, da3 eine
grofBe Zahl solcher Partikel, die einen entsprechenden Raum im Zytoplasma der Zelle einnehmen,
zum Beispiel intrazelluldre Transportvorgénge behindern? In Monolayer-Versuchen zeigte sich
zumindest keine hemmende Wirkung auf die interzelluldre Induktion der Apoptose (C. Schermer,
unpublished), alle moglichen Interaktionen konnen aber schwerlich untersucht werden. In den
Sphéroid-Versuchen gab es schwache Hinweise darauf, dafl eine Markierung mit Fluospheres die

Zellvitalitdt im Sphéroid beeinflussen konnte (Versuch 16, siche 3.5.2 bzw. Versuch 17, siche 3.5.3).

Das Problem der ..freien Fluospheres*

Schon zu Beginn der Sphiroidkultur (Tag 0 bzw. 1) fanden sich in Mischkultur-Sphéiroiden
(Markierung der transformierten Zellen) bei Verwendung eines geeigneten Fluoreszenz-Filters
einzelne, diffus verteilte Fluospheres zwischen den markierten und nicht-markierten Zellen
(Versuch 6, siche 3.1.3.1). Das Phinomen verstirkte sich zu spiteren Entnahmezeitpunkten hin,

dann zeigten sich auch zonale Unterschiede (siehe 4.3). Es kann praktisch ausgeschlossen werden,
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daB es sich dabei um einzelne Fluospheres handelt, die trotz Wasch- und Zentrifugationsschritten

noch im Medium der zu markierenden Zellen vorhanden waren, da in direkt vor dem Sphiroid-

Aufbau untersuchten Zellsuspensionen keinerlei ,,freie Fluospheres® sichtbar waren (obwohl die

verwendete Auflésung und der verwendete Fluoreszenzfilter prinzipiell dazu geeignet waren;

Versuch 7, siche 3.1.3.1).

Es stellt sich die Frage, woher dann diese ,freien Fluospheres® kommen konnen. Mehrere

Moglichkeiten sind denkbar:

1. Es konnte sich um Fluospheres handeln, die an der Oberfliche der zu markierenden Zellen
haften und noch nicht phagozytiert wurden. Durch mechanische Krifte wahrend der Rollperiode
konnten diese abgelost werden, sich diffus verteilen und von Nachbarzellen phagozytiert
werden.

2. Durch die verwendete Diinnschnitt-Technik konnten Fluospheres aus markierten Zellen
herausgelost werden, an der Klinge des Messers haften und iiber die gesamte Schnittfliche
verteilt werden.

3. Fluospheres konnten aus apoptotischen (oder sogar nicht-apoptotischen) Zellen austreten, sich
diffus verteilen und von Nachbarzellen phagozytiert werden. Dagegen spricht der geringe Anteil
markierter apoptotischer Zellen wéahrend des gesamten Versuchsablaufes bzw. die konstant
starke Markierung apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen in der Innenzone.

4. Durch Proliferation konnen aus einer stark markierten Einzelzelle mehrere schwach markierte
Zellen hervorgehen. Setzt sich dieser Vorgang fort, kann der Eindruck diffus verteilter
Fluospheres entstehen. Dagegen spricht das Vorhandensein ,,freier Fluospheres® schon an sehr
frithen Entnahmezeitpunkten, an denen praktisch keine Proliferation stattgefunden haben kann.
AuBerdem spricht die konstant starke Markierung einzelner Zellen gegen den Ablauf dieses

Vorganges in der Innenzone (siehe jedoch 4.3).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dall es sich bei der Technik der Markierung mit
Fluospheres um eine brauchbare und zuverldssige Methode handelt, wenn man ihre
Einschrinkungen beachtet. Die wesentlichste Einschrinkung scheint mir dabei zu sein, daf3
proliferierende Zellen nicht {iber ldngere Zeitraume verfolgt werden kénnen. Die Eindeutigkeit der
Markierung ist gegeben, wenn ausschlieBlich stark markierte Zellen beriicksichtigt werden, deren
Kern zweifelsfrei den Fluospheres im Zytoplasma zuzuordnen ist. Einzelne ,,freie Fluospheres*
stellten dabei kein gravierendes Problem dar, da sie ausschlieBlich mit speziellem Filter sichtbar
waren und die Auswertung nicht beeintrachtigten. Um die Beeinflussung des Zellstoffwechsels

durch Fluospheres zu erfassen, sollte giinstigstenfalls stets ein Kontrollansatz mitgefiihrt werden.
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Leider kann aber im Sphéroid-System auf eine Markierung zur Unterscheidung der Zellen nicht
verzichtet werden, sodal diese Beeinflussung wohl in Kauf genommen werden muf}, zumal andere

Markierungstechniken sicherlich weitergehend in den Zellstoffwechsel eingreifen.

4.1.6 Bedeutung der Spharoid-Kulturbedingungen

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Sphéroid-Kultur verwendet:

,Eppendorf-Rotationskultur und spiter ,statische Costar-Kultur“. Die Uberlegung, die zum

Wechsel der Sphéroid-Kulturbedingungen fiihrte, bestand darin, die Sauerstoff- und

Néhrstoffversorgung des Sphéroids zu verbessern. Man muf3 davon ausgehen, da3 die Bedingungen

in der Eppendorf-Rotationskultur (800.000 Zellen in 1 ml Medium unter Sauerstoffabschluf,

taglicher Mediumwechsel, kontinuierliche Rotation) kritisch sind. Untersuchungen von Zellen unter

Mangelbedingungen (Tropfentechnik; 2.500 Zellen in 7 ul Medium) ergaben einen Abfall der

Survival-Faktor-Konzentration wiahrend dieser Zeit (M. Herdener, unpublished). In der Literatur

wird ein steiler Abfall des Sauerstoff-Partialdruckes und der Glucose-Konzentration mit

zunehmender Eindringtiefe im Sphéroid beschrieben (Carlsson et al., 1988; Adam et al., 1990;

Byrne et al., 1996). Dieser Abfall setzt bereits auferhalb des Sphiroids ein. Ist nun schon der

Sauerstoff-Partialdruck im Medium stark reduziert, so herrschen im Zentrum des Sphiroids

wahrscheinlich sehr niedrige Sauerstoff-Partialdrucke.

In der Hoffnung, diese Situation zu verbessern, wurde die statische Costar-Kultur eingefiihrt

(800.000 Zellen in 3 ml Medium, freie Sauerstoffzufuhr, tiglicher Mediumwechsel, stehend im

Brutschrank). Aus den gewonnenen Daten 148t sich jedoch kein Vorteil einer der beiden Methoden

ableiten (Versuch 12, siche 3.4.1.1). Wie 146t sich diese Beobachtung erkliaren?

1. In der Literatur werden groBle Unterschiede der Sauerstoffgradienten je nach Zellart und
MeBmethode beschrieben (Carlsson et al., 1988). Es konnte also sein, dall selbst in der
Eppendorf-Rotationskultur fiir diese Zellart keine kritischen Bedingungen vorlagen (es entstand
niemals eine zentrale Nekrosezone, siehe 3.2). Eine Verbesserung der Bedingungen hitte in
diesem Fall keine sichtbaren Konsequenzen.

2. Es wire moglich, dal selbst durch Umstellung der Sphiroid-Kulturtechnik die Bedingungen
nicht soweit verbessert wurden, dafl dieses meBbar gewesen wére. In der Literatur (Acker et al.,
1987) finden sich Hinweise, dal3 selbst bei freier Sauerstoffzufuhr kritische Gradienten im
Sphéroid entstehen, wenn das Medium nicht kontinuierlich durchmischt wird.

3. Als letzte Moglichkeit ist denkbar, da3 die verwendeten Mefmethoden nicht geeignet waren,

um diskrete Unterschiede in der Zellvitalitdt zu ermitteln.
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Letztendlich blieb unklar, ob die Lebensbedingungen innerhalb der Sphéroide kritisch waren und ob
diese evtl. durch andere Sphiroid-Kulturbedingungen verbessert werden konnen. Dazu sind
verfeinerte Mefmethoden (Sauerstoff-Partialdruckmessung mit Mikroelektroden, Hypoxie-sensitive
Farbemethoden u.a.) nétig. Fiir zukiinftige Experimente sollte ggf. die standardisierte ,roller
bottle“-Technik verwendet werden, die eine gute Sauerstoffversorgung und eine kontinuierliche

Durchmischung des Mediums garantiert.

4.1.7 Zusatz exogener Stoffe

Neben der praktisch beliebigen rdumlichen Anordnung verschiedener Zellpopulationen stellt deren
getrennte Manipulierbarkeit einen entscheidenden Vorteil der hier verwendeten Sphéroidtechnik
dar. So kénnen zum einen Zellpopulationen getrennt ,,vorbehandelt werden (Versuch 13, siche
3.4.2.1), bevor sie im Sphéroid in Kontakt kommen, und zum anderen bereits bestehende Sphéroide
verschiedensten exogenen Stoffen ausgesetzt werden (Versuch 19, siche 3.5.4.2). Daraus ergeben
sich weitere faszinierende Mdglichkeiten. Denkbar erscheint zum Beispiel der Zusatz exogener
Tumor-Promotoren; entweder direkt im Medium des Sphiroids oder durch Miroinjektion. Falls
exogene Stoffe dem Medium zugesetzt werden, mull deren Diffusionsfahigkeit innerhalb des

Sphiroids beachtet werden (Carlsson et al., 1989).

4 1.8 Kunststofftechnik

Die Kunststofftechnik wurde innerhalb dieser Arbeit als Kombination verschiedener Methoden
entwickelt. Sie soll es ermdglichen, praktisch beliebig grofe, genau definierte Zellpopulationen (z.B
10, 100, 1000 Zellen) in ein Sphédroid einzubringen und spéter wieder zu lokalisieren (Details zur
Methodik sieche 3.6 und 2.2.4). Warum eine so aufwendige Methode? Folgende Forderungen
mulfiten erfiillt werden:

1. Die Zellzahl muBlte genau definierbar sein.

2. Es mufite mdglich sein, eine grole Anzahl von Mini-Sphéroiden herzustellen.

3. Es sollte sich nicht um einen klonalen Ansatz handeln.

4. Die Mini-Sphiroide muflten ausreichend gut markiert sein.

Die beschriebene Methode erfiillt theoretisch alle diese Anforderungen. Praktisch ergaben sich
jedoch einige Probleme, die im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr vollstindig gelost werden
konnten. Es gelang nach mehreren Optimierungsschritten (Versuch 23-27, siche 3.6.1.1 bis 3.6.1.4)
zwar, den Ablosevorgang herbeizufiihren, der Versuch, 6 Monate spiter eine groBere Anzahl von
Mini-Sphéroiden herzustellen, misslang jedoch (Versuch 28, siche 3.6.1.5). Dafiir erscheinen zwei

Ursachen denkbar. Zum einen wurden Zellkultur-Gefdle eines anderen Herstellers (Costar)
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verwendet. Dies kann durchaus einen Einfluf} auf das Anwachs-Verhalten der Zellen haben, erklért
jedoch nicht den hohen Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen (Versuch 28, siche 3.6.1.5).
Dafiir konnte vielmehr die PNIPAAm-Losung verantwortlich sein, die laut Auskunft von Dr.
Hanselmann, Institut fiir Makromolekulare Chemie, Freiburg, nach 6-monatiger Lagerung (wéssrige
Losung) durchaus Zeichen der Zersetzung zeigen konnte (Nachweis durch Gaschromatographie).
Die moglicherweise entstehenden Monomere sind zytotoxisch (Takezawa et al., 1990). Das
Problem lieBe sich umgehen, indem die Kunststoff-Losung jeweils frisch angesetzt wird.

Auch wenn die Methode nicht vollstindig etabliert werden konnte, bietet sie dennoch interessante
Perspektiven fiir zukiinftige Experimente. Die Moglichkeit, praktisch beliebig groBe markierte
Zellgruppen in ein Sphéroid einzubringen, kann fiir verschiedenste Fragestellungen genutzt werden.
Zum Beispiel wire es denkbar, Tumorzellen einzusetzen und damit die Entstehung von
Mikrometastasen zu simulieren oder die Differenzierung embryonaler Zellen in Abhidngigkeit
verschiedener Nachbarzellen zu untersuchen. Je nach Fragestellung kann die Methode modifiziert
werden. Soll zum Beispiel ein klonaler Ansatz verfolgt werden, vereinfacht sich die Methode
deutlich. Es ist dann moglich, die gewiinschte Zellpopulation dispers im Kunststoff-Kollagen-
beschichteten Zellkultur-Gefall auszuséden, die Entstehung der gewlinschten Klongréf3e abzuwarten,
die Zellen dann zu markieren und abzuldésen. Dadurch kann die Anwendung der Tropfentechnik

umgangen werden.

4.2 Zonale Heterogenitédt im Sphéroid

Im Folgenden soll versucht werden, den dreischichtigen Aufbau der Sphiroide im 208F/208Fsrc3-
System zu erldutern, mit bestimmten Eigenschaften zu korrelieren und nach
Erkldrungsmdglichkeiten zu suchen.

4.2.1 Mantelzone

Morphologie und Eigenschaften

In der Mantelzone findet man relativ gro3e, ovale Kerne, die einen deutlichen Nucleolus erkennen
lassen. Die Zellagen zeigen ein ,epithelartiges Aussehen. In der Bis-Benzimidin-Féarbung
fluoresziert der GroBteil der Kerne miBig stark; einzelne stark fluoreszierende kondensierte,
fragmentierte Kerne sind zu erkennen (Versuch 8, siche 3.2). Diese kondensierten, fragmentierten
Kerne zeigen auch in der TUNEL-Férbung starke Fluoreszenz, wohingegen der GroBteil der Kerne
in der Mantelzone kaum Fluoreszenz in der TUNEL-Farbung aufweist (Versuch 20, siche 3.5.5).

TUNEL- und Bis-Benzimidin-Farbung zeigen gute Korrelation (Versuch 21, siehe 3.5.5.1). Die
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Breite der Mantelzone bleibt im gesamten Beobachtungszeitraum relativ konstant bei 10-30
Zellagen bzw. nimmt leicht ab (Versuch 18, siche 3.5.4.1 bzw. Versuch 19, siche 3.5.4.2). Die
Breite der Mantelzone 148t sich durch Modifikation der Versuchsbedingungen kaum beeinflussen
(Versuch 19, siche 3.5.4.2). Zu Anfang vorhandene markierte Zellen verlieren ihre eindeutige

Markierung zugunsten diffus verteilter Fluospheres (Versuch 9, siehe 3.3.1).

Deutung

Aus der Zusammenschau dieser Daten 1463t sich vermuten, daf3 es sich bei der Mehrzahl der Zellen
in der Mantelzone um vitale, proliferierende Zellen handeln konnte. Dafiir sprechen vor allem die
Kernmorphologie mit kaum kondensiertem Chromatin und deutlichem Nucleolus sowie die
vermutlich ablaufenden Zellteilungen. Auf ablaufende Zellteilungen deutet die diffuse Verteilung
zunichst lokalisiert vorhandener Fluospheres hin (siehe 4.3). Der Prozentsatz apoptotischer Zellen
in der Bis-Benzimidin- und TUNEL-Firbung ist sehr niedrig und liegt nicht iliber dem
vergleichbarer Monolayer-Zellkulturen. Daraus 148t sich schlieBen, daf3 in dieser Zone wohl keine
Mangelbedingungen hinsichtlich Sauerstoff- und Néihrstoffversorgung bestehen diirften. Bis-
Benzimidin- und TUNEL-Farbung zeigen in dieser Zone gute Korrelation; kondensierte und
fragmentierte Kerne in der Bis-Benzimidin-Farbung weisen stets auch eine hohe Zahl von DNA-
Strangbriichen auf (sichtbar durch helle Fluoreszenz in der TUNEL-Firbung), wohingegen
»ausgestreckte Kerne kaum DNA-Strangbriiche zeigen (schwache Fluoreszenz in der TUNEL-
Féarbung). Es scheint also ein Apoptose-Programm abzulaufen, das in den betroffenen Zellen alle
beschriebenen Verdnderungen hervorzurufen vermag (und nicht auf einer bestimmten Stufe
vorzeitig abgebrochen wird, siche 4.2.3). Interessanterweise zeigt die Breite der Mantelzone kaum
eine Abhidngigkeit von den eingesetzten Versuchsbedingungen. Setzt man radiale
Diffusionsgradienten fiir Sauerstoff und Nahrstoffe voraus, so sollte eine Erhdhung der
Konzentration dieser Stoffe im umgebenden Medium eigentlich zu einer Verbreiterung der
Mantelzone fithren, wenn man annimmt, dall deren Breite durch eine bestimmte minimale
Konzentration der genannten Stoffe limitiert wird. Warum kann dieses Phanomen nicht beobachtet
werden? Zum Einen erscheint es denkbar, daBl die eingesetzten Variationen der
Versuchsbedingungen zu gering waren, um einen mef3baren Effekt hervorzurufen. Es wurde zwar
die Serumkonzentration und damit die Konzentration von exogenen Wachstumsfaktoren,
Aminosduren usw. erhoht; die Konzentration des wichtigsten Energielieferanten, der Glucose,
wurde dadurch aber wenig beeinflullt. Ebenso wurde zwar versucht, die Sauerstoff-Konzentration
durch Umstellung der Sphéroid-Technik zu verbessern, die Effektivitdt dieser Maflnahme blieb

jedoch unklar (fehlende Durchmischung des Mediums in der ,statischen Costar-Kultur®, siehe
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4.1.6). Zum Anderen ist es denkbar, daB selbst eine drastische Verbesserung der
Lebensbedingungen nicht zu einer mefbaren Breitenzunahme der Mantelzone fithren konnte, falls
diese Verinderung direkt mit einem stirkeren Proliferationsverhalten der &duleren Mantelzone
beantwortet wiirde. Dies wiirde wiederum einen steileren Sauerstoff- und Nahrstoffgradienten
induzieren (falls das stdrkere Proliferationsverhalten mit einem hoéheren Sauerstoff- und
Nahrstoffverbrauch einhergeht). Dadurch konnte ein Gleichgewicht zwischen Proliferation in der
duBleren Mantelzone und Zelltod in der inneren Mantelzone entstehen, sodall im Endeffekt die
Breite der Mantelzone relativ gesehen konstant bliebe.

Um genauere Auskunft iiber die Eigenschaften der Zellen in der Mantelzone zu erhalten, bietet sich
der Einsatz spezieller Verfahren wie der selektiven Dissoziation bzw. spezieller Farbetechniken
(z.B. der Markierung proliferierender Zellen: Lohr et al., 1995) sowie deren Kombination (selektive
Dissoziation und Verwendung eines potentialabhidngigen Farbstoffes zur Messung des
Mitochondrien-Membranpotentials: Kunz-Schughart et al., 1997b) an. Héufig wird auch der
Sauerstoff-Partialdruck mittels Mikroelektroden gemessen, die in definierte Tiefe ins Sphéroid
eingebracht werden (Acker et al.,, 1987). Auf diese Weise gewonnene Daten in anderen
Zellsystemen zeigen gute Ubereinstimmung mit den oben genannten Vermutungen. Zellen in der
~auBeren Zone*“ scheinen demnach zu proliferieren (Lohr et al., 1995) und ein intaktes
Mitochondrien-Potential zu besitzen (Kunz-Schughart et al., 1997b). Der Sauerstoff-Partialdruck
und die Glucose-Konzentration fallen zwar innerhalb der ,,duBleren Zone* stark ab, jedoch nicht
unterhalb kritischer Werte (Acker et al., 1987).

Zellen in der Mantelzone scheinen daher am ehesten mit Zellen in einem natiirlichen,
vaskularisierten Gewebe vergleichbar zu sein, da sie iiber eine ausreichende Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung verfiigen. Die Diffusionsstrecken in der Mantelzone sind mit der
interkapilliren Distanz im vaskularisierten Gewebe vergleichbar (Sutherland, 1988). Im
Unterschied zum ruhenden, nicht-malignen Gewebeverband ist jedoch ein Zellsystem-abhéngiges
Proliferationsverhalten zu beobachten, welches die Vergleichbarkeit moglicherweise stark

einschrinkt.

4.2.2 Apoptosezone

Morphologie und Eigenschaften

Weiter zum Zentrum hin schlieB3t sich die Apoptosezone mit kondensierten, fragmentierten Kernen,
Zelltrimmern sowie zahlreichen Leerrdumen an. In der Bis-Benzimidin-Fiarbung zeigen diese
kondensierten, fragmentierten Kerne starke Fluoreszenz (Versuch 8, siche 3.2), auch in der

TUNEL-Férbung fluoreszieren sie méBig stark bis stark (Versuch 20, siche 3.5.5).
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Die Breite der Apoptosezone 1d6t sich durch Modifikation der Versuchsbedingungen nur wenig
beeinflussen (Versuch 19, siche 3.5.4.2); eine leichte Abhidngigkeit von der Dichte der
Zellkulturflaschen scheint aber zu bestehen (Versuch 18, siche 3.5.4.1). Eine Apoptosezone tritt
unabhdngig davon auf, ob nicht-transformierte 208F-Zellen oder transformierte 208Fsrc3-Zellen in
Rein- oder Kokultur eingesetzt werden (in 208Fsrc3-Reinkultur-Sphéroiden tritt eine Apoptosezone
jedoch spiter und in geringerer Auspriagung auf); auch deren raumliche Anordnung zeigt keinen
Einfluf auf die Entstehung einer Apoptosezone (Versuch 16, siche 3.5.2 bzw. Versuch 17, siche
3.5.3). Eindeutig markierte Kerne sind kaum mehr nachweisbar; es tritt eine Anhdufung ,,freier
Fluospheres an der Grenze zwischen Mantel- und Apoptosezone auf, falls markierte Zellen

verwendet wurden (Versuch 9, siche 3.3.1).

Deutung

Zellkerne in der Apoptosezone zeigen sowohl in der Bis-Benzimidin als auch in der TUNEL-

Farbung eindeutige Apoptose-Merkmale. Auch hier scheint also ein Apoptose-Programm

abgelaufen zu sein, das in den betroffenen Zellen alle beschriebenen Verdanderungen hervorzurufen

vermag (und nicht auf einer bestimmten Stufe vorzeitig abgebrochen wird, siehe 4.2.3). Zwei
entscheidende Fragen ergeben sich aus den Beobachtungen:

1. Sind die apoptotischen Kerne an Ort und Stelle entstanden oder wurden sie passiv dorthin
transportiert?

2. Was ist die Ursache flir den massiven programmierten Zelltod?

Setzt man voraus, daf3 die apoptotischen Kerne an Ort und Stelle entstanden sind (also zirkuldr

angeordnet zwischen Mantel- und Innenzone), so ergeben sich folgende Erklarungsmdglichkeiten

fiir den massiven programmierten Zelltod:

1. Es konnte sich um Zellen handeln, die zwar zunichst (durch giinstige Lebensbedingungen) das
Signal erhielten, in die Teilungsphase einzutreten, spéter jedoch unter Mangelbedingungen
gerieten und dadurch den programmierten Zelltod initiierten (zum Beispiel durch p53-abhingige
Hypoxie-induzierte Apoptose: Graeber et al., 1996), wihrend Zellen in der Innenzone
moglicherweise stets in der Go-Phase verharren (und deshalb &hnlich einer konfluenten
Monolayer-Kultur einen niedrigeren Sauerstoff- und Néhrstoffbedarf haben: Bredel-Geissler et
al., 1992) beziehungsweise das Apoptose-Programm dort nicht zu Ende ausgefiihrt werden kann
(sieche 4.2.3). Fiir diese Hypothese spricht die direkte Nachbarschaft der Apoptosezone zur
Mantelzone und deren gradueller Ubergang, was ein Zeichen fiir die Rekrutierung der
apoptotischen Zellen aus proliferierenden Zellen der Mantelzone sein konnte. Weiterhin spricht

die konstante bis abnehmende Breite der Mantelzone dafiir, dall Zellen aus diesem
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Kompartiment ,,verschwinden® miissen, da sonst die Mantelzone — setzt man Proliferation
voraus — an Breite zunehmen miifite. Eine Moglichkeit wie dieses geschehen konnte, wire der
programmierte Zelltod an der Grenze zwischen Mantel- und Apoptosezone; eine andere der

Verlust von Zellen der Mantelzone in das umgebende Medium.

. Proliferierende Zellen der Mantelzone konnten Stoffe freisetzen, die dazu fiihren, da3 diese

Zellen in Kontakt mit nicht-proliferierenden Zellen der Innenzone erkannt und eliminiert
werden. Dies konnte analog zum System der interzelluldren Induktion der Apoptose durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) erfolgen. Nimmt man zum Beispiel an, dal} proliferierende
Zellen der Mantelzone Superoxid-Anionen produzieren (Clement et al., 1999; Burdon, 1995), so
konnte deren Elimination mit Hilfe dhnlicher Mechanismen, wie bei der interzelluldren
Induktion der Apoptose beschrieben, erfolgen (unklar bliebe jedoch, wodurch die - primér nicht-
toxischen - Superoxid-Anionen aktiviert werden). Eine weitere Moglichkeit besteht in der
Freisetzung von H;O, durch proliferierende Zellen der Mantelzone, das schon in niedriger
Konzentration direkt apoptose-induzierend wirken kann (B. Ivanovas, unpublished). Zellen in
der Innenzone konnten zum Beispiel durch einen hohen Spiegel an Antioxidantien (intra-
und/oder extrazelluldr) vor einer Initiierung des Apoptose-Programms geschiitzt sein. Auch
konnten Mangelbedingungen im Zentrum des Sphéroids dort die komplette Ausfithrung des
Apoptose-Programmes verhindern (siche 4.2.3). Dagegen spricht jedoch, dal im Monolayer-
System keine Elimination proliferierender nicht-transformierter Zellen zu beobachten ist; ja da3
Proliferation der nicht-transformierten Zellen sogar notwendige Voraussetzung zur selektiven
Elimination transformierter Zellen zu sein scheint (Bassler et al., 1997). Aulerdem lie3 sich die
Entstehung einer Apoptosezone nicht durch Taurin inhibieren, was gegen die Beteiligung von
HOCI bei diesem Phidnomen spricht (nicht jedoch gegen NO). Auch gab es keinen Hinweis
darauf, daB die Aminosdure Taurin in diesem System einen Schutz gegeniiber

Mangelbedingungen gewihrt (Franek et al., 1995/1996/1997).

Nimmt man dagegen an, da3 die apoptotischen Kerne nicht an Ort und Stelle (also auBerhalb der

zirkuldren Apoptosezone) entstanden sind, ergeben sich folgende Erklarungsmoglichkeiten:

1.

Es konnte sich um einen methodischen Artefakt handeln, der dadurch entsteht, dall apoptotische
Zellen, die wihrend der Rollperiode entstehen (Mangelbedingungen), sich aufgrund der
Rotationsbewegung unterhalb der relativ kompakten Mantelzone ansammeln. Dagegen spricht
jedoch eindeutig die zeitlich verschobene Entstehung einer Apoptosezone in 208Fsrc3-
Reinkultur-Sphéroiden; an Tag 0 ist in diesem Fall noch keine Apoptosezone sichtbar; diese

bildet sich 1-2 Tage spéter, obwohl keine Rotation mehr stattfindet (,,statische Costar-Kultur*).

2. Apoptotische Zellen der Mantel- oder Innenzone kénnten durch Druckgradienten unterhalb der
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relativ kompakten Mantelzone abgelagert werden (McElwain et al., 1993). Dafiir gibt es
mehrere Hinweise. Gerade fiir apoptotische Zellen konnte es durch Verlust der Zell-Zell-
Kontakte moglich sein, passiv innerhalb des Sphéroids transportiert zu werden. Derart mobile
Zelltrimmer wiirden sich an einer freien Stelle ansammeln. Dafiir kommt die Apoptosezone
durchaus in Frage. Nimmt man an, da8 Zellen der Innenzone ihr Zytoplasma aufgrund von
Mangelbedingungen verkleinern, miifite dieses Kompartiment ,,schrumpfen® und ein ,,Leeraum*
zwischen Mantel- und Innenzone entstehen, der von Zelltriimmern (und freien Fluospheres)

ausgefiillt werden konnte.

Apoptosezone und interzellulire Induktion der Apoptose

Aus den gewonnenen Daten 146t sich zeigen, da3 es sich bei der Entstehung einer Apoptosezone
nicht um ein Phdnomen der interzelluldren Induktion der Apoptose handelt, da eine Apoptosezone
unabhéngig von der Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen auftritt. Auch ist
deren Entstehung nicht durch Taurin hemmbar.

Dennoch zeigen 208F- und 208Fsrc3-Reinkultur-Sphiroide interessante Unterschiede in der
Ausbildung einer Apoptosezone. In 208Fsrc3-Reinkultur-Spharoiden tritt eine Apoptosezone spiter
und in geringerem Ausmal} ein. Es bleibt unklar, ob diese auffilligen Unterschiede durch die
geringere  Stabilitit und Kompaktheit von 208Fsrc3-Sphdroiden (und damit bessere
Diffusionsbedingungen) oder durch groBlere Resistenz transformierter Zellen gegeniiber

Mangelbedingungen entstehen.

Zusammenfassend 1a6t sich sagen, dafl die Ursachen fiir die Entstehung einer Apoptosezone in
diesem Zellsystem weiterhin unklar bleiben. Genauere Aussagen lieen sich durch moglichst
frithzeitige und engmaschige Untersuchung der Sphéroide nach deren Aufbau mit speziellen
Methoden zur Erfassung von Mangelbedingungen gewinnen (z.B. ATP-Gehalt). Auch erscheint die
weitere Variation der Versuchsbedingungen (z.B. verbesserte Sauerstoffversorgung) und der

Einsatz verschiedener Inhibitoren (speziell Antioxidantien) sinnvoll.

4.2.3 Innenzone

Morphologie und Eigenschaften

Im Zentrum (Innenzone) findet man relativ kleine, rundliche und dicht gepackte Zellkerne, die in
der Bis-Benzimidin-Farbung kondensiert erscheinen und maBig starke bis starke Fluoreszenz

zeigen, jedoch (im Vergleich zur Apoptosezone) wenig fragmentiert sind (Versuch 8, siche 3.2). In
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der TUNEL-Férbung fluoreszieren sie mifBig stark (Versuch 20, siche 3.5.5). Man findet keine
zentrale Nekrosezone (Versuch 8, siche 3.2).

Eindeutig markierte Kerne sind wihrend des gesamten Versuchsablaufes nachweisbar. Das
Verhiltnis markierter Zellen zu nicht-markierten Zellen bleibt etwa konstant; die Intensitdt der

Markierung nimmt nicht wesentlich ab (Versuch 10-11, siche 3.3.2).

Deutung

Zellen innerhalb der Innenzone bilden eine relativ homogene und statische Population. Wahrend
des Beobachtungszeitraumes finden kaum sichtbare Verdnderungen statt. Schon zu Beginn zeigen
die Kerne ihre typische Morphologie, in der Bis-Benzimidin-Farbung erscheinen sie kondensiert,
jedoch nur sehr wenige sind fragmentiert; in der TUNEL-Farbung fluoreszieren sie maBig stark.
Wendet man die iiblichen Apoptose-Kriterien an, wiirde man diese Zellen in der Bis-Benzimidin-
Féarbung als nicht-apoptotisch, jedoch in der TUNEL-Férbung als apoptotisch klassifizieren. Wie
1Bt sich diese Beobachtung erkldren, da doch TUNEL- und Bis-Benzimidin-Farbung in
Monolayer-Zellkulturen (z.B. Dormann et al., 1999) und in der Mantel- bzw. Apoptoezone (siche
4.2.1 und 4.2.2) sehr gut iibereinstimmen? FafBt man die morphologisch bzw. durch Anfirbung
sichtbaren Merkmale des programmierten Zelltodes (membrane-blebbing, Kernkondensation,
Kernfragmentierung, DNA-Fragmentierung) als Substrate eines sequentiell und evtl. parallel
ablaufenden Vorganges auf, so ist es durchaus denkbar, dafl dieser Vorgang auf einer bestimmten
Stufe angehalten wird bzw. daB3 ein parallel ablaufender Vorgang unterbrochen wird, wéhrend
andere Schritte weiter ablaufen. So wire es zum Beispiel denkbar, dafl die Vorgénge, die zur DNA-
Fragmentierung fiihren, teilweise parallel zu Vorgdngen ablaufen, die Kernfragmentierung
auslosen. Widre nun etwa der Schritt der Kernfragmentierung gehemmt, wihrend parallel
Kernkondensation und DNA-Fragmentierung weiter abliefen, so lieBen sich oben genannte
Unterschiede zwischen TUNEL- und Bis-Benzimidin-Farbung erkldren: Kerne wiirden zwar
kondensiert erscheinen und wiirden TUNEL-positive DNA-Strangbriiche aufweisen;
Kernfragmentierung finde jedoch nicht statt. Ahnliche Konsequenzen hitte die Hemmung eines
sequentiell ablaufenden Apoptoseprogrammes, falls die Kernfragmentierung einen spiten Schritt
darstellt und die Hemmung vor diesem Schritt stattfinde (Oberhammer et al., 1993). Wie 1d63t sich
aber eine solche Unterbrechung des sonst sehr zuverldssig ablaufenden Apoptose-Programmes
erklaren? In letzter Zeit gibt es viele Hinweise auf eine entscheidende Beteiligung der
Mitochondrien bei der Ausfiihrung des Apoptose-Programmes: Uber verschiedene Mechanismen
wird eine Pore (PT-Pore) in der inneren-Mitochondrien-Membran gedftnet, was dazu fiihrt, da3 der

Protonengradient zusammenbricht und das Mitochondrium in der Art eines ,,0xidative burst ROS
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produziert sowie weitere Stoffe wie Cytochrom C und AIF freisetzt, die einerseits weitere
Mitochondrien aktivieren und andererseits direkt apoptotische Verdanderungen hervorrufen (Wilson,
1998; Vaux et al., 1996). Dieser Vorgang setzt intakte Mitochondrien voraus. Genaue Messungen
des Mitochondrien-Potentials in Sphdroiden durch potentialabhidngige Farbstoffe und selektive
Dissoziation haben jedoch ergeben, dal das Mitochondrien-Potential in der Innenzone des
Sphiroids stark redudziert ist, wihrend die Zahl der Mitochondrien konstant bleibt (Kunz-
Schughart et al., 1997b). Dieser Abfall des Mitochondrien-Potentials tritt sehr rasch nach Einbau
von Zellen in ein Sphéroid auf und stellt wohl einen Adaptionsvorgang an Mangelbedingungen dar.
Man konnte spekulieren, da3 solche Mitochondrien nicht mehr zur Generierung eines ,,oxidative
burst” im Stande sind und auf diese Weise das Apoptose-Programm bzw. ein Teil davon angehalten
werden konnte. Ein anderer Teil, wie die Aktivierung von Endonukleasen durch Caspasen konnte
jedoch weiterhin ablaufen.

Zellen mit geringer metabolischer Aktivitit und eingeschriankter Mitochondrien-Funktion
generieren intrazelluldr moglicherweise weniger ROS als metabolisch aktive Zellen. In solchen
metabolisch inaktiven Zellen findet sich dadurch eventuell ein hoher Gehalt an Antioxidantien
(speziell Glutathion), die moglicherweise auch in den Interzellularraum sezerniert werden. Dieser
hypothetische Anstieg der Konzentration reduzierten Glutathions konnte einen aktiven
Anpassungsvorgang oder eine Folge der Reduktion des oxidativen Stresses darstellen. Es gibt
experimentelle Hinweise, da3 solche Vorginge stattfinden (Romero et al., 1997). Ein solcher
Anstieg intra- oder extrazelluldrer Antioxidantien konnte fiir eine Hemmung des Apoptose-
Programmes verantwotlich sein. Paradoxerweise existieren jedoch auch Hinweise, dal3
Mangelbedingungen und speziell Hypoxie zur Generierung von ROS beitragen konnen (Arteel et
al., 1999; Kehrer et al., 1991) und dal Zellen (zumindest Tumorzellen) ihren Gehalt an
Antioxidantien als Reaktion auf dufleren oxidativen Stress erhdhen (Kong et al., 1998 (review);
Wolft, 1996; Chang et al., 1997; Yanase et al., 1999).

Zuletzt sei noch eine weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die Unterschiede zwischen TUNEL- und
Bis-Benzimidin-Fiarbung genannt. Kerne in der Innenzone erscheinen in der Bis-Benzimidin-
Féarbung kondensiert, also dichter gepackt als z.B. Kerne in der Mantelzone. Auch Kerne in der
Mantelzone zeigen schwache Fluoreszenz in der TUNEL-Férbung; dies spricht dafiir, da3 auch dort
DNA-Strangbriiche vorhanden sein kdnnten. Geht man nun - hypothetisch - von einer in etwa
konstanten Zahl von DNA-Strangbriichen in Mantelzone und Innenzone aus, so wiirden Kerne in
der Innenzone zwangsliufig aufgrund ihrer Kondensierung auch stirkere TUNEL-Fluoreszenz
zeigen, obwohl sie die gleiche Zahl von Strangbriichen enthielten. Auf diese Weise konnte der

Eindruck entstehen, in der Innenzone liefe Apoptose ab. Diese Moglichkeit ist denkbar, erscheint
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jedoch unwahrscheinlich, da die Zunahme der TUNEL-Fluoreszenz in der Innenzone viel starker
1st, als sich durch blofie Zunahme der Chromatin-Dichte erkléren lief3e.

Wie eingangs erwiéhnt, stellen Zellen in der Innenzone eine relativ statische Population dar.
Proliferation findet wahrscheinlich nicht statt. Man kann dies aus dem Verhalten markierter Zellen
schlieBen, deren Markierung wihrend der gesamten Beobachtungszeit relativ unveréndert bleibt.
Auch das Verhiltnis markierter zu nicht-markierten Zellen bleibt konstant; Zellgruppen markierter
Zellen entstehen nicht. Warum befinden diese Zellen sich in einer Art ,,Winterschlaf™, der sie daran
hindert, sich zu teilen, aber auch vor dem Zelltod zu schiitzen scheint? Die Mangelsituation in der
Innenzone bietet sich als Erkldrungsmoglichkeit an. Zellen in der Innenzone haben sich vermutlich
an die kritischen Uberlebensbedingungen durch Umstellung ihres Stoffwechsels adaptiert und
verharren in der Gy-Phase. Die Bedingungen sind in unserem System wohl noch ausreichend, um
ein Uberleben von Zellen zu erlauben (es entsteht keine zentrale Nekrosezone); dabei zeigen sich
aber grofle Unterschiede je nach verwendetem Zellsystem.

Die Situation von Zellen in der Innenzone scheint damit am ehesten mit der Situation innerhalb
eines avaskuldren Mikrotumors oder innerhalb hypoxischer Regionen eines groferen Tumors
vergleichbar. Auch dort findet man nicht-proliferierende Zellen, die sehr resistent gegen die
verschiedensten Apoptose-auslosenden Stimuli sind, und die, nachdem sie wieder Zugang zu
giinstigeren Lebensbedingungen haben, ihr malignes Potential wieder entfalten. Es wére deshalb
interessant zu untersuchen, welches Schicksal nicht-transformierte bzw. transformierte Zellen aus
der Innenzone nach Dissoziation des Spharoids erfahren; ob sie wieder proliferieren, oder ob der
programmierte Zelltod eintritt (z.B. durch einen Reoxygenierungs-Schaden). Insbesondere wire es
interessant zu untersuchen, ob sich in dieser Hinsicht Unterschiede zwischen nicht-transformierten

Zellen, transformierten Zellen und ex-vivo-Tumorzellen ergeben.

4.2.4 Vergleich mit anderen Zellsystemen

In anderen Zellsystemen entwickelt sich meist ein dreischichtiger Aufbau aus ,,duerer Zone“,
HIntermedidrzone* und ,,zentraler Nekrosezone®. Der entstehende Aufbau zeigt eine starke
Abhéngigkeit vom verwendeten Zellsystem und von der Sphiroidtechnik; insbesondere gilt dies fiir
die zentrale Nekrosezone. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, die Sphéaroidtechnik zu
standardisieren, wenn man Aussagen liber das Verhalten verschiedener Zellsysteme machen will.

Bei Verwendung der gleichen Technik, jedoch eines anderen Zellsystems (C127/C127MS5)
entwickelte sich keine Apoptosezone (A. Schmidtmann, unpublished). Uber die Ursachen dieses
Unterschiedes kann nur spekuliert werden. Es kann sich jedenfalls nicht um einen methodisch

bedingten Effekt handeln, da exakt dieselbe Technik verwendet wurde. Dies unterstreicht
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zusitzlich, dal die Entstehung einer Apoptosezone vermutlich keinen methodischen Artefakt
darstellt, sondern mit speziellen FEigenschaften der Zellen im 208F/208Fsrc3-System
zusammenhéngt. Namentlich die Hypoxie-Empfindlichkeit und/oder der zelluldre Antioxidantien-

Spiegel diirften dabei eine entscheidende Rolle spielen.

4.3 Proliferationskontrolle im Spharoid

In der Monolayer-Zellkultur wird das Proliferationsvermdgen transformierter Zellen stark durch
umliegende nicht-transformierte Zellen gehemmt (Berwald and Sachs, 1963; Stoker et al., 1966;

Bignami et al., 1988). Ist dieses Phidnomen auch im Sphéroid-System zu beobachten?

Mantelzone

In der Mantelzone liegende markierte, transformierte Zellen verlieren wihrend des

Beobachtungszeitraumes ihre starke Markierung zugunsten diffus verteilter Fluospheres (Versuch 9,

siche 3.3.1). Fiir diese Beobachtung gibt es mindestens drei Erklarungsmdglichkeiten:

1. Markierte, transformierte Zellen kdnnten durch Proliferation ihre Markierung verlieren, indem
die vorhandene Menge an Fluospheres zwischen den Tochterzelen aufgeteilt wird, bis
schlieBlich viele schwach oder gar nicht markierte Zellen entstehen.

2. Markierte, transformierte Zellen konnten durch interzelluldre Induktion der Apoptose eliminiert,
entstehende freie Fluospheres von umliegenden nicht-transformierten Zellen phagozytiert
werden.

3. Fluospheres konnten von intakten transformierten Zellen freigesetzt und von Nachbarzellen
phagozytiert werden.

Die verwendete Markierungstechnik erlaubt es leider nicht, zwischen diesen drei Hypothesen exakt

zu differenzieren; es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dal mehrere Vorginge parallel

ablaufen. Es gibt aber trotzdem Indizien, die Hinweise geben kénnen. So erscheint es fraglich, ob
transformierte Zellen in der Mantelzone durch interzelluldre Induktion der Apoptose eliminiert
werden, da in Kokultur-Sphéroiden zwar diffus verteilte apoptotische Zellen sichtbar, diese aber in
der Mantelzone von 208F-Reinkultur und 208Fsrc3-Reinkultur-Sphiroiden in &hnlichen

Prozentsdtzen ebenso vorhanden waren (Versuch 16, siche 3.5.2). Dies spricht gegen eine

Interaktion transformierter und nicht-transformierter Zellen in der Mantelzone, schliefit diese aber

(mangels eindeutiger Markierung) nicht aus. Fiir die Hypothese, Fluospheres konnten von intakten

transformierten Zellen freigesetzt werden, gibt es ebenfalls keine positiven Hinweise. In der

Innenzone behalten markierte Zellen wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes ihre starke

Markierung, man kann aber trotzdem nicht ausschlieBen, dafl dieser Vorgang in der Mantelzone
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stattfinden konnte. Falls tatsdchlich Proliferation transformierter Zellen die Ursache fiir die
zunehmend diffuse Verteilung von Fluospheres in der Mantelzone sein sollte, miifite es sich um
einen sehr raschen Vorgang handeln, da eindeutig markierte Zellen schon sehr frith (Tag 0) kaum
mehr vorhanden sind.

Um zu kldren, ob die Proliferationskontrolle transformierter Zellen in der Mantelzone tatsdachlich
aufgehoben ist, muB3 zwangsldufig eine andere Markierungstechnik verwendet werden, die

dauerhaft und eindeutig ist. Hier bietet sich zum Beispiel die Markierung mit GFP an.

Innenzone

In der Innenzone vorliegende markierte, transformierte Zellen behalten ihre eindeutige Markierung
wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes. Die Intensitit der Markierung sowie das
Verhiltnis markierter Zellen zu nicht-markierten Zellen bleibt konstant. Insbesondere finden sich zu
spiteren Zeitpunkten keine Gruppen schwicher markierter Zellen. Diese Beobachtungen sind
unabhédngig davon, ob markierte, transformierte Zellen von transformierten oder nicht-
transformierten Zellen umgeben sind (Versuch 10-11, siche 3.3.2).

Diese Befunde schlieBen Proliferation markierter, transformierter Zellen in der Innenzone praktisch
aus. Wiirden diese proliferieren, miifite sich die Markierung abschwéchen und Gruppen (,,Klone*)
schwicher markierter Zellen entstehen; auch das Verhiltnis markierter Zellen zu nicht-markierten
Zellen miiBite sich verdndern. Durch die Unabhéngigkeit dieser Beobachtungen vom Vorhandensein
nicht-transformierter Zellen kann ausgeschlossen werden, dal3 diese Proliferationskontrolle durch
eine Interaktion der beiden Zellsorten entsteht. Vielmehr mufl angenommen werden, dafl durch
Mangelbedingungen das proliferative Potential in der Innenzone des Sphéroids generell
eingeschriankt ist (siche auch 4.2.3). Es wire mit Sicherheit interessant, das Verhalten
transformierter Zellen in Gegenwart von Tumorpromotoren (wie z.B. TPA) bzw. das Verhalten von
ex-vivo-Tumorzellen zu untersuchen. Moglich wire, dal3 diese keiner Proliferationshemmung durch

Mangelbedingungen unterliegen und so zu Mikrotumoren auswachsen kénnten (siehe auch 4.4.4).

4.4 Interzellulédre Induktion der Apoptose im Sphéroid

4.4.1 Einzelzellen und Zellgruppen

Einzeln vorliegende transformierte 208Fsrc3-Zellen sowie groBere Gruppen dieser Zellreihe werden
in der Innenzone des Sphiroids wihrend des Beobachtungszeitraumes nicht durch interzelluldre
Induktion der Apoptose eliminiert (Versuch 12, siche 3.4.1 und Versuch 14, siche 3.4.3). Dieser

Befund ist umso erstaunlicher, als gerade 208Fsrc3-Zellen sich in der Monolayer-Kokultur bzw. in
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Trennkammer-Versuchen als besonders empfindlich gegeniiber der interzelluldren Induktion der
Apoptose erwiesen haben. Auch konnte man vermuten, dal durch kurze Diffusionsstrecken im
Sphiroid und geringe Verdiinnung sezernierter Stoffe die interzelluldre Induktion der Apoptose im
Vergleich zum Monolayer-System sogar noch effizienter ablaufen konnte. Dies scheint jedoch nicht
der Fall zu sein. Stattdessen verbleiben transformierte 208Fsrc3-Zellen wihrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes in der Innenzone, ohne apoptotisch zu werden oder zu proliferieren. Wie
kann man sich dieses Verhalten erkldren? Das komplexe Zusammenspiel transformierter und nicht-
transformierter Zellen konnte auf verschiedenen Ebenen gestort sein, auch ist es denkbar, daf3
mehrere Abldufe gleichzeitig gehemmt sind (vergleiche Abbildung 4):

1. Storung auf der Ebene der transformierten Zelle

2. Storung der Signaltransduktion zur nicht-transformierten Effektorzelle

3. Storung auf der Ebene der nicht-transformierten Effektorzelle
4

Storung der Signaltransduktion zur transformierten Zelle

Storung auf der Ebene der transformierten Zelle

Die transformierte Zelle ist an zwei Stellen wihrend der interzelluldren Induktion der Apoptose
beteiligt. Zum einen muf sie (durch ihren autokrinen TGF-B-Loop) das erste Signal zu ihrer eigenen
Elimination liefern, zum anderen muf} sie durch Synthese von Superoxid-Anionen und Induktion
der Apoptose ihre endgiiltige Elimination ermdglichen. Beide Vorgénge konnten gestort sein.

Falls die TGF-B-Synthese im Sphéroid durch Umstellung oder Hemmung der Proteinsynthese
gestort (Theodorescu et al., 1993) oder die extrazelluldre TGF-3-Aktivierung durch Antioxidantien
gehemmt sein sollte, hitte dies mehrere Konsequenzen: zum einen wiirde keine Signaltransduktion
zur Effektorzelle mehr stattfinden, zum anderen konnte die transformierte Zelle ihren
transformierten Phinotyp ,,verbergen®, da der autokrine TGF-B-Loop zu dessen Aufrechterhaltung
notwendig ist (Wehrle et al., 1994). Dies konnte zur Folge haben, da3 die Superoxid-Anionen-
Produktion zum erliegen kommt und so — trotz eventueller Vorbehandlung der nicht-transformierten
Effektorzellen mit TGF-B8 — keine Induktion der Apoptose stattfinden konnte (Jiirgensmeier et al.,
1997b). Man konnte dies durch kontinuierlichen Zusatz von exogenem TGF-8 testen. Falls jedoch
die Synthese des TGF-B-Rezeptors heruntergeregelt oder die Superoxid-Anionen-Produktion auf
anderem Wege gehemmt wére (bei funktionierenden Effektorzellen), konnte man auch auf diese
Weise keine Apoptose induzieren. Die fehlende Elimination von Einzelzellen lieBe sich durch zu
geringe TGF-B-Synthese gut erklidren (liberpriitbar durch TGF-B-Vorbehandlung der nicht-
transformierten Zellen), nicht jedoch die fehlende Elimination von groBeren Zellgruppen, da in

diesem Fall eine ausreichende TGF-B-Konzentration vorhanden sein diirfte (ungestdrte Synthese
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vorausgesetzt).

Die endgiiltige Elimination kdnnte ebenfalls auf verschiedene Weise gestort sein. Zum Einen
konnte die Produktion von Superoxid-Anionen durch fehlende TGF-B-Wirkung, mangelhafte
Synthese des produzierenden Enzymes (NADPH-Oxidase), extrazellulire Antioxidantien oder
Sauerstoffmangel unzureichend sein. Die fehlende Elimination einzelner transformierter Zellen
lieBe sich — analog zur Dichteabhéngigkeit der Elimination im Trennkammer-System (M. Herdener,
unpublished) — durch eine zu niedrige Konzentration von Superoxid-Anionen gut begriinden. Dies
erklart jedoch nicht die fehlende Elimination von Zellgruppen, da in diesem Fall die lokale
Superoxid-Anionen-Konzentration ausreichend sein sollte (ungestorte Synthese vorausgesetzt).
Experimentell 148t sich diese Moglichkeit elegant priifen. Durch Zugabe von NO-bildenden Stoffen
wie zum Beispiel SNP (Nitroprussid-Natrium) lassen sich transformierte Fibroblasten in der
Monolayer-Kultur eliminieren ohne dal3 nicht-transformierte Zellen und deren Produkte anwesend
sein miissen (S. Heigold, unpublished). Die Elimination beruht dabei wahrscheinlich auf der
Reaktion von Superoxid-Anionen mit NO zu Peroxynitrit, welches schlieBlich apoptose-induzierend
wirkt (siche Abbildung 5). Durch SNP-Zusatz liele sich also priifen, ob transformierte Zellen im
Sphéroid Superoxid-Anionen in ausreichender Menge produzieren, um ihre eigene Apoptose
auszulosen. Falls sich durch SNP-Zugabe selektiv Apoptose in transformierten Zelle ausldsen lief3e,
konnte man auch eine generelle Hemmung des Apoptose-Programms als Ursache der beobachteten
Resistenz transformierter Zellen im Sphoroid gegeniiber der interzelluldren Induktion der Apoptose
ausschlieBen; falls nicht, bliebe auch diese Moglichkeit. So konnte die Induktion oder Ausfiihrung
des Apoptose-Programmes auf verschiedenen Stufen reversibel oder irreversibel gehemmt sein
(zum Beispiel durch Mitochondrien-Dysfunktion oder hohen intrazelluldren Antioxidantien-
Spiegel, siehe 4.2.3). Einen weiteren interessanten Erkldrungsansatz hierzu liefern auch
Beobachtungen an kleineren Zellaggregaten (zumeist Tumorzellen), die eine hohe Resistenz
gegeniliber verschiedenen Apoptose-auslosenden Stimuli besitzen. Erstaunlicherweise ist diese
Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika, Strahlung und anderen Stimuli reversibel, sobald die
Zellen ihren dreidimensionalen Zusammenhalt verlieren (zum Beispiel durch Behandlung mit
Kollagenase). Die genaue Ursache dieser ,multicellular resistance® ist noch unbekannt, man
vermutet jedoch, dall Interzellularverbindungen iiber Gap-junctions sowie eine besondere
Konformation der DNA eine wichtige Rolle spielen konnten (Desoize et al., 1998a/b).
Dariiberhinaus ergeben sich aber auch Hinweise auf die Beteiligung bestimmter Proteine bei diesem
Phianomen (St. Croix et al., 1997). Es erscheint durchaus denkbar, dafl dieses Phanomen auch bei
der beobachteten Resistenz transformierter 208Fsrc3-Zellen in der Innenzone des Sphéroids eine

Rolle spielt. In Zukunft kdnnten sich interessante therapeutische Konsequenzen aus der Erforschung
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dieser Resistenzmechanismen ergeben.

Storung der Signaltransduktion zur nicht-transformierten Effektorzelle

Die Signaltransduktion zur nicht-transformierten Effektorzelle erfolgt tiber aktives, LMW- TGF-8,
das als inaktives HMW-TGF-B von der transformierten Zelle sezerniert und extrazelluldr aktiviert
wird. Dieser Schritt kann — wie im vorhergehenden Abschnitt geschildert — durch Verdnderung der
Proteinexpression im Sphéroid oder fehlende Aktivierung gestort sein. Doch selbst wenn diese
Schritte funktionieren, ist eine erfolglose Signaltransduktion nicht ausgeschlossen. Aktives TGF-3
konnte an der extrazelluliren Matrix im Sphéroid gebunden werden, sodall es nicht zur
Effektorzelle diffundieren konnte; falls die Synthese funktionsfihiger TGF-B-Rezeptoren in den
Effektorzellen heruntergeregelt wire, konnte ebenfalls keine erfolgreiche Signaltransduktion

stattfinden (Rizzino, 1988).

Storung auf der Ebene der nicht-transformierten Effektorzelle

Die nicht-transformierte Effektorzelle mu3 nach Eintreffen des TGF-B-Signals (mindestens) zwei
Enzyme bereitstellen: die NO-Synthetase und ein Enzym mit Peroxidase-Aktivitdt. Durch fehlende
Proliferation der Effektorzellen (zum Beispiel durch Sauerstoff- und Néhrstoffmangel) und daraus
eventuell resultierende Verdnderungen der Proteinexpression konnte dieser Vorgang beeintréchtigt
sein (Waleh et al., 1998). So zeigt sich im Monolayer-System, dal3 Proliferation der Effektorzellen
eine unbedingte Voraussetzung zur Elimination transformierter Zellen darstellt (Bassler et al.,
1997).

Auch ist bekannt, daB zur Aktivierung der nicht-transformierten Effektorzelle die Wirkung von
ROS notwendig ist (Jiirgensmeier et al., 1994a; Schaefer et al., 1995; Jiirgensmeier et al., 1997b).
Nimmt man einen stark erniedrigten pO; in der Innenzone des Sphéroids mit konsekutiv reduzierter
Mitochondrien-Funktion und erhohtem Antioxidantien-Spiegel an (siehe 4.2.3), so erscheint es

durchaus moglich, dal3 die Aktivierung der Effektorzelle dadurch verhindert werden konnte.

Storung der Signaltransduktion zur transformierten Zelle

Selbst wenn die im letzten Abschnitt genannten Enzyme in ausreichender Menge synthetisiert und —
im Falle der Peroxidase — freigesetzt werden, ist nicht unbedingt gewéhrleistet, dal} sie ihren Zweck
erfilllen. Dazu ist einerseits ein ausreichendes Substrat-Angebot notwendig und andererseits ein
Milieu, das den Synthese-Produkten gestattet, am gewiinschten Ort zur Wirkung zu gelangen.
Durch einen hohen extrazelluldiren Antioxidantien-Spiegel konnten beide Faktoren in kritischer

Weise beeinflut werden, da einerseits das Substrat-Angebot der Peroxidase (H,O,) sinken konnte
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und andererseits die reaktiven Sauerstoff-Verbindungen am Ort ihres Entstehens sofort wieder
neutralisiert werden konnten, wodurch letztendlich keine Apoptose-induzierenden Hydroxyl-

Radikale bzw. Peroxynitrit wirksam werden kdnnten.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB eine einfache Ubertragung der Beobachtungen vom
zweidimensionalen Zellkultursystem auf das Sphéroidsystem nicht moglich erscheint. Besonders in
der Innenzone des Sphiroids scheinen vollig andere Voraussetzungen hinsichtlich Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung,  Proliferationsverhalten,  Proteinexpression, = Mitochondrienfunktion,
Redoxzustand und Apoptose-Empfindlichkeit zu bestehen. Diese Faktoren zu untersuchen hat mit
Sicherheit groe Bedeutung fiir die gesamte Tumorforschung (mdgliche Konsequenzen dieser

Befunde siche 4.4.4).

4.4.2 Kern-Mantel-Versuche

Auf den ersten Blick erscheinen Kern-Mantel-Versuche (transformierte Zellen im Kern, nicht-
transformierte Zellen im Mantel oder umgekehrt) als sehr gut geeignet, um die interzelluldre
Induktion der Apoptose im Sphéroid-System zu untersuchen, da sich dadurch die Interaktionsfldche
der beiden Zellpopulationen maximal vergrofern 1468t (und damit eventuell auch der vermutete
Effekt).

Im Laufe dieser Arbeit zeigte sich jedoch, daB solche Versuche auch enorme Risiken der
Fehlinterpretation bergen konnen. So kann eine entstehende Apoptosezone eine spezifische
Interaktion transformierter und nicht-transformierter an der Grenzflache vortiuschen (Versuch 13,
siche 3.4.2 und Versuche zur Apoptosezone, siche 3.5). Wie sich zeigte, ist die Entstehung einer
Apoptosezone in diesem System jedoch unabhéngig von der Interaktion transformierter und nicht-
transformierter Zellen (siche 4.2.2).

Man kann aber wiederum auch nicht ausschlieffen, da3 eine solche Interaktion bei Verwendung von
Kern-Mantel-Sphéroiden aus transformierten und nicht-transformierten Zellen stattfindet; es ist
jedoch nicht moglich, zwischen dem Phédnomen der Apoptosezone und der Interaktion der beiden
Zellpopulationen zu unterscheiden.

Aus diesem Grund erscheint die Verwendung von Kern-Mantel-Sphéiroiden zur Untersuchung der

interzelluldren Induktion der Apoptose in diesem System als ungeeignet.

4.4.3 Vergleich mit anderen Zellsystemen

Im Gegensatz zum 208F/208Fsrc3-System wurden einzelne transformierte Zellen im

C127/C127M5-System mit hoher Effizienz spezifisch eliminiert; nicht jedoch bei Verwendung
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eines anderen chemisch transformierten Klons (C127M2) (A. Schmidtmann, unpublished). Wie
lassen sich diese Unterschiede zwischen verschiedenen Zellsystemen erkléren?

Die verwendeten Zellen stammten von verschiedenen Spezies (Ratten- bzw. Maiusefibroblasten)
und wurden durch verschiedene Mechanismen transformiert (virales Onkogen bzw. chemische
Transformation durch MCA). Es erscheint denkbar, daB3 genetische Unterschiede fiir die
differierende Apoptose-Empfindlichkeit verantwortlich sein konnten. Insbesondere die Produktion
von Antioxidantien bzw. die Reduktion der Mitochondrien-Funktion kdnnten in C127M5-Zellen
weniger stark ausgeprégt sein als in den beiden anderen Zellsystemen und dadurch die Expression
des transformierten Phinotyps ermdglichen.

Auch das Proliferationsverhalten bzw. die Zellzyklusverteilung in der Monolayerkultur kdnnte eine
wichtige Rolle spielen. Da der Redoxzustand der Zelle entscheidend fiir die Ausfiihrung des
Apoptose-Programmes (und fiir die Fahigkeit nicht-transformierter Zellen zur interzelluldren
Induktion der Apoptose) zu sein scheint, kann es von grofler Bedeutung sein, in welchem Abschnitt
des Zellzyklus sich eine Zelle befindet, wenn diese in ein Sphéroid eingebracht wird. Falls eine
Zelle durch zellzyklusabhédngige Variation bereits einen niedrigen Gehalt an Antioxidantien
aufweist, konnte diese sensitiv fiir die interzelluldre Induktion der Apoptose im Sphédroid sein.
Durch unterschiedliches Proliferationsverhalten in der Monolayerkultur (und damit unterschiedliche
Zellzyklusverteilung) verschiedener Zellsysteme konnten geschilderte Beobachtungen erklért
werden. Tatséchlich verhalten sich die genannten Zellsysteme in der Monolayerkultur hinsichtlich
ihres Proliferationsverhaltens unterschiedlich (gemessen zum Beispiel in der Zeitdauer bis zum
notigen ,,splitten” der Zellkulturen). Falls dies eine Rolle fiir die Empfindlichkeit gegeniiber der
interzelluldren Induktion der Apoptose im Sphédroid-System spielen sollte, miissten die

Bedingungen noch weiter standardisiert werden.

4.4.4 Konsequenzen dieser Befunde — das Konzept der ,dormant tumor cell”

Welche Konsequenzen haben die geschilderten Beobachtungen im Sphéaroid (208F/208Fsrc3-
System) fiir die Situation in vivo? LaRt sich daraus ein Konzept zur Tumorentstehung entwickeln?

Betrachtet man die Situation im Innern des Sphéiroids (Innenzone), so dringt sich das Konzept der
wdormant tumor cell“ geradezu auf. Transformierte Zellen in dieser Zone proliferieren nicht,
konnen aber auch nicht eliminiert werden; der transformierte Phanotyp scheint ,,maskiert zu sein.
Sie stellen damit ein hohes potentielles Risiko zur spéteren Tumorentstehung dar, da sie auf dem
Weg der Mehrstufen-Karzinogenese schon fortgeschritten sind und wahrscheinlich nur noch einige
wenige Schritte zur Tumorentstehung fehlen. Nach weiterer Applikation von Tumor-Promotoren

sind (mindestens) zwei Szenarien denkbar (Abbildung 43 A-B): durch Induktion der ROS-Synthese
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konnten diese Zellen wieder sensitiv fiir die interzelluldre Induktion der Apoptose werden (durch
erneute Expression des transformierten Phénotyps, Abbildung 43 A) oder sie konnten durch
genetische Mutation ihr proliferatives Potential zuriickerhalten und gleichzeitig vor der
interzelluldren Induktion der Apoptose geschiitzt sein (zum Beispiel durch extrazelluldre
Antioxidantien oder Mitochondrien-Dysfunktion). Wachsen diese Zellen nun aus, konnten durch
weitere genetische Mutationen Zellen entstehen, die eine intrinsische Resistenz gegen die
interzellulare Induktion der Apoptose besitzen (zum Beispiel durch Produktion und Export von
Antioxidantien und/oder Aktivierung anti-apoptotischer Gene); der Weg zur Tumorentstehung ware
geebnet (Abbildung 43 B). Es erscheint durchaus denkbar, dal3 auch beide Mechanismen gleichzeitig
ablaufen konnten, und lediglich die Kinetik des Wachstums und Absterbens fiir das Schicksal des
,,Mikrotumors* entscheidend ist.

Doch entspricht diese Denkweise tatsachlich der Situation in vivo? Wie bereits dargestellt, scheinen
in der Innenzone des Sphiroids spezielle Bedingungen hinsichtlich der Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung zu bestehen. Es erscheint wenigstens fraglich, ob diese Situation derjenigen in
einem vitalen, vaskularisierten Gewebe entspricht. Viel eher dhneln die Bedingungen in der
Innenzone des Sphéroids wohl einem avaskuldren Mikrotumor bzw. einer hypoxischen Region
innerhalb eines groBeren Tumors. Sind damit alle Uberlegungen hinfillig? Ich denke nicht, denn
einerseits konnte ein solcher schlecht versorgter ,,Mikrotumor* auch — wie oben dargestellt — aus
transformierten (,,noch nicht“ Tumorzellen) entstehen, andererseits stellen ,,echte schlafende
Tumorzellen* ein mindestens ebenso grofles Problem dar. Diese sind bekanntermalBlen das groBte
Problem bei der Behandlung solider maligner Tumoren, da sie durch konventionelle Chemo-,
Radio- und Immuntherapie praktisch nicht abzutdten sind: die besser versorgten ,,Tumor-
Mantelzellen® lassen sich zwar gegebenenfalls noch abtdten; es werden jedoch stets neue
proliferierende Zellen aus dem Pool der ,,dormant tumor cells* rekrutiert. Zur Verbesserung der
Therapie solider maligner Tumoren erscheint es deshalb essentiell wichtig, diese
Resistenzmechanismen weiter aufzukldren. Dies konnte zur Etablierung neuer Therapieformen
filhren, wie zum Beispiel der Entwicklung Hypoxie-sensitiver Chemotherapeutika oder zu
scheinbar paradoxen Ansdtzen wie der Dissoziation von Tumoren durch Proteasen und Hemmstoffe
der Zelladhision.

Mindestens ebenso interessant erscheint es jedoch, an fritheren Stufen der Mehrstufenkarzinogenese
anzusetzen, also bei der transformierten Zelle. Will man deren Schicksal im Sphéroid-Modell
nachspielen, sollte man jedoch nicht unbedingt die Innenzone zur Untersuchung wéhlen, da man
dadurch trotz allem wahrscheinlich eine kiinstliche Situation schafft, die der realen Situation in vivo

nicht entspricht: eine relativ frithe Stufe der Karzinogenese (transformierte Zelle) wird mit einer
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sehr spdten Stufe (hypoxisches Gewebe) kombiniert. Viel eher bietet sich die Mantelzone zur
Untersuchung an, da hier vermutlich keine Mangelbedingungen bestehen und die Situation damit
eher einem vitalen, vaskularisierten Gewebe entspricht. Allerdings erlaubt die verwendete
Markierungstechnik keine definitiven Aussagen iiber das Schicksal transformierter Zellen in der
Mantelzone (siche 4.2.1); die Verwendung einer anderen Markierungstechnik erscheint deshalb
unumgénglich (z.B. Markierung mit GFP). Deshalb kann weiterhin nur spekuliert werden, welche
Vorgénge in vivo ablaufen, wenn vereinzelte transformierte Zellen in einem vitalen, gut
vaskularisierten Gewebe entstehen. In diesem Zusammenhang sind viele Szenarien denkbar; zwei
wurden bereits oben beschrieben (diese konnen sowohl in gut versorgten als auch in hypoxischen
Geweben stattfinden, Abbildung 43 A-B) beispielhaft soll ein Weiteres genannt werden, das zur
Tumorentstehung flihren konnte (Abbildung 43 C): enthidlt eine Zelle bereits zu Anfang einen
Resistenzmechanismus gegeniiber der interzelluldren Induktion der Apoptose (z.B. Apoptose-
inhibierende bcl-2-dhnliche Papillomavirus-Proteine: Jiirgensmeier et al., 1997a), so entstehen
durch Tumorinduktoren bereits resistente transformierte Zellen, die durch weitere Applikation eines
Tumorpromotors ohne weiteres zu einem Mikrotumor auswachsen und zusitzliche maligne
Mutationen erhalten konnten. Fiir den Ablauf dieser Sequenz in vivo gibt es mehrere Hinweise:
Tumorentstehung bei Rindern mit Papillomavirus-Infektion, die Tumorpromotoren einer bestimmte
Farn-Art ausgesetzt sind (Campo et al., 1994; Gaukroger et al., 1993) sowie die Pathogenese des
Zervix-Karzinoms der Frau (zur Hausen, 1998/1994/1991).

Durch Optimierung der Sphiroid-Technik sollte es moglich sein, diese hypothetischen Schritte der
Karzinogenese in vitro nachzuspielen. Es sollte dann auch gelingen, Substanzen zu finden, die mit
den genannten Resistenzmechanismen interferieren und somit neue Perspektiven der Vorbeugung

und Therapie er6ffnen.
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Abbildung 43: Einige mogliche Szenarien zur Tumorentstehung

A: Eine “dormant tumor cell” exprimiert nach Applikation von Tumorpromotoren ihren transformierten
Phanotyp und kann durch Interzellulare Induktion der Apoptose eliminiert werden.

B: Eine “dormant tumor cell” wird durch Tumorpromotoren zur Proliferation angeregt, ohne jedoch den
transformierten Phanotyp zu exprimieren (dadurch keine Elimination mdglich). Durch sukzessive Applikation
des Tumorpromotors entstehen resistente Tumorzellen.

C: Eine transformierte Zelle besitzt bereits zu Beginn einen Resistenzmechanismus gegen die Interzellulare
Induktion der Apoptose. Durch Tumorpromotoren wird diese zur Teilung angeregt und kann nicht eliminiert
werden. Durch sukzessive Applikation des Tumorpromotors entstehen resistente Tumorzellen, die
schliellich auch unabhéangig von der Applikation des Tumorpromotors proliferieren (und metastasieren)
kénnen. Schema modifiziert nach Bauer, 1995.
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5 Zusammenfassung

1.

In dieser Arbeit konnte das von F. Lerch und H. Deng etablierte Sphéiroidsystem
weiterentwickelt werden. Dadurch war es moglich, grolere Stiickzahlen brauchbarer Sphéroide
herzustellen und durch die Markierung mit phagozytierbaren Fluospheres einzelne Zellen im
zeitlichen Verlauf zu beurteilen. Es gelang auch, durch Variation dieser Technik
unterschiedliche rdumliche Anordnungen zu erzeugen.

Eine neue Methode zur Herstellung praktisch beliebig groBer, genau definierter Gruppen
markierter Zellen in einem Sphiroid konnte entwickelt werden. Diese ,,Kunststofftechnik*
konnte es ermoglichen, auch in anderen Systemen unterschiedliche Stadien der
Tumorentstehung in vitro zu simulieren.

Die hergestellten Sphiroide im 208F/208Fsrc3-System zeigen einen typischen dreischichtigen,
konzentrischen Aufbau. Man kann Mantelzone, Apoptosezone und Innenzone unterscheiden.
Dieser Aufbau unterscheidet sich deutlich von der Morphologie anderer Sphéroide.

Bei der Untersuchung der interzelluldren Induktion der Apoptose im Sphéroidsystem ergaben
sich interessante Befunde. Obwohl ein Zellsystem verwendet wurde, welches in der Monolayer-
Kultur sehr empfindlich gegeniiber der interzelluldren Induktion der Apoptose ist, wurden
einzelne transformierte Zellen ebenso wie groflere Zellgruppen in der Innenzone des Sphiroids
wihrend des Beobachtungszeitraumes nicht selektiv eliminiert. In der Innenzone kann
zusitzlich mit grofBer Sicherheit von einer generellen Proliferationshemmung ausgegangen
werden. Damit scheinen in dieser Zone sogenannte ,,dormant tumor cells* zu existieren, die
weder proliferieren noch eliminiert werden kénnen und damit eine potentielle Gefahr darstellen.
Das Sphéroidsystem sollte erlauben, die Bedingungen zu definieren, unter denen ,,dormant
tumor cells* zum Tumor auswachsen konnen.

Eine genaue Untersuchung der Apoptosezone ergab, da3 diese unabhéngig von der Interaktion
transformierter und nicht-transformierter Zellen auftritt. Durch die TUNEL-Farbung konnte
gezeigt werden, dal es sich dabei tatsdchlich um apoptotische Zellen handelt. Die ringférmige
Anordnung dieser Zone kann spezifische Interaktionen verschiedener Zellpopulationen in Kern-
Mantel-Versuchen vortduschen und muf3 deshalb bei der Interpretation solcher Versuche
berticksichtigt werden. Da durch die Variation der Versuchsbedingungen die Entstehung einer
Apoptosezone kaum beeinfluBbar war, kann iiber deren Ursachen weiterhin nur spekuliert
werden. Die Befunde sprechen jedoch gegen ein zufilliges Phdnomen und fiir eine spezifische

Eigenart des verwendeten Zellsystems.
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7 Danke

Jede Doktorarbeit beginnt mit der Suche nach einem Doktorvater. Vor mehr als zwei Jahren betrat
ich — eigentlich mehr zufillig — zusammen mit Sonja und Marcus Georgs Labor. Wir wollten uns
nach einer Doktorarbeit bei Prof. Bauer erkundigen, waren aber vom Scheitern unserer Mission fast
schon iiberzeugt (da wir gehort hatten, Prof. Bauer sei vollig ,,ausgebucht®). Es folgte jedoch ein
fast zweistlindiges Gesprdch liber die ,.interzelluldre Induktion der Apoptose mit dem Ergebnis,
dall wir demnéchst dort als Doktoranden anfangen wiirden. Wir waren tiiberrascht, dal wir keine
Zeugnisse oder sonst etwas vorzeigen oder auslosen mufiten, wer von uns drei denn nun anfangen
konnte. Eine fiir Medizinstudenten ganz und gar ungewohnte Situation... Ich mdchte mich dafiir und
fiir die darauffolgende schone (und interessante) Zeit im Labor bei Georg herzlich bedanken. Ich
hatte von Anfang an das Gefithl, willkommen zu sein. Durch Georgs Optimismus,
Begeisterungsfahigkeit und uneingeschrianktes Vertrauen herrschte im Labor (fast) immer eine gute
Stimmung, sodall man trotz eigener Millerfolge selten den Glauben verlor, alles werde am Ende
doch gut ausgehen. Dafiir nochmals vielen Dank.

Diese Doktorarbeit wire ohne die Hilfe vieler anderer lieber Menschen wahrscheinlich niemals
zustande gekommen. Ganz besonders bedanken mochte ich mich bei meinen Eltern und bei Ada fiir
Geduld, Liebe und Verstandnis wihrend dieser Zeit.

Freundschaften sind — laut Georg — wihrend einer Doktorarbeit besonderen Gefahren ausgesetzt.
Ich bin froh, daB sich diese These (ausnahmsweise) nicht bewahrheitet hat. Ich mochte mich ganz
herzlich bei allen meinen Freunden innerhalb und auflerhalb des Labors fiir die schone Zeit und die
Unterstiitzung jeglicher Art bedanken. Besonderen Dank an Sonja, Marcus, Mareike, Corinna und
Claus, die sich trotz eigener Sorgen und viel Arbeit immer auch iiber meine Sorgen den Kopf
zerbrochen haben; ihr habt mir damit sehr geholfen. Allen anderen, die ich jetzt vergessen habe,

mochte ich ebenso herzlich danken.

Ein Dankeschon geht aulerdem an H. Deng fiir die Einfithrung in die Sphéaroidtechnik, Andreas fiir
die gute Zusammenarbeit bei der Durchfiihrung der Sphéroid-Versuche, Jiirgen Brandel fiir das
prompte Scannen unzdhliger Dias, Dr. Ralf Hanselmann fiir die Herstellung des Kunststoffes,
Susanne Zabel fiir die Einflihrung in die Zellkultur-Technik und Prof. Brandner (+ Labor) fiir das

Interesse und die freundliche Unterstiitzung unserer Arbeit.
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