Untersuchungen zum Monitoring von
Tumorxenograftmodellen mittels
nicht-invasivem in vivo
Multispektral-Fluoreszenzimaging

Dissertation

zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

der
Naturwissenschaftlichen Fakultét I - Biowissenschaften -
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
vorgelegt
von Frau Diplom-Biologin (technisch orientiert) Henrike Caysa

geboren am 26.07.1980 in Potsdam

Gutachter/in
1. Prof. Dr. K. Méder
2. Prof. Dr. med. H.-J. Schmoll
3. Prof. Dr. G. Bendas

Halle (Saale), den 29.07.2013



Inhaltsverzeichnis

=

<

DN — 00 O OO = = =

—_ =

1 Material . . . . . . . .,
|2Tz2 Methoden . . . . . . o

2.3 Cewinnune tiefrot fluoreszierender Zellklond . . . . . . . . . . . . ..

2.4 In vitro Charaki@ﬁsj&mmgjmﬁBQK]@_nd ...............

|2 4.1 Material . . . . . .

I o e G T e T e S G S G S G
© © © 00 ~J ~J T i i i I W wWw

I
i

@'@mﬂiﬂm@dﬁd ................
5.3 Material . . . . . ...
Ol

[N}
w

[\)
w

)
i~

[ SR )
[e> I e

1



Inhaltsverzeichnis iii
£.6.2 Methoded . . . . . . ... ... 28

2.7 Kontrastmittel und Modellarzneitriiger NIR-HES . . . . . . .. . .. 31
7.1 Material . . . ..o 31

R72 Methoded . . . ... .. ... 31

RS Softward . . ... .. 32

3 gffl_lggggé 33
| : - oot 1 - lor T Ted . 33

B.1.1 Gewinnung der Klond. . . . . . .. ... ... L. 33

3.1.2 _In vitro Charakterisierung der Klond . . . . . . ... .. ... 35

3.1.3 _ Zusammenfassung . . . ... oL 45

|3_2_ ablierung des m iir Xenograftmodella. . . . . . . . . ... ... 47

¢ in si QIve he zum Tumorzellimaging . . . . . . . . 47

Uberlegungen zur Quantifizierung de mmorlastl . . . . . . .. 51

3.2.3  Untersuchungen am s. ¢. Xenograft . . . ... ... ... ... 53

3.2.4 _FEine Fehlerbetrachtung . . . . . . . . . . . .. ... ... ... 65

" - 0

A 1SS1) 81

Kontrastmittel und Modellarzneitriger NIR-HES 82

[3.3.1 Untersuchungen zur Pharmakokinetik von NIR-HES 200 82

[3.3.2 __Verwendung von NIR-HES als KM und Modellarznmtraqeﬂ o 82
B.&ﬁ_&mamm&nia.smm@ ......................... 91
4_Diskussion 92
4.1 _Etablierung tiefroter Fluoreszend . . . . . . . . . . . . .. ... ... 92

4 Nicht-invasives in vivo 1 in CRC Xenograftmodellen . ... ... 93

4 [Kontrastmittel und Modellarzneitrager NIR-HES . . . . . . . . . .. 97
5 Zusammenfassung und Ausblick 98
6 Anhang vii
it vii

XV

xXviii

XX

XXiv

XXV

XXVi




Tabellenverzeichnis

.1

Hiufiekeiten von Krebserkrankuneen in Deutschland 2010 . . . . . .

[.2 Eine Ubersicht zu den Bildgebungsverfahren in der Medizin . . . . . .

2.1

Die verwendeten Zelllinien . . . . . . . oo

; - =
Die verwendeten Antikorper fiir den Western Blott . . . . . . . . . . .
Die verwendeten Antikorper fiir die Immunhistochemia . . . . . . . .
Die Ubersicht der verwendeten Filte L

Die IC50- und IC90-Werte der Zellklond . . . . . . . . . . . . . ...

3.3 Die Zusammenfassung der Daten fiir die verwendeten CRC Zellklond
Die ermittelten Exponenten B der angepassten Potenziunktionen . . .
Die Ereoebnisse der Testung auf Normalverteilung fii & D)
6___Da cebnis der paarweisen Vergleiche im gemischten Modell Al . . .
3.7 _TAV fiir NIR-HES 200 in verschiedenen s. c. Xenograftmodellen

3.8

TAV fiir verschiedene NIR. KM in einem i. p. Xenograftmodel

v

13
17
17
20
24
27

38
44
46
o8
66
68
85
91

XVl



Abbildungsverzeichnis

[1€ DE [ Crinodellen] 111 der ONKO 0: 1CT) O QU119

eI A DIAZCDUNS 111 CILCKTLTOIMagne €11 OdCEC alwelien . .

. . . N .
NUIMIKTOSKOD ne A NAaNIMen der Hyuore Crendacen A N 10NG

Die Inten QUaANtINZ1e g delr NIoNe all A aupur . . . . ..

: ; » ;
6__Die Verdopplungszeiten von DILD-1 & HT-29 mit den Klonen
. ; ”
vtotox At von Oxaliplatin, 5- & notecan aut DIL.D-1 Zellen
o o e e . . 0
8 0t0X at von Oxaliplatin, 5- & notecan auf HT-29 Zellen

3.9 Der Finfluss der Belichtungszeitl . . . . . . ... ... .........

3.10 Der Versuch zur Zellzahlquantifizierung im Kadaverexperiment]

Dag Monitoring mehrere 1morherde im Xenograftmode .
3.18 Das Monitoring von Therapieansprechen im s. ¢. Xenograftmode
9 Die Histogramme fiir die metrischen Merkmale md1 .. ... ...

3.20 Die Boxplots fiir die Verteilung der S. D. %l von 1 . . .. ... . ..

3.21 Das Monitoring von DLD-1 FUKW 5 nach i. p. Applikation (1)
MM‘UKW 5 nach i. p. Applikation (2

3..25LH.’]L—29 FUPW 111, p.: W:i%iiuﬁ ....................

3.25 Eine Therapiestudie im i. p. Modell . . . . . . . . . . .. .. .. ...




Abbildungsverzeichnis vi

3.20 Zeitlicher Verlauf des NIR-HES 200 Signals nach i v. Gab

3.33 NIR-HES 200 im HT-29 i. p. Xenograftmodell - Maus 6 . . . . . . .. 90
O Die Ubersich den Maestro-Emissionsspektren der verwendeten FP xvii
0 Die PCR. zur Anreicherung de boF'P635-Fragmentesd . . . . . .. xviii
O Der Kontrollrestriktionsverda on verschiedenen p KW Klonen . . Xix
6.4 _Der Kontrollrestriktionsverdau von verschiedenen p PW _Klonen . . Xix
6.5 Die Ergebnisse der Wachstumskinetik fiir TurboFP635 DI.D-1 Zelle xxi
6.6 __Die Ergebnisse der Wachstumskinetik fiir mPlum DLD-1 Zellen . . . xxii
0 Die Frgebnisse der Wachstumskinetik fiir HT-29 Zellen . . . . . . . . xxlii



1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom - Bedarf an neuen
Therapieoptionen

Maligne Neoplasien sind nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die zweithédu-
figste Todesursache in Deutschland |Becker & Wahrendorf, [1998; [Kaatsch et all, 2012].
Der Trend zeigt, dass sie vermutlich in den kommenden 10 Jahren die Haupttodesursache
sein werden (sieche Abb. [[LT]). Auch international gilt, dass das Auftreten und der schwere
Verlauf von Tumorerkrankungen héufige Todesursachen sind. Die einzelnen Krebsarten
variieren dabei regional stark hinsichtlich ihrer Inzidenz, wobei mittlerweile die typischen
Tumorerkrankungen des westlichen Kulturkreises, wie das kolorektale Karzinom (CRC)
oder das Lungenkarzinom, auch in den asiatischen Staaten und den Entwicklungsldndern
aufgrund des sich verdndernden Lebensstils hiufiger werden. Sie haben dort z. T. die
infektionsbedingten Tumorerkrankungen (Leberkarzinom, Gebarmutterhalskrebs u. a.)
in ihrer Haufigkeit iiberholt [Jemal et all, 2010].

Betrachtet man die Daten zu den Krebserkrankungen mit der hochsten Inzidenz und
der hochsten Mortalitdt in Deutschland im Detail, so zeigt sich, dass das CRC bei
Ménnern wie Frauen eine der grofien therapeutischen Herausforderungen darstellt (siehe
Tab. [L1). Aber auch in anderen Staaten ist diese Gruppe der malignen Erkrankun-
gen hiufig |Jemal et al!, 2010]. Zu den Risikofaktoren, an einem CRC zu erkranken,
gehoren Ubergewicht und Adipositas, Bewegungsmangel sowie eine ballaststoffarme,
fettreiche Erndhrung mit hohem rotem Fleisch- und Wurstanteil sowie einem geringen
Gemiiseanteil [Kaatsch et all, 2012]. Diese Faktoren sollen die Darmpassage verlangsa-
men und damit die Kontaktzeit von potentiellen Kanzerogenen mit dem Darmepithel
verlangern. Zudem tragen regelméafiger Alkoholgenuss und Tabakkonsum zur weiteren
Risikoerhohung bei. Auch erblich bedingte Formen des CRC existieren. Die Erkran-
kungen treten zu ca. 65 % im Kolon und ca. 30 % im Rektum auf. Die restlichen
Krankheitsfélle sind im Rektosigmoid bzw. im Analkanal lokalisiert. Histologisch gesehen
handelt es sich bei den meisten CRC um Adenokarzinome, daneben kommen Plattenepi-
thelkarzinome im Analbereich und neuroendokrine Tumore vor [Kaatsch et all, 2012].

Der stadiumabhéngige Standard in der CRC Therapie ist die operative Behandlung
mit unterstiitzender Chemotherapie. Ebenfalls kommt pra- bzw. postoperative Radiothe-
rapie bei Patienten mit rektalem Karzinom zum Einsatz. Als Chemotherapeutika werden
u. a. b-Fluorouracil (5-FU), Irinotecan und Oxaliplatin, auch in Kombination mit Cetu-
ximab und Bevacizumab als zielgerichtete Antikorper, verwendet |[Schmiegel et all, 2008;
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Tabelle 1.1: Haufigkeiten von Krebserkrankungen in Deutschland 2010.
[Becker & Wahrendorf, [1998&; [Kaatsch et all, [2012]

Méanner Frauen

Erkrankung 1. Prostata Brust
2. CRC CRC
3. Lunge Lunge

Todesursache 1.  Lunge Brust
2. CRC Lunge
3. Prostata CRC

von_der Schulenburg et all, [2010]. Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate nach Dia-
gnosestellung von 63 % bei Mannern und 62 % bei Frauen handelt es sich beim CRC um
eine Krebserkrankung mit mittlerer Prognose [Kaatsch et all, [2012]. Diese ist allerdings
stark abhéngig von dem Stadium, in dem die Erkrankung festgestellt wird. Insbesondere
im fortgeschrittenen Stadium sind die Therapieoptionen limitiert, was die Notwendigkeit
neuer Therapieoptionen bedingt.

Neben der Standardtherapie gibt es neue Ansétze, die Behandlung von CRC Pati-
enten individueller zu gestalten. Basierend auf den molekularen Grundlagen der Ent-
artung soll die Therapie optimiert werden. Das CRC ist durch intensive Forschung
in den vergangenen Jahren von einer einzelnen Krankheit zu einer Erkrankung mit
verschiedenen Ursachen und daraus resultierenden variablen Eigenschaften geworden
[Chau & Cunningham, 2009; [Perea et al., 2011]. Es eroffnen sich so neue Moglichkeiten,
gezieltere Therapieanséiitze zu etablieren, die eine bessere Prognose fiir die einzelnen
Patienten bieten kénnen. Aber auch die Entwicklung neuer Wirkstoffe, vor allem zur
Uberwindung von auftretenden Resistenzen gegen die bekannten Chemotherapeutika
besonders bei fortgeschrittenen, metastasierten Stadien, sind ein wichtiger Baustein fiir
hohere Uberlebensraten bzw. lingere progressionsfreie Zeiten. Ein weiterer moglicher
Ansatz zur Steigerung der Effizienz etablierter Substanzen wéire, neuartige Arzneifor-
mulierungen oder Arzneitrigersysteme einzusetzen, die z. B. eine lokale Anreicherung
und damit Dosiserhohung im Tumor bewirken und dadurch die unerwiinschten Neben-
effekte einer Chemotherapie reduzieren konnen. Hier sei als moglicher Mechanismus der
enhanced penetration and retention (EPR) Effekt erwahnt, der ein passives Tumortar-
geting ermdoglichen kann [Maeda et al., 2000].
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Die haufigsten Todesursachengruppen in Deutschland 2010
The Most Frequent Causes of Death in Germany in 2010

Sonstige/Others Sonstige/Others

Maénner Frauen
Male Female

Unfélle/Accidents
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Abbildung 1.1: Daten zur Todesursache in Deutschland.
Oben: altersstandardisierte Mortalitéitsraten (nach der Standardbevolkerung gewich-
teter Mittelwert iiber die in einzelnen Fiinfjahresaltersgruppen ermittelten altersspe-
zifischen Raten bezogen auf 100.000 Einwohner) des Jahres 2010, unten: Entwicklung
der altersstandardisierten Mortalitdtsraten seit 1950, links: Méanner, rechts: Frauen.
http: / /www.krebsatlas. de
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Tiermodelle

’ Mausmodelle in der Krebsforschung ‘

(+) kurze Generationszeit
(+) einfache Haltung und Handhabung
(+) Transgene Tiermodelle (Pronukleusinjektion, ES-Zellmodifikation u. a.)
(—) kein humaner Metabolismus
’ Xenograftmodelle F— —ﬁ syngene Modelle
(4) humane, charakterisierte Tumorzelllinien (4+) Immunkompetenz
(=) Immundefizienz (+) Tumor-Stroma-Kompatibilitat
(—) Tumor-Stroma-Inkompatibilitat (—) keine humanen Zellen
1 _— t
’ Zellapplikation ‘ ’ spontane Karzinogenese
= s. c.. (+) einfache Applikation (+) sehr nah an der Situation im Patienten
(+) einfaches Monitoring (—) komplexe Generierung der GEMMs
(—) artifizielle Lokalisierung (=) Monitoring schwierig

= systemisch:
(4) Metastasierungsmodelle
(—) Zirkulation aller Tumorzellen
(—) Monitoring schwierig
= orthotop:
(4) origindre Lokalisierung
(—) aufwiandige Applikation
(—) Monitoring schwierig

Abbildung 1.2: Eine Ubersicht zu Tiermodellen in der onkologischen Forschung.
(4): Vorteile, (—): Nachteile

1.2 Tiermodelle in der onkologischen Forschung

Um Weiterentwicklungen der Krebstherapie zu erméglichen, die den (individuellen) Aus-
gang der Erkrankung in den betroffenen Patienten verbessern, sind préklinische Tiermo-
delle unerlésslich. Sie werden benétigt, um in vitro gewonnene Erkenntnisse iiber neue
Wirkstoffe, Arzneiformulierungen oder kombinationstherapeutische Ansétze sowie aktu-
elle Ergebnisse aus der Grundlagenforschung zur Tumorbiologie in vivo am komplexen
System ,,Organismus® zu iiberpriifen. Eine Kurziibersicht iiber die gingigen Tiermodelle
in der onkologischen Forschung zeigt Abb. [.2

Der am haufigsten verwendete Modellorganismus ist die Hausmaus Mus musculus ssp.
Diese Tierart zeichnet sich durch ihre einfache Haltung, Ziichtung und Handhabung aus.
Zudem handelt es sich bei Mausen um Tiere, die viele Nachkommen bei einer kurzen
Generationszeit und mit rascher Individualentwicklung erzeugen (r-Strategen). Durch
die Kombination dieser natiirlichen Eigenschaften mit den Techniken zur genetischen
Modifikation von Saugerzellen ist es moglich, fiir eine zu untersuchende Fragestellung
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das passende, der Erkrankung im Menschen dhnlichste Mausmodell zu generieren (z. B.
genetically engineered mouse models (GEMMs) fiir CRC |Roper & Hung, 2012]).

Grundsétzlich sind xenogene und syngene Tumormodelle zu unterscheiden. Erstere
arbeiten zumeist mit humanen, gut charakterisierten Tumorzelllinien oder mit Tumor-
gewebsimplantaten (z. B. aus Patientenmaterial). Voraussetzung fiir den xenogenen An-
satz ist die Verwendung immundefizienter Tiere, da sonst keine Xenograftprogression
stattfinden wiirde. Die athymische Nacktmaus wird seit den 1970ern haufig in der Krebs-
forschung verwendet. Es handelt sich um eine natiirlich aufgetretene spontane Deletion
im Foxnl Gen (rezessives Allel Foxnl™). Sie ist charakterisiert durch eine spéarliche
Restbehaarung sowie durch das Fehlen des Thymus. Betroffene Individuen kénnen keine
reifen T-Zellen zur spezifischen Immunabwehr bilden. Diese Tiere verfiigen aber iiber
ein Restimmunsystem, welches neben der Abwehr durch NK-Zellen auch die Produktion
von Immunglobulinen erlaubt [Sharkey & Fogh,[1984; [Shimosato et all,[1979,1976]. Will
man starker immundefiziente Tiere nutzen, beispielsweise weil die zu untersuchende Tu-
morzelllinie in Nacktmé&usen kein Wachstum zeigt, so konnen u. a. die Mausstdmme Fox
Chase SCID® Mouse (Fa. Charles River, [SCID mouse) oder CIEA NOG mouse® (Fa.
Taconic, NOG mouse)) verwendet werden, deren Immunsystem, verglichen mit der athy-
mischen Nacktmaus, durch gentechnische Modifikation sehr viel stiarker reduziert ist. Ein
Vorteil der Xenograftmodelle liegt in ihrer einfachen Handhabung. Nutzt man die s. c.
Zellapplikation, so ist der Implantationseingriff am Tier minimal-invasiv und das Monito-
ring der Tumorlast kann durch einfache Schieblehrenmessung hinreichend genau erfolgen
[Euhus et al), [1986; Tomayko & Reynolds, [1989]. Weiterhin erlauben Xenograftmodelle
die Verwendung definierter, in vitro charakterisierter, humaner Zelllinien. So kénnen z. B.
bei Verwendung resistenter Tumorzelllinien Strategien zur Resistenziiberwindung unter-
sucht werden. Nachteil der Xenograftmodelle ist, dass die Tiere kein normales Immun-
system besitzen und die Tumor-Stroma-Interaktion durch die Inkompatibilitat zwischen
dem genetischen Hintergrund von Xenograft und Empfanger verdndert sein kann, was
wiederum die Entwicklung, Metastasierung oder auch die Reaktion auf Chemotherapie
des Xenografts im Vergleich zum Patiententumor beeinflussen kann. Zudem beeinflusst
die artifizielle Tumorlokalisierung bei den haufig verwendeten s. c. Xenograftmodellen
die Tumorbiologie entscheidend: Das die Tumorzellen umgebende Mikromileu kann vor
allem ihr Metastasierungsverhalten reduzieren. Weiterhin kénnen die Progressionsrate
und die Differenzierung des Xenografts von der des urspriinglichen Tumors stark abwei-
chen. Diese Problematik lasst sich durch orthotope Zellinstallation positiv beeinflussen
[Bibby, 2004; Douglas et all, 2001; [Fidler, 1991; Hoffman, 1994, 1999; Kerbel, 2003;
Kubotal, 1994]. Hier werden die Tumorzellen in das gleiche Mikromilieu implantiert,
welches der Tumorentitit entspricht, z. B. durch eine Zellinstallation fiir das CRC in
das Kolon oder fiir testikuldre Keimzelltumore (TGCT) in den Testis. Voraussetzung
fiir diese weniger artifiziellen Zellapplikationen ist neben der (invasiven) Implantations-
technik ein geeignetes Monitoringverfahren, welches die Beurteilung der Tumorlast im
Tierinneren zuverldssig ermoglicht. Hier kommen unterschiedliche Bildgebungsverfahren
in Frage, die im folgenden Abschnitt naher erortert werden.


http://www.criver.com/en-US/ProdServ/ByType/ResModOver/ResMod/Pages/Fox_Chase_SCID_Mice.aspx
http://www.taconic.com/nog
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Im Gegensatz zum Xenograftmodell wird bei syngenen Tumormodellen mit immun-
kompetenten Méusen und entweder mit murinen Tumorzelllinien oder mit spontaner
Karzinogenese gearbeitet. Zur Zellapplikation kommen prinzipiell die selben Techni-
ken in Frage wie bei Xenograftmodellen. Fiir die sichere spontane Karzinogenese wur-
den mittlerweile unter Ausnutzung gentechnischer Modifikation wie Onkogenaktivierung
oder Tumorsupressorgeninaktivierung, sowohl in der Keimbahn als auch konditional, ver-
schiedene GEMMs etabliert. Sie bieten den Vorteil, dass Immunkompetenz und Tumor-
Stroma-Kompatibilitdt die Situation im Patienten gut abbilden [Roper & Hung, 2012;
Sharpless & Depinha, 2006]. Erzeugung wie Etablierung dieser gentechnisch modifizier-
ten Modelle sind jedoch hoch komplex und spiegeln nicht zwangsldufig die humane Tu-
morbiologie wieder [Walt et all,11993]. Analog den orthotopen Xenograftmodellen ist das
Monitoring der Tumorlast von GEMMs auf spezielle Bildgebungsverfahren angewiesen.

1.3 Bildgebungsverfahren
1.3.1 In der Medizin

In der Humanmedizin kommen sehr verschiedene Techniken zur Darstellung von anato-
mischen Verhéltnissen im Korper zum Einsatz. Die wichtigsten Verfahren fasst Tab.
zusammen [Dossel, 2000]. Grundsétzlich ist zwischen zwei Verfahrensklassen zu unter-
scheiden. Bei der Projektionsdarstellung werden alle im Strahlengang befindlichen Struk-
turen tibereinander projiziert (z. B. das klassische Rontgenbild). Die tomographische
Darstellung in Schnittbildern erlaubt aufgrund der geringen Schichtdicken eine nahezu
iiberlagerungsfreie Abbildung und damit bessere, sensitivere Bilder mit hochaufgelostem
Informationsgehalt (z. B. CT, MRT). Fiir beide Verfahrensklassen kénnen auch physio-
logisch-diagnostische Untersuchungen durchgefiihrt werden, wenn geeignete, eine Funk-
tionalitiat abbildende Kontrastmittel (KM) in Kombination mit anatomischen Bilddaten
ausgewertet werden (z. B. CT-PET). Allerdings erreichen tomographische Bilder auch
hier die deutlich bessere Feindarstellung.

Vielen Verfahren gemein ist, dass sie auf elektromagnetischen oder Schallwellen und
deren Verhalten im Gewebe und an dessen Grenzschichten basieren, wobei die Wellenart
bzw. -qualitdt je nach Verfahren variiert und sich dementsprechend unterschiedliche
Vor- und Nachteile der Methoden ergeben. Einige Beispiele sind CT, US oder optische
Tomographie. Die entscheidenden Prozesse, die in der Bildgebung ausgenutzt werden,
sind Absorption, Reflexion, Brechung, Beugung und Interferenz. Diese beeinflussen die
eingesetzten Wellen gewebsspezifisch hinsichtlich Amplitude, Frequenz und Phase. Aus
den Differenzen zwischen den Eingangssignalen und den am Detektor aufgezeichneten
Ausgangssignalen lassen sich computergestiitzt grafische Darstellungen in 2D oder 3D
erzeugen. Das Grundprinzip der wellenbasierten Bildgebungsverfahren zeigt die Abb. [L.3l
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Tabelle 1.2: Eine Ubersicht zu den Bildgebungsverfahren in der Medizin.
Bei allen Tomographien handelt es sich um Schnittbildverfahren, die detailliertere Bild-
darstellungen generieren als Projektionsmethoden.

Verfahren Basis Vorteile Nachteile

Rontgen  ~-Strahlung fiir knocherne Strukturen Strahlenexposition
gut geeignet

cT ~v-Strahlung fiir knocherne Strukturen Strahlenexposition

gut geeignet, mit KM Weich-
teildarstellung moglich

SPECT ~-Strahlung funktionelle Analysen Strahlenexposition
von KM
PET fT-Strahlung  funktionelle Analysen Strahlenexposition
von KM
[O hochfrequente keine Strahlenexposition geringe Auflosung,
Schallwellen geringe Eindringtiefe
MRT Kernspin fiir nicht knécherne Struk- hohe Betriebskosten
turen geeignet, keine
Strahlenexpostion

’ Emitter H Objekt H Detektor

Beispiele: Beispiele: Beispiele:

e Rontgenrdhre e Mensch e Rontgenkamera

e Laser/Lichtquelle o Tier e CCD-Sensor

e US-Wandler: US-Sender e in vitro Probe e US-Wandler: US-Echoempfanger

l

’ Datenverarbeitung ‘

Abbildung 1.3: Ein Schema zur Bildgebung mit elektromagnetischen oder Schallwellen.
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Die MRT hingegen nutzt im Wesentlichen den hohen, aber variierenden Protonenge-
halt biologischer Strukturen aus. Vereinfacht kann man festhalten, dass in einem extrem
starken Magnetfeld die Atomkerne mit Eigenspin ausgerichtet werden. Aus dieser Ord-
nung (Langsmagnetisierung) lassen sich die Kerne mittels geeigneter, in Resonanz befind-
licher Radiofrequenzimpulse auslenken (Quermagnetisierung). Je nach Bindungszustand
des Protons dauert es unterschiedlich lange, bis diese Auslenkung wieder aufgehoben ist.
Diese Abweichungen in den sogenannten Relaxationszeiten erlauben eine kontrastierte
Darstellung der unterschiedlichen Gewebe. Je nach technischer Realisierung ist dies in
2D oder 3D moglich. Neben dem Proton 'H biologisch auch relevant sind die Dipole Koh-
lenstoff 1*C, Fluor F, Natrium **Na und Phosphor 3!P. Besonders gut geeignet fiir die
Darstellung mittels MRT sind die Weichteile, da hier gute Eigenkontraste bei Nutzung
optimaler Messsequenzen vorhanden sind, also ohne KM gearbeitet werden kann.

1.3.2 In der Forschung

In der Forschung werden neben den aus der Humanmedizin bekannten, ggf. angepass-
ten Verfahren auch andere Techniken genutzt, die sich insbesondere der gentechnischen
Zellmodifikation bedienen. Eine gute Kurziibersicht zum Kleintierimaging in der onkolo-
gischen Forschung haben Hong et all [2010] und [Sandhu et all [2010] zusammengestellt.
Die molekularbiologisch unterstiitzten Methoden erlauben neben der anatomisch-mor-
phologischen Darstellung eines bestimmten Signals oder Markers auch funktionelle sowie
genetische Analysen. Zu diesen Methoden gehort das Biolumineszenzimaging, welches
bei der Untersuchung vieler Fragestellungen erfolgreich genutzt wird [Séling & Rainov,
2003]. Dabei wird das durch die energieaufwendige, enzymatische Oxidation eines Sub-
strates entstehende Licht als Bildgebungssignal genutzt. Klassisch setzt das Enzym Lu-
ciferase, welches aus dem Glithwiirmchen Photinus pyralis isoliert wurde, das Substrat
Luciferin um. Der Nachweis der Luciferase dient als exogener Marker einer Zellpopula-
tion. Etabliert man z. B. eine konstitutive Expression mittels geeignetem Promotor in
Tumorzellen, so bildet das im Tier detektierte Lichtsignal die vitalen Tumorzellen ab
und die Tumorlast kann so nicht-invasiv quantifiziert werden. Auch genetische Regulati-
onsmechanismen lassen sich mit diesem Verfahren in vivo analysieren, wenn das Enzym
unter Kontrolle des geeigneten, z. B. zellzyklusabhédngigen Promotors exprimiert wird.
Die zwingende Abhéngigkeit der Licht freisetzenden Reaktion von zelluldrer Energie in
Form von ATP kann nachteilig sein, da sich absterbende und tote Zellen nicht mehr
nachweisen lassen. Zudem wirkt die Notwendigkeit eines Substrates einschrankend auf
die Flexibilitdt der zu untersuchenden Sachverhalte. Die Anzahl der nutzbaren Substrate
ist begrenzt, wodurch die parallele zeitgleiche Analyse verschiedener Fragestellungen be-
schrankt ist. Weiterhin unterliegen die Substrate generell einer raschen, die Messzeiten li-
mitierenden Pharmakokinetik. Sie sind z. T. auch sehr teuer, was, neben der notwendigen
Kamerakiihlung aufgrund geringer Signalintensititen und dadurch bedingtem schlechten
Signal-Rausch-Verhéltnis bei Raumtemperatur, die Kosten der Untersuchungen steigert.
Eine vielseitig einsetzbare, giinstigere Alternative stellt das Fluoreszenzimaging dar.
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Das Fluoreszenzimaging

Ein weitverbreitetes Verfahren, biologische Fragestellungen in wvitro und in vivo zu un-
tersuchen, ist das Fluoreszenzimaging. Sehr gute Ubersichtsartikel sind von |Graves et al.
[2004] und Leblond et al! [2010], letzterer mit besonderem Schwerpunkt auf der techni-
schen Realisierung und Limitierung, verfasst worden. Allen optischen Imagingmethoden
basierend auf Fluoreszenz ist gemein, dass sie auf einer spontanen Lichtemission, die
beim Ubergang aus einem energetisch angeregten System in einen energieérmeren Zu-
stand erfolgt, basieren. Sie benttigen daher mindestens ein Anregungslicht als Energie-
lieferant, ein Fluorophor als anregbares System und einen Detektor fiir die Aufnahme der
emittierten, langerwelligen Fluoreszenz. Diese drei Grundkomponenten erlauben ein fle-
xibles Versuchsdesign, da sie alle fiir die jeweilige Fragestellung und das zu analysierende
Modellsystem optimal gewéhlt werden konnen. Es kann sowohl das Projektionsverfah-
ren als auch ein tomographisches Verfahren technisch realisiert werden, wenngleich die
Projektionsverfahren, aufgrund ihrer langjahrig erprobten Zuverlassigkeit und ihres ge-
ringeren apparativen und datenverarbeitungstechnischen Aufwands, noch hiufiger im
Einsatz sind.

Als Anregungsquellen kénnen Laser mit monochromatischem Licht oder die flexibler
einsetzbaren, energiereichen Weifllichtlampen kombiniert mit passenden Schmalbandfil-
tern verwendet werden. Héufig wird Auflichtbildgebung eingesetzt, aber auch Trans-
missionsimaging ist moglich. Die Detektion der emittierten Fluoreszenz erfolgt meist
mittels CCD-Kameras, durch deren Objektiv das Untersuchungsobjekt fokussiert wird.
Wichtig ist, dass dem Detektor ein (Langpass)Filter vorgeschaltet werden muss, der das
Anregungslicht von der Aufnahme ausschlie3t. Die Trennung von Anregung und Fluores-
zenz wird durch den Stokes Shift ermdglicht. Dieser beschreibt die Maximaverschiebung
vom Extinktionsspektrum zum Emissionsspektrum des Fluorophors und ist durch den
Energieverlust (Wérme, Schwingungsenergie) beim Zustandsiibergang des Fluorophors
bedingt. Die Fluorophore kénnen aus einem breiten Spektrum an anorganischen wie
organischen Verbindungen bis hin zu den komplexen Fluoreszenzproteinen (FP) aus-
gewihlt werden. Fluoreszenzfarbstoffe, z. T. mit groflen Stokes Shifts, sind inzwischen
fiir jeden Wellenldngenbereich verfiighar.

Beim nicht-invasiven in vivo Fluoreszenzimaging ganzer Kleintiere, wie es in der préa-
klinischen Forschung wiinschenswert ist, sind zwei Phdnomene die Hauptfaktoren, wel-
che die Signalqualitét, die Nachweisgrenze und die Quantifizierbarkeit einschrinken: die
starke Eigenfluoreszenz biologischer Gewebe und dessen geringe Lichtdurchlissigkeit,
insbesondere bei Verwendung kurzwelliger Strahlung. Durch multispektrales Fluores-
zenzimaging (msFI) kann der Einfluss der Eigenfluoreszenz verringert werden. Bei die-
ser Methode wird das emittierte Signal {iber ein breiten Wellenldngenbereich detektiert.
Unter Zuhilfenahme von Referenzspektren fiir Autofluoreszenz und die nachzuweisenden
Fluorophore kann das aufgenommene Summensignal eines Bildpunktes in die jeweiligen
Einzelsignale zerlegt werden. So wird eine Quantifizierung der Signale getrennt von der
tiberlagernden Autofluoreszenz der Probe (z. B. der Maushaut iiber einem s. c¢. Tu-
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Abbildung 1.4: Das optische Fenster und zwei bekannte Fluoreszenzproteine.
links: Im nahen Infrarotbereich ist die Durchléssigkeit biologischer Gewebe fiir Licht
besonders giinstig, da die Absorption durch wesentliche Hauptkomponenten wie Was-
ser (H20), Hamoglobin (Hb) und oxidiertes Hdmaglobin (HbO3) hier am gerings-
ten ist ﬂM_is_sMﬂL |2J)Dj] rechts: Die Extinktions- (Ex;q,) und Emissionsmaxima
(Emypqz) der beiden FP eGFP und DsRed2 sowie Bilder der marinen Organismen,
aus denen sie isoliert worden sind.

mor) moglich. Diese Methodik ist im Maestro™ in wvivo Fluorescence Imaging System
Fa. CRi, Woburn, USA; siche Abb. 2.1]) technisch realisiert worden ﬂMan&ﬁﬁldMU,
|. Der Bildkontrast wird so enorm gesteigert, was auch den Einsatz und Nach-

weis verschiedener Fluorophore in ein und dem selben Tier zur zeitgleichen Analyse
unterschiedlicher Fragestellungen erlaubt. Allerdings kann bei Verwendung kurzwelliger
Strahlung die Sensitivitdt dennoch so gering sein, dass schwache Signale nicht erfasst
werden, da die Autofluoreszenz als dominierendes Signal die maximal mogliche Belich-
tungszeit beschrankt. Die unzureichende Eindringtiefe kurzwelliger Strahlung und erste
Vorschlidge zur Behebung dieser Limitation sind bereits frith beschrieben worden ,
]. Bedingt ist diese starke Abschwéchung durch die hohe Absorption kurzwelligen
Lichts im Gewebe. Eine vielversprechende Losung dieses Problems stellt die Ausnutzung
des optischen Fensters (optical window, sieche Abb.[[4]) dar [Stell et all, 2007; Weissleder,
M] Im nahen Infrarotbereich (zwischen 650 und 900 nm) ist die Absorption von Oxy-
/Hémoglobin sowie Melanin relativ gering und die von Wasser noch nicht zu stark, so
dass hier gute Eindringtiefen erreicht werden konnen, die den Nachweis tiefer im Tier
lokalisierter Fluorophore erlauben. Neben fluoreszierenden Farbstoffen des (nahen) Infra-
rotbereichs sind mittlerweile auch Proteine verfiighar, die in diesem Wellenldngenbereich
angeregt werden und Fluoreszenz emittieren [Filonov et all, |2_(1]_l|; [Shuj_LaiJ, |21)_Qg] Sie

sind vielversprechende, stabile Marker fiir Zellen im Kleintierimaging.
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1.4 Polymere in der Krebstherapie

In der modernen Krebstherapie gewinnt die individuell auf den Patienten abgestimmte
Therapie an Bedeutung. Dies beinhaltet neben der Entwicklung neuer Wirkstoffe vor al-
lem auch die Etablierung innovativer Arzneitriger, die ihre Wirkstoffe gezielt an den Wir-
kort bringen und dort freisetzen |Ariad, 2011;/Cho et all, 2008; Holback & Yedq,2011]. Ein
wachsendes, erfolgversprechendes Gebiet der pharmazeutischen Technologie ist der Ein-
satz von polymerbasierten Arzneitriigersystemen (polymer therapeutics) |Canal et al.,
2011; Duncan, 2003; Haag & Kratz, 2006; Larson & Ghandehari, 2012; Maeda. et al.,
2009]. Thr Prinzip koénnte besonders fiir die Therapie solider Tumore Bedeutung erlan-
gen, da die Polymere als Makromolekiile bedingt durch den EPR Effekt im Tumor eine
passive, lokale Anreicherung erfahren kénnen. Dieser durch Matsumura und Maeda be-
schriebene Effekt beruht darauf, dass sich in soliden Tumoren sowohl die Gefafistruktur
als auch die Lymphdrainage von gesunden Geweben unterscheidet [Iyer et al., 2000;
Maeda et all, 2000]. Tumore bendtigen fiir ihr schnelles Wachstum eine exzessive Ver-
sorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff, was bereits in frithen Stadien zu einer starken
Vaskularisierung des malignen Gewebes fiihrt. Diese schnelle Angiogenese erzeugt aber
oft fehlerhafte Endothelstrukturen. Die Gefaflwénde sind 16chrig, man sagt fenestriert,
was den Durchtritt grofler Molekiile erlaubt. Parallel dazu mangelt es im Tumor an lym-
phatischer Versorgung, so dass einmal aus der Blutbahn ausgetretene Stoffe nur sehr
langsam wieder abtransportiert werden koénnen.

Neben den strukturellen Besonderheiten des Tumors begiinstigt die Pharmakokinetik
von Makromolekiilen die intratumorale Anreicherung. Die Plasmahalbwertszeiten von
Makromolekiilen oder auch mizellaren bzw. partikuldren Arzneitrigersystemen kénnen
gegeniiber niedermolekularen Substanzen verldngert sein. Die schnelle renale Ausschei-
dung ist aufgrund der Molekiilgrofie nicht méglich, so dass hauptséchlich die hepatische
Elimination stattfindet. Haben die eingesetzten Makromolekiile eine geringe Bindung
in der Leber bzw. unterdriickt man durch geeignete Strukturen die Leberaffinitéit der
Arzneitriager, so kann man eine Verlangerung der Blutzirkulation erreichen. Dies kann
die intratumorale Anreicherung stark férdern.

Neben der Verwendung als Arzneitrager konnen langzirkulierende, sich im Tumor
bzw. an dessen Grenzflichen anreichernde Polymere als Kontrastmittel (KM) in der
Bildgebung genutzt werden. In der Polymerdiagnostik ermdoglicht das angereicherte, fiir
die Bildgebung detektierbar markierte Polymer die Unterscheidung von gesundem und
pathologischem Gewebe [Duncanl, 2011; [Lu_et al., 2007).

Verwendete Makromolekiile sollten nicht toxisch, sondern biokompatibel sein. Thre
Elimination aus dem Koérper kann durch direkte Ausscheidung oder durch Abbau ohne
unerwiinschte Nebeneffekte (Bioabbaubarkeit) erfolgen [Markovsky et all,12012]. Hydro-
xyethylstérke (HES) ist ein Beispiel fiir ein natiirliches, auf Glukose basierendes Polymer,
welches biokompatibel und bioabbaubar ist. Sie wird erfolgreich als Plasmaexpander ein-
gesetzt [Boldt & Suttner, 2005]. Erste, das Verwendungsspektrum der HES erweiternde
Untersuchungen als KM in der MRT sind publiziert worden |[Besheer et all, [2011].
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1.5 Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Monitoring von Tumorwachstum und -biologie so-
wie der Therapie humaner Xenograftmodelle in der Nacktmaus durch Multispektral-
Fluoreszenzimaging (msFI) verbessert werden. In diesen Modellen sollten ferner neue
Kontrastmittel (KM) und mogliche Arzneitrégersysteme getestet werden.

Tiefrote Fluoreszenz

In Ergédnzung zu den im Labor bereits etablierten griin und hellrot fluoreszierenden
Tumorzellklonen sollten verschiedene CRC Zelllinien mit den tiefroten Fluoreszenzpro-
teinen TurboFP635 und mPlum markiert werden, da diese aufgrund ihrer Spektraleigen-
schaften in vivo eine bessere, besonders in tiefen Gewebsschichten sensitivere Detektion
und Quantifizierung ermoglichen kénnten. Anschlieend sollten die gewonnenen Klone
in vitro und in vivo im Vergleich zu den Wildtypen charakterisiert werden. Wichtige zu
tiberpriifende in vitro Eigenschaften waren neben der Morphologie vor allem Wachstum
und Chemotherapieresistenz.

Nicht-invasives in vivo Multispektral-Fluoreszenzimaging

Es sollte untersucht werden, durch welche Vorgehensweise mittels msFI die Xenograf-
te in der Maus am besten sichtbar gemacht werden kénnen. Darauf aufbauend sollte
ein einfacher, robuster Ansatz gefunden werden, welcher eine Quantifizierung der Tu-
morlast mittels msFI sowohl bei Progression als auch bei therapiebedingter Regressi-
on/Stagnation ermoglicht. Eine Fehlerbetrachtung zur Bestimmung der Grenzen des
Modells sollte erarbeitet werden. Hierzu sollten s. c. Xenografte verschiedener CRC Zell-
linien unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierung ausgewertet werden. Des Weiteren sollte
ein erstes Imaging tiefrot fluoreszierender Tumore in tieferen Mauslokalisierungen (z. B.
i. p.) durchgefiihrt werden.

HES - Polymerdiagnostik und Modellarzneitrager

Als Alternative zur Visualisierung von Tumoren mittels Fluoreszenzproteinexpression
sollte das hochmolekulare, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Polymer HES als
KM im msFI eingesetzt werden. Fiir eine mogliche Anwendung der HES als Arznei-
stofftrdger in der Tumortherapie sollte am KM die Anreicherung im Tumor untersucht
und damit das passive Tumortargeting der HES charakterisiert werden. Ergénzend dazu
sollten erste Tests zur Trennung verschiedener Fluoreszenzsignale in einem Tier zum glei-
chen Zeitpunkt, also zur zeitgleichen, parallelen Erfassung unterschiedlicher Versuchs-
tierparameter wie z. B. Tumorgréfe und Modellarzneitragerkonzentration, durchgefiihrt
werden.



2 Material und Methoden

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgefiihrt und die
eingesetzten Methoden erldutert. Laborverbrauchsmaterialen wie Einmalpipetten, Zen-
trifugenrohrchen, Reaktionsgefafie usw. wurden von den Firmen Eppendorf, Hamburg,
Deutschland, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland und VWR, International, Darmstadt, Deutschland
bezogen. Die nicht methodenspezifischen Geréte und Verbrauchsmaterialien entsprachen
den iiblichen Laborstandards und werden nicht gesondert aufgelistet.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Die verwendeten Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in der Tab. 2.1] zusammengestellt. Als
CRC Modelllinien wurden DLD-1 und HT-29 genutzt, da beide als resistent fiir klas-
sische Chemotherapeutika gefiihrt werden und somit fiir Entwicklung und Beurteilung
neuer Therapieansitze zur Uberwindung bestehender Resistenzen besonders geeignet
sind. Die H12.1 als TGCT Zelllinie wurde hingegen als sensitives, gut auf Chemothe-
rapie ansprechendes Modell untersucht. Die 293T Zellen dienten als Verpackungszellen
fiir die Produktion der infektitsen lentiviralen Partikel. Alle Zellen wurden bei 37 °C,
5 % COs und 95 % Luftfeuchte kultiviert.

Tabelle 2.1: Die verwendeten Zelllinien.
Als Referenz dienten die Informationen der American Type Culture Collection (ATCC])
und der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ).

Name  Ursprung Verwendung Nummer

DLD-1 humane CRC Zelllinie Xenograftmodelle CCL-221™

H12.1  humane TGCT Zelllinie Xenograftmodelle [Casper et al., 1987]

HT-29 humane CRC Zelllinie Xenograftmodelle HTB-38"

293T  humane embryonale Nie- Lentivirusproduktion ACC 635
renzelllinie

13


http://www.lgcstandards-atcc.org/
http://www.dsmz.de/
http://www.lgcstandards-atcc.org/LGCAdvancedCatalogueSearch/ProductDescription/tabid/1068/Default.aspx?ATCCNum=CCL-221&Template=cellBiology
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2.1.2 Material

e Die Tumorzellen wurden in RPMI 1640 mit stabilem L-Glutamin und Phenolrot
(Fa. PAA, Pasching, Osterreich oder Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland) sowie dem Zusatz von 10 % FCS (Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland)
und 1fach Penicillin/Streptomycin (P/S, 100fache Stammlosung der Fa. PAA) ex-
pandiert. Fiir die Fluoreszenzmikrokopie wurde RPMI mit den genannten Zusétzen
aber ohne Phenolrot (Fa. PAA) verwendet.

e Fiir die 293T Zellen zur Virusproduktion wurde DMEM (Fa. PAA) mit 10 % FCS
(Fa. Biochrom) und 1fach P/S genutzt.

e Als COs-unabhéngiger Puffer diente Dulbecco’s PBS der Fa. PAA.
e Zum Ablosen adherenter Zellen diente einfaches Trypsin-EDTA (Fa. PAA).

e Die Zellkulturverbrauchsmaterialien (Schalen, Flaschen, Lochplatten, serologische
Pipetten, ReaktionsgefiBe usw.) der Fa. TPP Techno Plastic Products AG, Tra-
sadingen, Schweiz wurden verwendet.

2.1.3 Mikroskopie

Fiir die Mikroskopie der Zellkulturen stand ein inverses Lichtmikroskop Typ Axio-
vert 40 CFL zur Verfiigung. Fiir Fluoreszenzbeobachtungen wurde ein inverses Lichtmi-
kroskop Axiovert 25 mit den Filtersétzen blau (BP 450-490, FT 510, LP 515) und griin
(BP 546/12, FT 580, LP 590) genutzt. Histologische Préparate wurden am Axiolab
Lichtmikroskop ausgewertet. Alle Komponenten stammen von der Fa. Carl Zeiss Mi-
crolmaging GmbH, Jena, Deutschland. Des Weiteren wurde ein Biozero der Fa. Keyence
Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland mit einem 4x PlanApo Objektiv fiir
gering vergréferte Ubersichtsaufnahmen der histologischen Préparate genutzt.

2.2 Klonierung der RFP TurboFP635 und mPlum

2.2.1 Material

e Es wurden Restriktionsenzyme, deren Puffer sowie PCR Komponenten der Fa.
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland verwendet.

e Zur Gelisolation diente das Kit Perfectprep® Gel Cleanup Kit der Fa. Eppendorf.

e Zur Ligation wurde das Fast-Link™ DNA Ligation Kit der Fa. Epicentre Biotech-
nologies, Madison, USA eingesetzt.

e Zur Transformation wurden kompetente DH5a™ Escherichia coli der Fa. Invitro-
gen GmbH, Darmstadt, Deutschland genutzt.
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e Zur Isolierung der pDNA aus den F. coli Zellen diente das QIAprep Spin Miniprep
Kit (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland).

e Bei der Elektroporation der Tumorzellen kam das Amaxa® Cell Line Nucleofec-
tor® Kit V der Fa. Lonza Cologne GmbH, Kéln, Deutschland zum Einsatz.

e Als Medium zur Bakterienanzucht diente LB (10 g/L NaCl, 10 g/L Trypton und
5 g/L Hefeextrakt) ggf. mit dem Zusatz von Ampicillin (f. ¢. 50 pg/mL). Fiir
Platten wurden 15 g/I. Agar Agar zugegeben.

2.2.2 Methoden

Das bereits in der Arbeitsgruppe etablierte lentivirale Transduktionssystem fiir Sduger-
zellen (siehe Abschnitt 2.3) sollte um die beiden RFP TurboFP635 und mPlum erweitert
werden. Hierfiir mussten zunéchst beide codierende DNA-Abschnitte gewonnen werden
(s. u.). Dann erfolgte die Ligation jedes Fragments in das mit den Restriktionsenzymen
BamHI und EcoRI linearisierte Zielplasmid pFU-W mittels Kit nach Protokoll des Her-
stellers. Eingesetzt wurden 75 ng pFU-W und 20 ng TurboFP635 bzw. 17,7 ng mPlum
(3facher Insertiiberschuss) in 15 pL. Gesamtvolumen (theoretische f. c. pPDNA 5 ng/pL).

Es folgte die Transformation von kompetenten Escherichia coli mit 2 pl. Ligations-
ansatz (theoretisch 10 ng Plasmid) nach modifiziertem Herstellerprotokoll. Ein Aliquot
E. coli Zellen wurde auf Eis aufgetaut, der Ligationsansatz dazugegeben und vorsichtig
gemischt. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min auf Eis, anschlieBend ein Hitzeschock fiir
45 s bei 42 °C, die Zugabe von 500 pL auf 37 °C vorgewédrmtem LB Medium ohne An-
tibiotikum und eine weitere Inkubation fiir 1 h im Thermomixer bei 500 rpm. Danach
wurde die Zellsuspension auf LB Platten mit Ampicillin zur Selektion verteilt und bei
37 °C im Brutschrank inkubiert.

Am Folgetag wurden die Kolonien auf den Platten ausgezihlt und fiir einzelne, aus-
gewihlte Klone ein Verdiinnungsausstrich zur Gewinnung von Einzelkolonien auf neuen
LB + Amp Platten hergestellt und einen Tag bei 37 °C inkubiert. Aus den Einzelkolonien
wurden 5 mL LB + Amp Fliissigkulturen iiber Nacht angesetzt, um Zellmasse fiir die
Gewinnung der pDNA zu generieren. Mittels Kit wurde laut Protokoll des Herstellers
die pDNA isoliert. Anschlieend wurden fiir jeden Klon zwei Restriktionsverdaus mit
den Enzymen Pstl in 1fach Puffer Orange bzw. Xbal in 1fach Tango-Puffer™ 2 h bei
37 °C durchgefiihrt und mittels 1 % Agarosegel iiberpriift. Von korrekten Klonen wurden
Glycerolgefrierkulturen angelegt und bei -80 °C gelagert.

Nach erfolgreichem Restriktionsverdau wurden die korrekten Plasmide mittels Ama-
xa-Elektroporation in die CRC Zelllinie DLD-1 gebracht und auf die Expression des
jeweiligen RFP hin untersucht. Dazu wurden 2 Mio. Zellen in PBS gewaschen, in Puffer
V resuspendiert und zu 2 bzw. 5 pg pDNA in die Elektroporationskiivette gegeben. Es
folgte die Elektroporation mit Programm T20 im Nucleofector 1 (Fa. Lonza Cologne
GmbH) und sofortige Uberfithrung in auf 37 °C vorgewirmtes RPMI + 10 % FCS +
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P/S mit anschliefender Inkubation bei 37 °C und 5 % CO,. Abschlieend wurden am
Folgetag die Zellen mikroskopiert und die rote Fluoreszenz bewertet.

Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen fiir die Klonierungsexperimente erfolgte
photometrisch am DU® 640 Spectrophotometer (Fa. Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland). Mit der Formel [21] wurden die Konzentrationen berechnet.

Ageo
c= .
0,02

c: Konzentration der DNA [

f (2.1)

L
A j-l . -I . 230

f: Verdiinnungsfaktor

Fiir die Vorhersage der Restriktionsverdaus, insbesondere fiir die Uberpriifung von
Fragmentanzahl und -ldngen der neu konstruierten Plasmide pFUKW und pFUPW bei
Einsatz der genannten Restriktionsenzyme, wurde die Onlineresource NEBCutter V2.0
verwendet.

TurboFP635

Da es sich bei dem source Vektor fiir TurboFP635 (siehe Tab. 2.3) um einen C-terminalen
Fusionsvektor ohne Stoppcodon handelte und eine N-terminale BamHI Schnittstelle fehl-
te, wurde die codierende DNA mittels PCR unter Verwendung von modifizierten Primern
(sieche Tab. 2.2)) gewonnen. Das Primerdesign erfolgte manuell unter zu Hilfenahme der
Onlineresource Sequence Manipulation Suite 2 und dem dort zur Verfiigung gestellten
Tool [PCR. Primer Stats. In den forward Primer wurde eine BamHI und in den rever-
se Primer eine EcoRI Schnittstelle integriert, sodass der Einbau des TurboFP635 Gens
in den Zielvektor pFU-W mittels sticky end Ligation erfolgen konnte. Die Sequenz des
C-terminalen reverse Primers wurde zusétzlich so gewéhlt, dass in allen 3 Leserahmen
ein Stoppcodon eingebaut wurde.

Fiir die PCR wurden 1 pg pTurboFP635-C, je 0,5 ptM forward und reverse Primer,
0,2 mM dNTP und 0,5 U Tag-Polymerase in 1fach Taqg-Puffer eingesetzt. Im Thermo-
cycler wurde die DNA 5 min initial bei 94 °C denaturiert und anschliefend in 30 Zyklen
(30 s bei 94 °C Denaturierung, 30 s bei 65 °C Annealing sowie 60 s bei 72 °C Elongation)
amplifiziert. Abschlieflend erfolgte ein finaler Elongationsschritt 5 min bei 72 °C und
Abkiihlung auf 4 °C.

Der PCR Ansatz wurde dann im 1 % Agarosegel aufgetrennt, die 756 bp Bande
aus dem Gel herausgeschnitten und mittels Kit nach Protokollvorschrift des Herstellers
isoliert. Es folgte die Generierung der sticky ends fiir die Ligation durch Doppelrestrik-
tionsverdau mit BamHI und EcoRI in 2fach Tango-Puffer™ fiir 2 h bei 37 °C.


http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.bioinformatics.org/sms2/
http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html
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Tabelle 2.2: Die verwendeten PCR Primer.

Beide Primer wurden durch die Fa. Invitrogen GmbH synthetisiert.

Name Sequenz Beschreibung

f-TurboFP635-mod  5-CATAGGATCCGGACCAT forward; BamHI Schnittstelle
GGTGGGTGAGGATAGGA-3’

r-TurboFP635-mod  5-GACAGAATTCGTCAGCTAG reverse; 3 Stoppcodons
TTAGATCTGAGTCCGGAGCT  integriert; EcoRI Schnittstelle
GTGC-3'

Tabelle 2.3: Die verwendeten source Vektoren.
Der Vektor pTurboFP635-C wurde von der Fa. evrogen, Moskau, Russland und der Vektor
pmPlum von der Fa. Clontech, Mountain View, USA geliefert.

Name FP wichtige Vektoreigenschaften

pTurboFP635-C  TurboFP635 Expressionsvektor fiir Siugerzellen (P ouvig)
sowie C-terminaler Fusionsvektor
3’MCS inkl. BamHI und EcoRI

Kanamycinresistenz

pmPlum mPlum Expressionsvektor fiir Bakterien (P,.)
5'MCS inkl. BamHI
3’MCS inkl. EcoRI

Ampicillinresistenz

mPlum

Die Isolierung des mPlum-Fragmentes erfolgte unter Verwendung der beiden vorhande-
nen MCS durch Restriktionsverdau von 5 pg pmPlum (siehe Tab. 2.3)) mit je 10 U/pL
BamHI und EcoRI in 2fach Tango-Puffer™. Im 1 % Agarosegel wurde das gewiinschte
720 bp lange DNA-Fragment vom Restvektor getrennt. AnschlieBend wurde die Bande
aus dem Gel herausgeschnitten und mittels Kit nach Herstellerprotokoll isoliert.

2.3 Gewinnung tiefrot fluoreszierender Zellklone

2.3.1 Material

e Fiir die Viruspelletierung wurden eine Sorvall Discovery 100SE Zentrifuge mit
Rotor TH-641 der Fa. Thermo Fisher, Langenselbold, Deutschland verwendet.
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2.3.2 Methoden

Die Herstellung infektioser viraler Partikel erfolgte nach dem in der Arbeitsgruppe eta-
blierten Protokoll [Luetzkendorf, 2010]. Dabei wurden subkonfluente Zellen der Verpa-
ckungslinie 293T durch Caz(POy,),-Prizipitation mit dem Expressionsplasmid pF UKW
oder pFUPW, den zwei Verpackungsplasmiden pRSV-Rev und pMDLg/pRRE und dem
fiir die virale Hiille codierenden pVSVG transformiert. Nach 48 h wurde der virushal-
tige Uberstand abgenommen, iiber eine 0,45 pm PVDF-Membran filtriert, aliquotiert,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Fiir hohe Virustiter er-
folgte eine Ultrazentrifugation des frischen Filtrats fiir 90 min bei 115.000 x g und
4 °C. Anschlieend wurden die Viruspellets in PBS aufgenommen, aliquotiert, ebenfalls
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die Transduktion der Tumorzellen erfolgte in 12- oder 24-Loch-Platten bei Subkonflu-
enz in RPMI + 10 % FCS + P/S und dem Zusatz von Polybrene (f. c. 8 pg/mL) sowie
Virus, wobei die zugegebene Virusmenge je nach Qualitédt der Viruspriaparation variierte.
Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. Nach weiteren 24 h wurde die Fluoreszenz im
Mikroskop beurteilt. Waren rote Kolonien unterschiedlicher Intensitét zu beobachten,
wurden die Zellen trypsiniert, auf T25 Zellkulturflaschen gesetzt und inkubiert.

Bei Subkonfluenz wurden die Flaschen geerntet, ein Aliquot von 2 Mio. Zellen abge-
nommen und kryokonserviert. Die restlichen Zellen wurden fiir eine Klonierung mittels
Verdiinnungsschritten zur Zellvereinzelung (Limiting Dilution) aufgeteilt. Dabei wurden
mehrere 96-Loch-Platten mit je 100 pL. Medium und einer Zelle pro Loch (f. ¢. 10 Z/mL)
beschickt. AnschlieBend wurden die Platten bei mehrfachem Mediumwechsel so lange
inkubiert bis sich Kolonien aus den Einzelzellen gebildet hatten. Dies dauerte etwa 14
Tage. Es folgte ein Screening am Fluoreszenzmikroskop auf FP-Expression der Kolonien
und eine erste, subjektive Klassifizierung hinsichtlich ihrer Helligkeit. Die hellsten Klone
wurden ausgewéhlt, in 24-Loch-Platten gesetzt und expandiert. Sollte keine Einzelko-
lonie vorgelegen haben, wurde die Limiting Dilution als Subklonierung wiederholt, um
tatséichlich reine Klone zu generieren. Gekennzeichnet sind diese Subklone durch Klon-
Nummer.Subklon-Ziffer (z. B. DLD-1 FUKW 11.2).

Bei Erreichen ausreichender Zellzahlen wurden Gefrierkulturen angefertigt und die
Fluoreszenzintensitéit mittels Durchflusszytometrie am FACSCalibur™ bestimmt. Da bei
diesen Analysen nicht alle Klone die gewiinschte Intensitét zeigten, wurde die Transduk-
tion wiederholt mit (a) neuen Wildtypzellen und (b) als erneute Transduktion (Su-
pertransduktion) des hellsten, bereits generierten Klons. Am Ende wurden die hellsten
Klone fiir weitere in vitro Charakterisierungen ausgewéhlt.
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2.4 In vitro Charakterisierung der CRC Klone
2.4.1 Material

e Fiir die Fluoreszenzintensitdtbestimmung der Einzelzellen wurden zwei Durchfluss-
zytometer verwendet: ein FACSCalibur™ und ein LSR II Fortessa™ FlowCytometer
(beide Fa. BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland). Das FACSCalibur™ verfiigte
tiber eine Extinktion mittels blauem Laser (488 nm / 10 nm). Die Detektion der
RFP Emission erfolgte mittels 670 nm Langpassfilter im FL3 Kanal. Am LSR II
wurde der gelbgriine YG Laser (561 nm) zur Anregung genutzt. Die Detektion
erfolgte mit dem 670 nm Langpassfilter.

e Benzonase® Nuclease (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH) wurde zur Entfernung
der zelluliren DNA in den Proteinproben eingesetzt.

e Bio-Rad Protein Assay Reagenz (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland) wurde zur Quantifizierung der Proteine im Zelllysat genutzt.

e Die Chemikalien fiir die SDS-Page (Rotiphorese® Fertiggellosungen) wurden von
der Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG bezogen. Eine Nitrocellulose Transfer Mem-
brane der Fa. Whatman GmbH, Dassel, Deutschland, wurde verwendet. Die ein-
gesetzten Antikorper fasst Tab. 2.4] zusammen. Das Substrat zum Nachweis der
sekundiren Antikérper war Roti®-Lumin (Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG).

e Der Farbstoff Sulforhodamin B (SRB, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH) wurde
zu 0,4 % in 1 % Essigsidure gelost.

2.4.2 Methoden

Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden 24 h nach Plattierung trypsiniert, mit Dulbecco’s PBS ohne Magne-
sium und Calcium (Fa. PAA) gewaschen und in selbigem zu einer f. ¢. von 1 Mio. Z/mL
aufgenommen. Im Durchflusszytometer wurden dann 10000 Zellen analysiert. Als Refe-
renz wurde stets ein nicht fluoreszierender Wildtyp mitgefiihrt, der auch zur Kontrolle
des vitalen Gates verwendet wurde. Fiir die zeitliche Verfolgung der Fluoreszenzinten-
sitdt wurden 6-Well-Platten fiir jeden Messzeitpunkt mit den Klonen sowie dem WT
angesetzt. Bis zur Messung wurde das Medium nicht gewechselt. Nach 24/48/72/96 h
Inkubation erfolgte die Analyse analog zur 24 h Messung.

Western Blot

Zur Analyse der RFP Expression wurden die Zellen 24 h nach Ausséen trypsiniert, mit
PBS gewaschen und als trockenes Pellet bei -25 °C eingefroren. Die Lysierung der Zellen
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Tabelle 2.4: Die verwendeten Antikorper fiir den Western Blot.
anti-RFP: erkennt DsRed und darauf basierende FP wie DsRed2 und mPlum, anti-tRFP:
erkennt TurboFP635, f. c.: eingesetzte Endkonzentration.

Antikorper Name Firma Ursprung  f. c. [pg/mlL]
primér anti-RFP Rockland Inc., Kaninchen 0,10
Gilbertsville, USA
anti-tRFP evrogen, Kaninchen 0,10
Moskau, Russland
anti-Tubulin Dianova GmbH, Maus 0,02
Hamburg, Deutschland
sekundér anti-mouse  Santa Cruz Biotechnology Ziege 0,16
IgG-HRP Inc., Santa Cruz, USA
anti-rabbit  Santa Cruz Biotechnology Ziege 0,16

[gG-HRP Inc., Santa Cruz, USA

erfolgte durch RIPA Puffer inkl. Protease-Inhibitor, Phenylmethylsulfonylfluorid und Di-
thiothreitol sowie Benzonase (f. c¢. 300 U/mL). Es folgte eine Inkubation fiir 30 min auf
Eis zur Spaltung der DNA. Anschlielend wurde die Proteinkonzentration der Proben
mittels Bradfordassay (Absorptionsmessung bei 595 nm) bestimmt. Die Auftrennung
der Lysate erfolgte mittels SDS-Page auf einem 5 % Sammelgel mit anschlieBendem
12 % Trenngel. Pro Bahn wurde 1 png Gesamtprotein mit Proteinladepuffer geladen. Die
Elektrophorese erfolgte bei konst. 200 V. Die anschlieBende Ubertragung der Protei-
ne aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran wurde mittels Semidry-Blot-Verfahren
durchgefiihrt. Der Proteintransfer auf die Membran wurde mittels reversibler Ponceau S
Farbung iiberpriift. Danach wurde die Membran an geeigneter Stelle geteilt, mit 5 %
Trockenmilch in PBS mit Tween 80 (PBST) blockiert und anschliefend mit den jeweili-
gen Primérantikorpern (siehe Tab. [2.4) gelost in 5 % Trockenmilch (in PBST) fiir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation mit sekundérem Antikorper (siche Tab. [2.4])
gelost in PBST erfolgte nach wiederholtem Waschen fiir 1 h bei Raumtemperatur. Nach
abschlieBendem Waschen wurden die Membranen mit Roti®-Lumin benetzt und in Fo-
lien fixiert. In der Dunkelkammer erfolgte die Rontgenfilmexposition mit verschiedenen
Belichtungszeiten und final die Entwicklung der Filme, welche dann am Scanner zur
Auswertung digitalisiert wurden.

SRB-Assay

Der von [Skehan et al) [1990] entwickelte Assay basiert auf der unspezifischen Farbung
zelluldrer Proteine durch Bindung des Farbstoffs SRB im sauren Milieu. Nach Entfer-
nung des verbliebenen freien Farbstoffes kann nach einer Resolubilisierung im alkalischen
Milieu die Proteinmenge und damit die Zellzahl colorimetrisch quantifiziert werden.
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Fiir die Wachstumskinetiken wurden die WT Zellen bzw. die Zellen der neu generier-
ten, fluoreszierenden Klone mit jeweils 9 verschiedenen Zellzahlen (250 bis 4000 Z/Loch)
pro Spalte in fiinf 96-Loch-Platten eingesét und inkubiert. Nach 24/48/72/96,/120 h wur-
de jeweils eine Platte mit 10 % Trichloressigsiaure (TCA) fiir mind. 2 h bei 4 °C fixiert.
Vor der Farbung wurde die TCA abgenommen und die Platten fiinfmal mit destillier-
tem Wasser im Plate Washer 96 PW (Fa. Tecan, Ménnedorf, Schweiz) gewaschen. Es
folgte die Farbung mit SRB-Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur. Durch fiinfmaliges
Spiilen mit 1 % Essigsaure im Plate Washer 96 PW (Fa. Tecan) wurde die Farbstoflosung
entfernt. AnschlieSfend wurden die Platten bei Raumtemperatur mind. iiber Nacht luft-
getrocknet. Die Vermessung der optischen Dichte als Maf fiir die Zellzahl erfolgte nach
Solubilisierung des gebundenen SRB mit 100 pLL 10 mM TRIS pro Loch bei 570 nm im
Mikroplatten-Reader (SpectraFluor Plus, Fa. Tecan).

Fiir den Zytotoxizitéitsassay zur Bestimmung der Chemotherapieresistenz wurde je-
weils eine 96-Loch-Platte mit dem WT bzw. dem entsprechenden Zellklon zu einer Dich-
te, welche kontinuierliches Wachstum iiber 5 Tage in der unbehandelten Kontrolle er-
laubt, eingesédt. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und durch Medium mit
Chemotherapeutikum bzw. bei der unbehandelten Kontrolle ohne Wirkstoff ersetzt, wo-
bei jeweils eine Spalte (8 Locher) eine bestimmte Konzentration erhielt. Die Konzen-
trationsbereiche der einzelnen Wirkstoffe waren wie folgt: Oxaliplatin sowie Irinotecan
0,01 bis 100 pM und 5-Fluorouracil 0,1 bis 1000 pM. Die Behandlung erfolgte fiir 96 h
bei 37 °C. An Tag 5 wurden die Platten mit 10 % TCA fixiert. Es folgten Farbung und
Auswertung wie bei den Wachstumskinetiken.

Die Auswertung der gemessenen optischen Dichten erfolgte mittels der Tabellenkal-
kulationssoftware Excel® der Fa. Microsoft®. Dabei wurde jeweils fiir die 8 Einzelwerte
einer 96-Loch-Platte-Spalte, entsprechend also einer spezifischen Startzellzahl bzw. ei-
ner definierten Chemotherapeutikakonzentration, der arithmetische Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet und die Daten in Diagrammen grafisch aufbereitet. Fiir
die Berechnung der Verdopplungszeiten ty (sieche Formel 23]) in der Wachstumskine-
tik wurden die Werte des exponentiellen Wachstums im halblogarithmischen Diagramm
ausgewihlt und mittels linearer Regression die entsprechenden Funktionen (siehe For-
mel 2.2)) mit ihren Parametern ermittelt. Fiir die Ermittlung der IC50 bzw. IC90 der
unterschiedlichen Chemotherapeutika wurden die auf die unbehandelte Kontrolle nor-
mierten, konzentrationsabhingigen Zelliiberlebensraten von mind. drei verschiedenen
Versuchen gemittelt und als Graph + Standardabweichung im halblogarithmischen Dia-
gramm dargestellt. Die exakten IC50 bzw. IC90 Werte wurden fiir jeden Versuch einzeln
mittels linearer Interpolation der benachbarten Messwerte ermittelt (Formeln 2.4]). Ab-
schlieBend wurden die Werte der Einzelversuche gemittelt und die S. D. berechnet.
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Das exponentielle Wachstum: N = f(t) = Ny - e (2.2)

N: Zellzahl

No: Startzellzahl

1: spezifische Wachstumsrate
t: Zeit

Die Verdopplungszeit: 2-Ny= Ny -ettd

Die IC-Berechnung;:

ty = # (2.3)

y=f(e) =m-lg(c)+n
y: Zelliiberlebensrate [%]
c: Zytostatikakonzentration
m: Anstieg im halblogarithmischen Diagramm
n: Verschiebung im halblogarithmischen Diagramm
m — Y2— U
lg(z2) — lg(z1)
n=y —m-x

Ig (22) —lg (71)
Y2 — U1

lg(c) = (y—w1)- + 1 (2.4)

2.5 In vivo Charakterisierung der CRC Klone

2.5.1 In situ Vorversuche

Diese ersten Experimente sollten dazu dienen, geeignete Messprozeduren zu etablieren
sowie die Software des Imagers und die moglichen Auswertungsvarianten zu testen.

Material

e Fiir die Kadaverexperimente wurden BALB/c Albino-Mé#use aus der Zucht des
Zentrums fiir medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg, Halle (Saale), Deutschland, genutzt.

e Um das Verlaufen der Zellpellets in den Reaktionsgefdfien zu minimieren, wurden
sie mit farbloser, nicht fluoreszierender Vaseline iiberschichtet.
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Methoden

Die M#use wurden zunéchst durch eine Uberdosis CO, getdtet. Dann wurden die Tiere
mit einem feinen Friseurhaarschneider griindlich an Bauch, Thorax und Flanken rasiert.
AnschlieBend wurde der Riicken der Tiere eréffnet, wobei die Offnung so klein wie nétig
erfolgte. Die Reaktionsgeféfle mit den entsprechenden Zellpellets wurden dann s. c., i. p.
sowie im Thorax platziert und das Imaging durchgefiihrt (siche Abschnitt 2.6]).

2.5.2 Allgemeines zu den Tiermodellen

Die in vivo Charakterisierung der tiefrot fluoreszierenden CRC Klone umfasste ver-
schiedene Xenograftmodelle (siche Abschnitt 2.5.4). In jeder Studie wurde der Zustand
der Tiere und das Wachstum der Tumore protokolliert. Als Parameter fiir die Tu-
morlast dienten im s. c. Modell (a) die Berechnung des Tumorvolumens (Formel 2.5
[Tomayko & Reynolds, 1989)]) sowie (b) die Fluoreszenzintensitit aufgenommen mittels
msF1 (sieche Abschnitt 2.6]). Fiir die Untersuchungen tiefer gelegener Xenografte war nur
das Monitoring der Fluoreszenzentwicklung moglich. Die Messungen erfolgten mindes-
tens zweimal wochentlich.

Das Tumorvolumen: V=0b-1- % (2.5)

V: Tumorvolumen
b: Tumorbreite als die kiirzere Ellipsoiddimension

I: Tumorlénge als die groflere Ellipsoiddimension

Nach Beendigung der Studie oder bei Erreichen der Abbruchkriterien wurden die Tiere
getotet und eine Nekropsie vorgenommen. Die Tumore bzw. Organe mit fluoreszierenden
Anteilen wurden explantiert, ggf. gewogen, ex vivo im Imager analysiert und anschliefend
in 5 % Formalin in PBS fiir mindestens 24 h fixiert. Es folgte die automatisierte De-
hydratation der Proben und ihre Einbettung in Paraffin als Gewebeblocke durchgefiihrt
im Forschungslabor der Universitétsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin I.

2.5.3 Material

e Verwendet wurden fiir alle Xenograftuntersuchungen immundefiziente, athymische
Nacktméuse der Stédmme HsdCpb:NMRI-Fozn 1™ und Hsd: Athymic Nude- Forn 1™
(Fa. Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland).

e Zur Injektion fiir s. c. und i. p. Modelle wurden Tuberkulinspritzen mit 27 G
Kaniilen genutzt (Fa. BD Medical, Heidelberg, Deutschland). Fiir die i. v. Appli-
kation wurden 1 mL Spritzen mit 30 G Kaniilen verwendet (beides Fa. B. Braun
AG, Melsungen, Deutschland).
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Tabelle 2.5: Die verwendeten Antikorper fiir die Immunhistochemie.
f. c.: eingesetzte Endkonzentration in der THC.

Antikorper Name Firma Ursprung  f. ¢. [pg/mL]
primér anti-RFP Rockland Inc. Kaninchen 0,10
anti-tRFP evrogen Kaninchen 0,10
sekundar anti-rabbit Santa Cruz Biotechnology Ziege 0,50
[gG-Biotin Inc.
Verstiarker  Streptavidin-  Dako Deutschland GmbH — 0,50

HRP-Konjugat

e Als Xylolersatz wurde Roti®-Histol eingesetzt (Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG).
Zum Eindeckeln wurde Roti®-Histokitt genutzt, ebenfalls Fa. Carl Roth GmbH &
Co. KG.

e Zur Ubersichtsfirbung wurden (a) die ready-to-use Dako REAL™ Himatoxylin-
l16sung der Fa. Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland, und (b) eine
wassrige 1 % Eosinlosung verwendet. Letztere wurde fiir den Einsatz 1:10 verdiinnt
und mit einem Tropfen konz. Essigsdure angeséduert.

e Die Losungen fiir die Immunhistochemie (Antigen-Retrieval, Peroxidaseblock, Avi-
dinblock, Biotinblock und Substrat-Chromogen-Mischung: DAB System) der Fa.
Dako Deutschland GmbH wurden genutzt.

2.5.4 Methoden

Fiir alle Xenograftmodelle wurden die Tumorzellen in benotigter Zellzahl angezogen
(sieche Abschnitt 2.1]), mittels Trypsinierung geerntet, in PBS gewaschen und fiir die
einzelnen Injektionen aliquotiert.

Subkutanes Xenograftmodell

In die Flanken der M&ause wurden 3 bis 5 Mio. Zellen in 150 nL. PBS s. c. injiziert. Die
Zellapplikation erfolgte unter Kurznarkose mit Isofluran. Besonderes Augenmerk galt der
korrekten Platzierung der Nadel zwischen Haut und Muskulatur, was nach der Injektion
anhand der gebildeten Fliissigkeitsblase kontrolliert wurde.

Intraperitoneales Xenograftmodell

Drei Mio. Zellen des Klones DLD-1 FUKW 5 wurden in 20 pl. Matrigel aufgenom-
men und bis zur Injektion auf Eis gelagert. Das Matrigel™ diente neben seiner wachs-
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tumsfordernden Wirkung als Geliermittel und sollte das freie Verlaufen der Zellsus-
pension im Bauchraum begrenzen. Fiir die Untersuchungen mit DLD-1 FUKW 2 und
FUPW 3 wurden 1 Mio. Zellen in 150 pL. PBS genutzt. Den Versuchstieren mit HT-29
Klonen wurden 1 Mio. Zellen in 150 pL. PBS injiziert. Die Applikation erfolgte unter
Kurznarkose mit Isofluran. Fiir die Lokalisierung der Tumorherde im Bauchraum wur-
de die Kaniile in die unteren Hélfte des Peritoneums geschoben und die Zellsuspension
langsam appliziert. Bei Applikation in das Zielorgan Leber wurde die Kaniile im rechten,
oberen Quadraten im durch die Bauchdecke sichtbaren, mittleren Leberlappen platziert.
Die Positionskontrolle erfolgte durch vorsichtiges Anheben der Spritze und damit der
Leber. Bei korrekter Lage der Kaniile wurde anschlieend langsam injiziert.

Systemisches Xenograftmodell

Um zirkulierende Tumorzellen zu simulieren, wurden 3 Mio. Zellen des Klones DLD-1
FUKW 5 bzw. 1 Mio. Zellen der HT-29 Klone FUKW 11 und FUPW 11 in eine der late-
ralen Schwanzvenen der M&use injiziert. Die Tiere wurden dazu nicht betdubt, sondern
nur in einer mechanischen Fixierungseinheit arretiert.

Histologische Analysen

Fiir die vergleichenden Analysen der Organe, des Tumoraufbaus und der entsprechen-
den Feinstrukturen wurden am Mikrotom 4 pm dicke Gewebsschnitte der Paraffinblocke
angefertigt und nach Himatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung (HE) histologisch analy-
siert. Die Féarbung erfolgte unter Verwendung des etablierten Standardprotokolls. In
Kiirze: Deparaffinierung in absteigender Alkoholreihe (je 5 min in Roti®-Histol /Roti®-
Histol /Isopropanol/96 % Ethanol/80 % Ethanol/70 % Ethanol/50 % Ethanol/bidest.
Aqua), gefolgt von 30 s Himotoxylin und zweimal 5 min Blduen in Leitungswasser. An-
schlieflend erfolgte die Eosinfarbung fiir 5 min, 2 min Waschen in bidest. Aqua und die
aufsteigende Alkoholreihe bis zum Roti®-Histol. AbschlieBend erfolgte das Eindeckeln
in Roti®-Histokitt.

Immunhistologie der Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte wurden nach einstiindiger Inkubation bei 50 °C in einer absteigenden
Alkoholreihe wie oben beschrieben deparaffiniert. Es folgte eine Antigenriickgewinnung
in Antigen-Retrieval Losung pH 6,1 fiir 30 min bei 95 °C im Wasserbad. Nach Abkiihlung
der Objekttrager und Waschen mit PBS soiwe kurzem Tauchen in bidest. Wasser folgte
der Peroxidaseblock in der feuchten Kammer fiir 15 min bei Raumtemperatur. Anschlie-
Bend wurde nach Spiilung mit bidest. Wasser und Waschen in PBS die Avidinblockierung
fiir 15 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als néchster Schritt nach dreimaligem
Waschen in PBS folgte die Biotinblockierung ebenfalls fiir 15 min bei Raumtemperatur.
Im letzten Blockierungsschritt nach erneutem dreimaligen Waschen in PBS wurden die
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Proteine bei Raumtemperatur fiir 20 min mit 3 % Albuminlésung (Bovine Serum Albu-
min Fraktion V in PBS) abgedeckt. Nach kurzer Spiilung mit 1 % Albuminlésung folgte
die Inkubation mit Primérantikorperverdiinnung in 1 % Albuminlésung (Konz. siehe
Tab. 2.3]) fiir 3 h bei Raumtemperatur. Ein Schnitt pro Objekttriger wurde als Kontrol-
le nur mit 1 % Albuminlésung ohne Antikorper inkubiert. Es folgte zweimaliges Waschen
mit PBS und Lagerung in PBS bei 4 °C iiber Nacht. Nach einmaliger Spiilung in PBS
bei Raumtemparatur (ca. 15 min) folgte die Behandlung mit Sekundérantikoérperlosung
(in PBS) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Auf erneutes Waschen mit PBS folgte die In-
kubation der Schnitte mit dem Verstirker Streptavidin-HRP-Konjugat fiir 30 min bei
Raumtemperatur. Nachfolgend wurde wiederholt mit PBS gewaschen und die Substrat-
Chromogen-Mischung aufgetropft. Diese wirkte fiir 5 min bei Raumtemperatur ein und
anschliefend wurde mit bidest. Aqua gewaschen. Zum Schluss erfolgte eine Kernférbung
mit Hamatoxylin fiir 30 s und Blduen in Leitungswasser fiir zweimal 5 min. Nach der
aufsteigenden Alkoholreihe konnten die Objekttriiger aus dem Roti®-Histol entnommen
und in Roti®-Histokitt eingedeckelt werden.

2.6 Multispektral-Fluoreszenzimaging

2.6.1 Material und Einstellungen

Fiir das nicht-invasive msFI wurde ein Maestro™ in vivo Fluorescence Imaging System
(Fa. CRi, Woburn, USA; sieche Abb. 1)) mit der Maestro™ Software Version 2p22 bzw.
dem Update 2.4.3 und fiir die Funktion compare images die Version 2.10.0 verwendet.

In dieser Arbeit wurden vier Filtersiatze mit festen Einstellungen genutzt. Diese sind in
Tab. 2.6 zusammengefasst. Fiir eGFP wurde der blaue, fiir DsRed2 der blaue und griine,
fiir TurboFP635 und mPlum der gelbe Filtersatz und die entsprechenden Einstellungen
genutzt. Der Infrarotfiltersatz kam bei der NIR-HES zum Einsatz.

Die Probentischhéhe und Lampenposition wurden je nach zu untersuchender Probe
optimal gewdhlt. Fiir Mausaufnahmen ist dies Stufe 1C mit einer Lampenposition 2,
da hier die komplette Maus erfasst und gut ausgeleuchtet wird. Tubes und Platten
wurden bei verschiedenen Imager-Konfigurationen aufgenommen, aber immer so, dass
der relevante Bereich gut ausgeleuchtet und zentral positioniert war. Das Binning, eine
interne Signalverstirkung, wurde 2 x 2 gesetzt, was ein Optimum zwischen Auflosung
einerseits und Belichtungszeit andererseits darstellt und zu Cubes mit einer Bildgréfie
von 696 x 520 Pixeln fiihrt.

Nach der Positionierung der Probe im Imager wurde unter Weifilicht fokussiert und
gef. ein Graustufenfoto aufgenommen mit festen Belichtungszeiten: 10 ms fiir den blauen
und griinen Filtersatz sowie 30 ms fiir den gelben. Danach wurde auf Anregungslicht um-
geschaltet und die optimale Belichtungszeit automatisch gemessen. Die Aufnahme der
spektralen Daten in einem Cube erfolgte, soweit nicht anders angegeben, bei dieser auto-
matischen Belichtungszeit gerundet auf die grofte Ganzzahl [ms] ohne Uberbelichtung.
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Tabelle 2.6: Die Ubersicht der verwendeten Filtersiitze.

Es wird immer ein Schmalbandanregungsfilter mit einem Emissionslangpassfilter (LP)
kombiniert und iiber einen Fliissigkristallfilter das nm-genaue Abtasten des aufgenom-
menen Wellenldngenbereichs realisiert.

Name Abk. Anregungsfilter Emissionsfilter Aufnahmebedingungen

blau bl 445 - 490 nm 515 nm LP 500 - 720 nm, 10 nm Schritte

griin gr 503 - 555 nm 580 nm LP 550 - 800 nm, 10 nm Schritte
ye 575 - 605 nm 645 nm LP 630 - 850 nm, 10 nm Schritte

nahes NIR 710 - 760 nm 800 nm LP 780 - 950 nm, 10 nm Schritte

Infrarot

Beleuchtungs-

modul

AV

N

Probentisch mit

Warmeplatte

D M

Abbildung 2.1: Das Maestro™ in vivo Fluorescence Imaging System.
Imagingmodul: der bewegliche Probentisch mit Wirmeplatte und Beatmungsmas-
ke sowie Abluftabsaugung, das Emissionsfilter, das Fliissigkristallfilter sowie die
CCD Kamera; Beleuchtungsmodul: eine Xenonlampe, das Extinktionsfilter und
zum Imager fithrende Glasfaserkabel; Gasnarkose: ein Isofluranverdampfer mit Os-

Anschluss.
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Narkose beim in vivo Imaging

Fiir die Bildgebung mussten die Méuse narkotisiert werden. Zu Beginn der Arbeit er-
folgte dies mittels Injektionsnarkose. Es wurden i. p. 75 mg/kg Koérpergewicht Ketamin
(Ketavet der Fa. Bayer Animal Health GmbH, Leverkusen, Deutschland) und 5 mg/kg
Korpergewicht Xylazin (Rompun der Fa. Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutsch-
land) in 0,9 % NaCl Losung injiziert. Spater wurde ein Isoflurangasnarkosesystem (Fa.
Drigerwerk AG, Liibeck, Deutschland) eingesetzt. Der Sauerstoffvolumenstrom betrug
zwischen 2 und 3 L/min. Initial wurde mit 2,5 % Isofluran gearbeitet, um die Méuse zu
betdauben. Die Erhaltung der Narkose erfolgte bei [soflurankonzentrationen zwischen 0,8
und 2,0 %, je nach Dauer und Tiefe der Narkose sowie abhingig vom Zustand des Tie-
res. Wihrend der Aufnahmen lagen die Tiere auf einer schwarzen, nicht fluoreszierenden
Warmeplatte bei 35 °C, so dass ein Auskiihlen vermieden wurde.

2.6.2 Methoden

Die Besonderheit des msF1 besteht darin, in einer Probe die Signale verschiedene Fluoro-
phore sowie der Autofluoreszenz anhand ihrer spezifischen Spektren voneinander zu tren-
nen. Wichtig ist neben dem Schmalbandanregungsfilter die Kombination des passenden
Langpassemissionsfilters mit einem abstimmbaren Fliissigkristallfilter, welche Aufnah-
men einer Probe bei vielen verschiedenen, aber definierten Wellenldngen ermoglicht. In
einem Cube werden diese Einzelaufnahmen kombiniert. Mit der Maestro™ Software las-
sen sich anschlieBend einzelne Fluoreszenzsignale isolieren [Mansfield et al., 2005a;bd].

Unmixing

Unter Unmixing versteht man die Auftrennung des Cubes in seine einzelnen Fluoreszenz-
signale unter Verwendung von spectral libraries (siche Abb. [2.2)). In diesen Bibliotheken
werden die emittierten Referenzspektren der untersuchten Fluorophore und die entspre-
chende Autofluoreszenz der Kontrolle hinterlegt. Die in dieser Arbeit verwendeten Spek-
tren der FP wurden aus s. c. injizierten Zellen in der Nacktmaus isoliert. Es wurde (a) fiir
das Mischspektrum aus FP und Autofluoreszenz die Region des Zellpellets ausgewihlt
sowie (b) ein groferer Bereich der Maushaut ohne Tumorzellkontakt als Autofluores-
zenz markiert. Aus dem Mischspektrum und der Autofluoreszenz wurde mittels manual
compute das reine FP Spektrum gewonnen (siehe Abb. [6.T]) und zusammen mit dem Au-
tofluoreszenzspektrum und dem Spektrum des Hintergrundsignals gespeichert. Fiir die
fluoreszenzmarkierte HES wurden in vitro Spektren aus den jeweiligen Stammlosungen
isoliert. Die so gewonnenen Bibliotheken wurden fiir jede Filtereinstellung generiert und
gespeichert, um die aufgenommenen Cubes mit dem selben, jeweils passenden spektralen
Datensatz analysieren zu kénnen. Das Unmixing Ergebnis ist ein 12-bit Graustufenbild
fiir jedes Fluoreszenzsignal, das als Bild exportiert sowie fiir Quantifizierungen (measure
panel) oder die compare image Funktion genutzt werden kann.
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Abbildung 2.2: Das Unmixing am Maestro™ in vivo Fluorescence Imaging System.
Der aufgenommene Cube wird anhand der gespeicherten Spektren aus der spectral li-
brary in die Einzelsignale Hintergrund (schwarz = nicht fluoreszent), Autofluoreszenz
der Maus (weif}), eGFP exprimierenden Tumor (griin) und DsRed2 exprimierenden
Tumor (rot) aufgetrennt (unmix). Zudem wird ein zusammengesetztes Bild mit den
fiir die Spektren definierten Farben generiert (compose).
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Quantifizierung

Mit der Maestro™ Software koénnen iiber das measure panel verschiedene Quantifizie-
rungen durchgefiithrt werden. Dabei kann das isolierte Signal der kompletten Bildfliche
oder einer region of interest (ROI) analysiert werden. Letztere kann manuell oder iiber
die Festlegung eines Grenzwertes (threshold, TH, Mindestpixelintensitét fiir das Fluo-
reszenzsignal) abgegrenzt und platziert werden. Als Quantifizierungsparameter stehen
maximale, mittlere und Gesamtintensitéiten zur Verfiigung. Bei Auswahl einer ROI ist
es zusétzlich moglich, deren Lokalisierung und Ausdehnung zu bestimmen.

Ziel der in dieser Arbeit présentierten Untersuchungen ist es, die Bestimmung und die
Verfolgung der Tumorlast eines Tieres {iber msFI zu etablieren. Dies erfordert die Quan-
tifizierung der 2D-Projektion eines Fluoreszenzsignales in einem dynamischen in vivo
System, bei dem Intensitét, Position und Ausdehnung sowie Signaldichte von Messung
zu Messung variieren. Einflussfaktoren sind unter anderem das Wachstum des Tumors,
die Bildung von Nekrosen, die Infiltration muriner nicht fluoreszierender Tumorstro-
mazellen oder die Lokalisierung des Tumorherdes in der Maus (z. B. s. c. oder i. p.).
Aufgrund dieser hohen Variabilitéit muss ein robuster Parameter fiir die Quantifizierung
herangezogen werden: die auf die Belichtungszeit normierte Gesamtintensitét I des kom-
pletten Bildes, also die Summe aller einzelnen Pixelsignale [ms™'], ohne Selektion einer
ROL In ersten Tests wurde diese Festlegung durch (a) eine Auswertung mittels ROI
Selektion durch einen Grenzwert von 200 (Irg20) sowie (b) die maximale Intensitét des
Gesamtbildes (1,4, ) tiberpriift.

Um die Korrelation zwischen dem Tumorvolumen und dem Fluoreszenzsignal mit
dem Potenzansatz zu iiberpriifen, wurden die Daten in log-log-Plots als Funktion I =
f(V) = A-VP dargestellt. Die Parameter A und B wurden mittels linearer Regression
(In(Z);In(V)) bestimmt und das Bestimmtheitsma$l als R? (quadrierter Pearsonscher
Korrelationkoeffizient fiir In(7);ln(V)) fiir die Giite der Regression ausgegeben.

Bildbearbeitung und Software

Am Imager wurden neben den einfachen Graustufenaufnahmen zur Mausiibersicht auch
die Bilder der Fluoreszenzsignale aus den Cubes generiert (siche Abschnitt Unmixing).
Diese wurden mit der compare image Funktion in ein intensitétsgewichtetes Pseudo-
farbbild, ein sogenanntes Compare Image, mit der Skalierung jetblack im clip & stretch
Modus umgewandelt. Diese Farbskala ermoglicht eine fiir das menschliche Auge kon-
trastoptimierte Darstellung der Fluoreszenzintensitit normiert auf das maximale Signal
der vergleichend untersuchten Bilder. Dadurch werden dynamische Prozesse besser ver-
deutlicht als durch reine Graustufenbildserien. Die Compare Images wurden als Bild
exportiert. Mittels Bildschirmfoto wurde die jeweilige Referenzfarbskala des Bildes mit
dem starksten Fluoreszenzsignal gespeichert.

Zur Bildbearbeitung wurden zwei Programme in der jeweils aktuellsten Version ver-
wendet: (a) ImageMagick (www.imagemagick.org) und (b) GNU Image Manipulation
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Program (GIMP, http://www.gimp.org/)). Mittels ImageMagick wurden Konvertierun-
gen, Drehungen, Skalierungen usw. durchgefiihrt. Das GIMP wurde genutzt, um Over-
lays aus Graustufenfoto und Compare Image zu erzeugen. Hierzu wurde die Graustufen-
aufnahme geoffnet, das entsprechende Compare Image als Ebene geladen und in dieser
Ebene die Farbe Schwarz, welche einer Fluoreszenzintensitdt von Null entspricht, als
transparent gesetzt. Abschliefend wurden die Ebenen vereinigt und als TIFF mit dem
verlustfreien Lempel-Ziv-Welch-Algorithmus komprimiert und gespeichert.

2.7 Kontrastmittel und Modellarzneitrager NIR-HES

2.7.1 Material

e Die kovalent mit dem NIR-Farbstoff IRDye® 800CW (Fa. LI-COR®, Lincoln,
USA) markierte HES (NIR-HES) wurde freundlicherweise von Herrn Dipl. Pharm.
Stefan Hoffmann als Lyophilisat zur Verfiigung gestellt. Die Herstellung findet sich
beiSchidlich et all [2012] und basiert auf einer Abwandlung der von [Besheer et al.
[2009] publizierten Methodik. Es wurden zwei HES mit unterschiedlicher mole-
kularer Masse untersucht: (a) HES 200 mit dem mittleren Molekiilgewicht von
200 kDa und einem Substitutionsgrad von 0,5 Hydroxyethylgruppen pro Gluko-
semolekiil und (b) HES 450 mit dem mittleren Molekiilgewicht von 450 kDa und
einem Substitutionsgrad von 0,7 Hydroxyethylgruppen pro Glukosemolekiil.

e Als niedermolekulare Kontrolle diente der inaktivierte NHS-Ester des IRDye®
800CW (Fa. LI-COR®).

e Fiir die Sterilfiltration wurden 1 mL Spritzen mit Luer-Lok™ Spitze (Fa. BD Me-
dical) und Millex®-GV Sterilfilter mit einem Durchmesser von 4 mm und einer
PVDF Membran der Porengréfie 0,22 pm (Fa. Millipore, Carrigtwohill, Irland)
verwendet.

e Fiir die i. v. Applikation der Losung wurden Microlance 30Gx1/2” Kaniilen genutzt
(Fa. BD Medical).

2.7.2 Methoden

Die NIR-HES wurde in 0,9 % NaCl Losung aufgenommen (¢ = 10 oder 20 mg/mL), an-
schlieBend sterilfiltriert und in Aliquots abgefiillt. Eine Lagerung dieser Losung erfolgte
bei -20 °C. Zur i. v. Injektion in eine der lateralen Schwanzvenen wurden die M&use in
einer mechanischen Fixierungseinheit arretiert und nicht betdubt. Die Dosis pro Tier be-
trug 1 mg Polymer (Injektionsvolumen 50 bzw. 100 pL). Vom niedermolekulare Farbstoff
IRDye® 800CW wurden 50 pL einer 0,1 mg/mL Lésung in 0,9 % NaCl Losung injiziert.
Das ist eine Dosis von 5 pg/Tier und entspricht der Farbstoffmenge, die theoretisch an
das Polymer gekoppelt wurde.
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Als Ma#B fiir die Akkumulation der NIR-HES im Tumor wurde der Tumorakkumula-
tionswert nach [Hoffmann et all [2012] bestimmt (tumor accumulation value, TAV, siehe
Formel [20]). Die Tumorflache Apy,, wurde aus dem Tumorfluoreszenzsignal ermittelt
und umfasste alle Bildpunkte mit einer Intensitéit grofer 0 (TH > 0,01), die tiber dem
Hintergrundsignal lagen. Die Fldche der Maus A /,,s wurde aus dem Autofluoreszenzsig-
nal der Haut analog zur Tumorfliche mittels TH > 0,01 ausgewihlt. Die so definierten
Flachen wurden gespeichert und ihre Grofien notiert. Fiir die Bestimmung der jeweiligen
Intensitaten Ipymor bzw. Inaus wurden die gespeicherten Fléachen in das isolierte NIR-
HES Signal importiert und die jeweiligen Werte ausgelesen.

I umor * A aus — A umor
Die Tumorakkumulation: TAV = L (Ax Tumor) (2.6)
ATumor : (IMaus — [Tumor)
A: Fliche [pixel]

I: normierte Gesamtfluoreszenzintensitit [ms!]

2.8 Software

Diese Arbeit wurde mit TEX 2¢ geschrieben. Die Graphen wurden mit Gnuplot 4] er-
stellt und tiber das Ausgabedateiformat (Terminal) pslatex in die Arbeit eingebunden.
Die Literaturverwaltung erfolgte mittels Bibus. Zitierte Quellen wurden iiber BIBTEX
eingefiigt.

Fiir Berechnungen wie Mittelwerte oder empirische Standardabweichungen sowie die
Ermittlung der angepassten Potenzfunktionen wurde, sofern nicht anders im Methoden-
teil beschrieben, (Open Office Calc genutzt. Fiir die weitergehenden statistischen Ana-
lysen (u. a. Tests auf Abhdngigkeiten mittels linearer Modelle) sowie deren graphischer
Darstellung wurde PASW Statistics 18 der Fa. IBM verwendet.


http://www.latex-project.org/
http://www.gnuplot.info/
http://bibus-biblio.sourceforge.net/wiki/index.php/Bibus_bibliographic_database
http://www.bibtex.org/
http://de.openoffice.org/

3 Ergebnisse

3.1 Gewinnung und Charakterisierung tiefrot
fluoreszierender Tumorzellen

In der Arbeitsgruppe konnten mittels lentiviraler Transduktion erfolgreich verschiede-
ne Tumorzelllinien mit dem griinen eGFP und dem orange-hellroten DsRed2 versehen
werden. Diese Klone sind fiir in vitro Versuche sowie s. c¢. Xenograftstudien sehr gut
geeignet, stoflen allerdings vor allem aufgrund der relativ kurzwelligen Extinktionsspek-
tra im orthotopen oder Metastasierungsmodell an ihre Grenzen, da hier Tumorherde im
Tierinneren nachgewiesen werden sollen. Aus diesem Grund sollten weitere Tumorzell-
klone etabliert werden, die stabil ein tiefrotes Fluoreszenzprotein, entweder TurboFP635
oder mPlum, exprimieren. Diese waren dann ¢n vitro und in vivo zu charakterisieren.
Insbesondere sollte ihr Potential fiir das orthotope bzw. Metastasierungsmodell ermittelt
werden.

3.1.1 Gewinnung der Klone
Klonierung der codierenden DNA von TurboFP635 und mPlum

Aus beiden source Vektoren (sieche Tab. 2.3]) konnten die cDNAs fiir die FP TurboFP635
und mPlum gewonnen werden. Sie wurden in das pFU-W des lentiviralen Klonierungs-
systems wie im Folgenden beschrieben zur Herstellung von pFUKW (iibertragt die cDNA
fiir TurboFP635) und pFUPW (iibertriagt die cDNA fiir mPlum) kloniert.

Fiir TurboFP635 kam eine PCR mit modifizierten Primern zur Amplifikation des co-
dierenden DNA-Abschnittes auf pTurboFP635-C zum Einsatz. Das entsprechende Frag-
ment von 756 bp Lénge konnte angereichert und aus dem Gel isoliert werden. Das Kon-
trollgel mit 2 plL der Ansétze ist in Abb. im Anhang dargestellt. Die anschliefenden
zwei parallelen Ligationsansétze lieferten 586 bzw. 615 Kolonien, von denen jeweils vier
zufillig ausgewéhlte Klone genauer untersucht wurden. Die isolierte pDNA wurde Kon-
trollrestriktionsverdaus mit Pstl und Xbal unterzogen. Die Ergebnisse sind der Abb.
im Anhang zu entnehmen. Ein E. coli Klon (Spur A) entsprach dem geplanten Kon-
strukt fir pFUKW. Er zeigte zwei Banden bei Pstl Restriktionsverdau (8557 bp und
1374 bp) sowie eine Linearisierung fiir den Restriktionsverdau mit Xbal. Daher wurde
dieser Klon fiir die Produktion von pFUKW verwendet.

33



3.1 Gewinnung & Charakterisierung tiefrot fluoreszierender Tumorzellen 34

Bei pmPlum geniigte ein Restriktionsdoppelverdau, um das gewiinschte cDNA-Frag-
ment zu gewinnen. Die Ausbeute an Transformanten nach der Ligation war 251 Kolonien.
Sieben davon wurden fiir einen Verdiinnungsausstrich zur Plasmidkontrolle genutzt. Das
Ergebnis des Restriktionsverdaus zeigt Abb. im Anhang. Fiir ein korrektes pFUPW
sollten beim Restriktionsverdau mit Pstl drei Fragmente bei 8098 bp, 1374 bp und 428 bp
vorhanden sein, beim Restriktionsverdau mit Xbal zwei bei 9132 bp und 768 bp. Letzte-
res trifft auf drei E. coli Klone (Spuren B, C und F) zu. Die Klone C und F aber zeigten
im Pstl-Restriktionsverdau eine Zusatzbande bei ca. 1800 bp, die nicht zu erwarten war.
Aus diesem Grund wurde fiir die Gewinnung von pFUPW der Klon B genutzt.

Lentivirale Transduktion und Etablierung stabil fluoreszierender Klone

Unter Verwendung des im Labor etablierten lentiviralen Transduktionssystems konnten
die CRC Zelllinien DLD-1 und HT-29 mit TurboFP635 oder mPlum markiert werden.
Hierfiir wurden zunéchst in 293T Zellen infektiose Viruspartikel produziert, welche die
genetische Information fiir die FP nach der Transduktion auf die CRC Zellen stabil
mittels Integration ins Zielzellgenom iibertragen. Durch den verwendeten Ubiquitinpro-
motor werden die FP konstitutiv {iberexprimiert und kénnen daher als Tracer genutzt
werden.

Die Virusproduktion in der Verpackungszelllinie 293T war unterschiedlich effizient.
Nachdem der virushaltige Uberstand abgenommen worden war, erfolgte eine Kontrolle
der noch an der Zellkulturschale haftenden 293T Zellen unter dem Fluoreszenzmikro-
skop, um den zu erwartenden Virustiter und damit die Virusausbeute abschétzen zu
konnen. Bei sehr erfolgreicher Transduktion konnten zahlreiche rote Punkte beobach-
tet werden. Dies lie§ auf hohe Titer schlieffen, da viele 293T Zellen DNA-Aggregate
aufgenommen hatten und rot fluoreszierten. In diesem Fall wurde direkt der filtrierte
Uberstand genutzt und auf eine Ultrazentrifugation verzichtet.

Die Transduktion der CRC Zelllinien erfolgte unter Subkonfluenz, da einerseits die
Zellen nicht zu dicht sein durften, um die Inkubationszeit ohne Schaden zu iiberstehen,
und andererseits die Liicken zwischen den Zellen gering sein sollten, da die Viruspar-
tikel nicht aktiv zu ihren Zielzellen wandern. Die Transduktionseffizienz wurde nach
48 h unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt: Zeigte sich eine Mischpopulation mit
verschieden intensiv fluoreszierenden Kolonien, wurden Verdiinnungsschritte zur Zellver-
einzelung (Limiting Dilution) vorbereitet.

Bei den verwendeten CRC Zelllinien konnte eine Limiting Dilution als Klonierungsme-
thode gut genutzt werden, da die Zellen unempfindlich gegeniiber geringen Zelldichten
waren und auch als Einzelzelle zur Kolonie heranwachsen konnten. Es wurden mehrere
96-Loch-Platten der Mischpopulationen mit einer Zelle pro Well angesetzt. Beim Durch-
suchen der Platten wurden Kolonien mit starker Fluoreszenzintensitit ausgewahlt und
diese Klone vermehrt. Sollte wie z. B. im Falle der DLD-1 FUKW 11.2 keine Einzelko-
lonie vorgelegen haben, erfolgte eine Subklonierung mittels erneuter Limiting Dilution,
um die Klone voneinander zu trennen.
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Die Klonierung verlief insgesamt erfolgreich, da viele Klone fiir die weiteren Unter-
suchungen gewonnen werden konnten. Festzuhalten ist allerdings, dass mehrere Virus-
produktionen sowie mehrere Transduktionsansétze und anschlieende Limiting Dilution
notwendig waren, um eine Auswahl an hell fluoreszierenden, gut wachsenden Klonen zu
gewinnen.

3.1.2 In vitro Charakterisierung der Klone

Die isolierten Zellklone wurden vor der in vivo Verwendung in wvitro charakterisiert.
Zunéchst wurden mikroskopische Beobachtungen festgehalten und das Wachstumsver-
halten in der Zellkultur beobachtet. Etablierten sich die Klone stabil, wurde ihre Fluores-
zenzintensitat mittels Durchflusszytometrie bestimmt und das Expressionsniveau der FP
semiquantitativ im Western Blot iiberpriift. Fiir die hellsten Klone wurden die Wachs-
tumsraten ermittelt und die Chemotherapiesensitivitit getestet.

Mikroskopie

Fiir die CRC Zelllinie DLD-1 ist bereits frith nach ihrer Etablierung eine heterogene
Morphologie beschrieben worden [Dexter et al.,[1981)]. Es treten neben der geschlossenen
Form ohne deutlich erkennbare Zellgrenzen offene Kolonien auf, bei denen die Einzelzel-
len deutlich erkennbar sind (siche Abb. B schwarzer Pfeil bei DLD-1 WT). Wéhrend
der Klonierung sind Klone beider Morphologietypen isoliert worden: DLD-1 FUKW 11.2
und FUPW 3 entsprechen der offenen Kolonieform, alle anderen der geschlossenen, die
auch den WT dominiert (siehe Abb. B.1]). Auffillig in der Zellkultur mit fortschreitender
Passagierung ist, dass in der geschlossenen Form offene Bereiche auftreten konnen. Ist
aber einmal der offene Subtyp als Klon stabil etabliert, bilden sich keine geschlossenen
Bereiche mehr aus. Fiir die Fluoreszenzintensitiat kann aus der Mikroskopie heraus be-
reits auf Unterschiede zwischen den Klonen geschlossen werden, da die Belichtungszeiten
der Fluoreszenzaufnahmen deutlich variieren. Eine Quantifizierung anhand dieser ist je-
doch nicht moglich, da die Belichtungszeit automatisch auf das hellste Signal im Bild
eingestellt ist und dies nicht repréasentativ fiir den gesamten Klon sein muss.

Die Gewinnung tiefroter HT-29 Klone war ebenfalls erfolgreich: Jeweils zwei unter-
schiedlich stark fluoreszierende Klone konnten fiir TurboFP635 und mPlum isoliert wer-
den. Morphologisch entsprechen alle dem WT (siehe Abb. B.1]). Fiir Klon FUKW 11 ist
jedoch festzuhalten, dass zu Beginn der Etablierung das Wachstum langsamer erfolgte
als beim WT und viele Zellen (anfangs > 50 %) abgestorben waren. Mit zunehmender
Passagierung stabilisierte sich der Klon jedoch und konnte fiir weitere Versuche einge-
setzt werden.
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Abbildung 3.1: Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der fluoreszierenden CRC Klone.
Dargestellt sind Aufnahmen in Hellfeld und unter Fluoreszenzanregung (G2: blauer Filtersatz, alle anderen: griiner Fil-
tersatz). Der weile Balken entspricht 100 pm. Beim DLD-1 WT ist die Heterogenitét der Morphologie zu erkennen: Der
schwarze Pfeil markiert den offenen Subtypus, bei dem die Einzelzellen durch klare Zellgrenzen identifizierbar sind.
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Abbildung 3.2: Die Intensitéitsquantifizierung der tiefroten DLD-1 und HT-29 Klone am
FACSCalibur™.

Dargestellt ist die auf den WT normierte mittlere Fluoreszenzintensitit + S. D. der
Klone 24 h nach Zellplattierung. Mittlere Intensitét: gemittelte Fluoreszenzinten-
sitdt bezogen auf die des WT, n: Anzahl der Messungen. Mit der DLD-1 Zelllinie
konnten die hellsten Klone erzeugt werden. Die Klone mit TurboFP635 fluoreszieren
unabhéngig von der Zelllinie intensiver als die mit mPlum markierten.

Durchflusszytometrie

Um die Fluoreszenzintensitéit der einzelnen Klone objektiv vergleichen zu kénnen, wur-
den Messungen am Durchflusszytometer durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigt Abb. 3.2
Die DLD-1 Klone weisen unabhéngig vom FP die hellsten mittleren Intensitdten auf.
Die schwéchere Fluoreszenz der HT-29 Klone kann auf (a) eine Transduktionsineffizienz,
(b) ihre mangelnde Uberexpressionsfihigkeit bzw. (c) die ungiinstige Messsituation am
FACSCalibur™ zuriickzufiihren sein. Letzteres konnte durch Analysen am LSR II For-
tessa™ ausgeschlossen werden. Zwar zeigten die Klone hier deutlich héhere Intensitéiten,
aber dies galt fiir alle untersuchten Klone (siche Tab. [3.1]). Die Intensitatsverhéltnisse
der Klone untereinander variierten kaum, was die Nutzung des in der Arbeitsgruppe
vorhandenen FACSCalibur™ zum Screening und Beurteilen von (tiefroten) RFP Mutan-
ten erlaubt unter der Beriicksichtigung, dass die absoluten Intensitédtswerte relativ zum
LSR II Fortessa™ um eine Grofienordnung niedriger sind.

Des Weiteren war wichtig zu zeigen, dass die fluoreszierende Zellpopulation der Klo-
ne mit der Kultivierungsdauer nicht abnimmt und keine Fluoreszenzinstabilitét vorliegt.
Hierzu wurden alle tiefrot markierten DLD-1 Klone in einem 4-Tage-Assay am FACSCa-
libur™ vermessen. Die Ergebnisiibersicht zeigt Abb. Fiir alle Klone ist festzuhalten,
dass der Anteil roter Zellen an der gesamten vitalen Zellpopulation nur marginal iiber
die Kultivierungszeit abnimmt, was sie fiir in vivo Versuche einsetzbar macht.
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Tabelle 3.1: Der Vergleich der durchflusszytometrischen Intensitédtsbestimmungen der
tiefroten CRC Klone.
Calibur: FACSCalibur™, LSR II: LSR II Fortessa™. Die Intensitéitsnormierung erfolgte
auf die ersten isolierten Klone (n = 1). Die mittleren Intensitéiten der Klone analysiert
mit dem LSR II sind deutlich hoher als die am Calibur ermittelten bedingt durch die
optimale Anregung der RFP mit dem YG Laser. Die Verhéltnisse innerhalb der Klone
bleiben jedoch gleich, was ein Screening mit dem Calibur gestattet.

mittlere Intensitat

WT normiert Klon normiert
Zelllinie Klon  Calibur LSR II Calibur LSR II
DLD-1 WT 1 1
K2 268 1262 2,1 2,1
Kb 129 611 1.0 1,0
K6 93 490 0,7 0,8
K11.2 294 1117 2,3 1,8
P3 94 887 3,5 4,2
P5 27 212 1.0 1,0
HT-29 WT 1 1
K11 127 1644 1.5 1,6
K13 83 1050 1,0 1,0
P11 24 894 1,8 1,7
P13 13 531 1,0 1,0
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Abbildung 3.3: Die Fluoreszenzstabilitit der tiefroten DLD-1 Klone im 4-Tage-Assay.

Rote Zellen [%]: Anteil roter Zellen an der als vital gegateten Gesamtpopulation.
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Semiquantitiver Western Blot

Die Intensitédt einer Fluoreszenzfarbstofflosung, der vereinfacht auch das Zytoplasma
mit dem gelosten FP entspricht, ist aufgrund von Quenchingeffekten nicht kontinuier-
lich linear abhingig von der Menge des Farbstoffes. Vielmehr treten ab einer gewissen
Konzentration storende Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffmolekiilen auf und die
Gesamtintensitiat der Losung kann trotz einer Zunahme der fluoreszierenden Teilchen
sogar sinken. Aus diesem Grund wurden neben der Intensitédtsbestimmung der Einzel-
zellen mittels Durchflusszytometrie auch die Expressionslevel der RFP fiir die Klone im
Western Blot semiquantitativ analysiert. Die Abb. [3.4] und zeigen die Ergebnisse.

Die TurboFP635 Expression der DLD-1 Klone variiert so, wie es aus der Mikrokopie
und den durchflusszytometrischen Analysen zu erwarten war: FUKW 2 und 11.2 zeigen
starkere Banden als FUKW 5 und 6. Die unterschiedliche Fluoreszenzintensitét der Klo-
ne basiert demnach auf der unterschiedlichen Proteinexpression. Fiir mPlum im DLD-1
Modell gilt das Gleiche: geringe Fluoreszenz resultiert aus geringerer Proteinexpressi-
on. Betrachtet man die Klone der HT-29 Zelllinie, so bedingt auch hier eine stérkere
Proteinexpression hellere Fluoreszenzen, wobei der Unterschied zwischen den Klonen
FUKW 11 und 13 nicht so stark ist, wie die Durchflusszytometrie vermuten lief. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei FUKW 11 bereits ein Quenching aufgrund
hoher Fluorophorkonzentration innerhalb der Zelle auftritt.

Zur Verwendung der Antikérper anti-RFP und anti-tRFP kann festgehalten werden,
dass beide ihr Antigen gut erkennen und dass das FP eGFP als Kontrolle nicht detek-
tiert werden kann. Allerdings zeigte der gegen TurboFP635 gerichtete anti-tRFP eine
Kreuzreaktion mit den auf DsRed basierenden Varianten DsRed2 und mPlum. Dies ist
bei moglichen Kombinationsanwendungen wie einer parallelen Immunhistochemie beider
tiefroten RFP zu beriicksichtigen. Des Weiteren fillt auf, dass fiir TurboFP635 neben
seinem reifen, vollstdndigen Protein von 26 kDa Linge auch zwei Fragmente zwischen
17 und 20 kDa Lénge nachgewiesen werden kénnen. Diese sind vermutlich Abbauzwi-
schenstufen, die sich aufgrund der starken Uberexpression und dem ausgelasteten Turn
over in der Zelle anreichern.

Wachstum

Mittels SRB-Assay iiber 5 Tage wurden die Verdopplungszeiten der WT und der fluo-
reszierenden Klone ermittelt. Dafiir wurde fiir verschiedene Zellzahlen (n = 9) die ex-
ponentielle Wachstumsphase ausgewéhlt und der Anstieg als spezifische Wachstumsrate
1 [1/h] mittels linearer Regression berechnet (Formel 2.2)). Die Verdopplungszeit t, er-
gibt sich dann als Quotient aus dem In(2) durch die ermittelte Wachstumsrate (Formel
2.3). Die ausfiihrlichen Diagramme der neugenerierten tiefroten RFP Klone finden sich
im Anhang (siche Abb. 6.5, 6.6 und [6.7). Die Ubersicht in Abb. B.8 lisst keine deutlichen
Unterschiede im in vitro Wachstum erkennen. Beide WT und die Klone verdoppeln ihre
Zellzahl unter optimalen Bedingungen ca. alle 20 h.
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Abbildung 3.4: Die Western Blots fiir die Fluoreszenzklone der Zelllinie DLD-1.
Dargestellt sind die Blots von zwei verschiedenen Zellaufschlussserien mit jeweils op-
timaler Belichtungszeit zur Beurteilung der RFP Expression. Fiir die Klone ist fest-
zuhalten, dass FUPW 3 eine deutlich héhere mPlum-Expression zeigt als FUPW 5
und FUKW 2 sowie 11.2 mehr TurboFP635 bilden als FUKW 5 und 6.
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Abbildung 3.5: Die Western Blots fiir die Fluoreszenzklone der Zelllinie HT-29.
Dargestellt sind die Blots von zwei verschiedenen Zellaufschlussserien mit jeweils opti-
maler Belichtungszeit zur Beurteilung der RFP Expression. Man kann erkennen, dass

sowohl FUPW 11 als auch FUKW 11 eine hohere Proteinexpression im Vergleich zu
FUPW 13 bzw. FUKW 13 zeigen.
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Abbildung 3.6: Die Verdopplungszeiten der Zelllinien DLD-1 & HT-29 mit den Klonen.
Dargestellt sind die mittleren Verdopplungszeiten [h] £ S. D. aus 9 verschiedenen
Initialzellzahlen. Die Berechnung der Verdopplungszeiten erfolgte aus dem Anstieg in
der expontiellen Wachstumsphase im 5-Tage-SRB-Assay. Die ausfiihrlichen Diagram-
me der Kinetiken finden sich im Anhang in den Abb. [6.5] und

Resistenz gegen Chemotherapeutika

Die beiden CRC Zelllinien DLD-1 und HT-29 sind resistente Modelle fiir die Chemothe-
rapeutika Oxaliplatin, 5-Fluoruracil und Irinotecan. Es war zu iiberpriifen, ob durch die
lentivirale Transduktion und anschlieBende Klonierung eine Anderung der Sensitivitit
gegeniiber diesen Standardtherapeutika resultiert. Hierfiir wurden SRB-Assays konstan-
ter Initialzellzahl angesetzt, die fiir 96 h mit der jeweiligen Substanz behandelt wurden.
Die Mittelwertkurven der Versuche fiir DLD-1 zeigt die Abb. B.7 die Diagramme fiir
HT-29 finden sich in Abb. B.8 Die IC50- und IC90-Werte der Klone wurden fiir jeden
Versuch einzeln berechnet (Formel 2.4]). In der Tab. sind diese Mittelwerte fiir den
WT und die Klone zusammengefasst. Als resistent werden diejenigen Zelllinien bezeich-
net, deren IC90 iiber den realistischen Peakplasmaspiegel im Menschen liegen. Refe-
renzwerte bei Infusionsgabe sind: fiir Oxaliplatin 4 bis 7 uM (nach Allain_et_all NZDDﬂ],
LEthsgn_QLaLJ ﬂZOﬂﬂ K}Laham_et_aU NZDDﬂ |Lm_et_aLJ HZOLlﬂ Maﬁaan_eLaLJ ﬂZODd fiir
5-FU 1 bis 10 pM (nach [Grenl [2000]; K}mmj_t_d] 12000, |2£]ﬂ]_a”ﬂ]) sowie fiir Irmote—
can 2 bis 5 pM (nach lde Bruijn_et all ﬂl9_9_ﬁ J; |Gupta. et ol [1997]; Hazama. et all [2010);
Yokoo et all ]). Bei Bolusgabe konnen diese Werte hoher sein, dafiir verringert sich
aber die Bioverfiigbarkeit. Die area under the curve (AUC) ist dann deutlich geringer.

Die Zytotoxizitatsdaten fiir die Klone der DLD-1 Zelllinie zeigen, dass es sich nach der
Klonierung weiterhin um resistente Zellen handelt. Auffillig ist, dass der Klon FUKW 4.1
und die daraus durch Supertransduktion hervorgegangenen Klone FUKW 5 und 6 eine
leichte Verminderung der Irinotecanresistenz zeigen, was besonders bei der IC90 erkenn-
bar ist: Sie liegt fiir die Klone etwa dreimal niedriger als beim WT. Bei den untersuchten
HT-29 Klonen konnte fiir Oxaliplatin und Irinotecan kein Abweichen vom WT festge-
stellt werden. Bei 5-Fluoruracil hingegen féllt eine geringere IC50 des Klones FUKW 11
auf. Dennoch konnen alle HT-29 Klone als resistent bezeichnet werden.
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Abbildung 3.7: Die Zelliiberlebensrate als Funktion der Therapeutikakonzentration im

96 h-Zytotoxizitatsassay fiir die Substanzen Oxaliplatin, 5-Fluoruracil
und Irinotecan auf DLD-1 Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwertkurven + S. D. fir WT (n = 6), K2 (n =
(n=3),K5(n=6),K6 (n=4),Kl1.2 (n =3), P3 (n = 3) und P5 (n =

3), K4.1
3).
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Abbildung 3.8: Die Zelliiberlebensrate als Funktion der Therapeutikakonzentration im
96 h-Zytotoxizitatsassay fiir die Substanzen Oxaliplatin, 5-Fluoruracil
und Irinotecan auf HT-29 Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwertkurven £+ S. D. fir WT (n = 3), K11 (n = 3), K13
(n = 3), P11 (n = 3) und P13 (n = 3).



Tabelle 3.2: Die berechneten IC50- und IC90-Werte (Formeln [24]) der CRC Zelllinien DLD-1 und HT-29 und ihrer

Klone.

Aufgelistet sind die Mittelwerte + S. D. aus den Einzelversuchen (n > 3). IC50: inhibitorische Konzentration [pM], bei der
noch 50 % der Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle leben, IC90: inhibitorische Konzentration [pM], bei der noch
10 % der Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle leben. Alle Klone kénnen wie die WT als resitent bezeichnet
werden, da ihre IC90 deutlich iiber den durch Infusion erreichbar realistischen Peakplasmaspiegeln fiir Oxaliplatin (4 bis
7 pM), 5-FU (1 bis 10 pM) und Irinotecan (2 bis 5 nM) liegen.

Oxaliplatin 5-Fluoruracil Irinotecan
Zelllinie Klon IC50 £ S. D. IC90 £S.D. IC504+£S.D. IC90+£S.D. IC50+S.D. IC90 + S. D.
[1M] [nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
DLD-1 WT 2,5+ 08 27,4 £ 6,3 4,0+ 0,6 44,8 + 104 6,8 + 0,9 26,5 + 3.9
FUKW2 4,1+0,9 38,2 + 6,1 50+ 1,1 36,2 + 11,7 7,6 £1,0 24,7 + 3,6
FUKW4.1 1,5 £ 0,2 15,3+ 0,9 34+ 13 448 + 4.5 42+ 04 9,0 £0,2
FUKW5 1,8 + 0,9 16,8 + 5,4 25 +04 46,8 + 9,9 3,6 £ 0,7 8,7+£0,5
FUKW6 1,1 £0,2 9,6 + 2,8 2,4 +0,2 35,6 £ 5,3 3,7+ 0,7 9,1 +£0,7
FUKW11.2 2,7+ 13 37,7+ 13,3 4,1+20 494 + 15,5 6,1 £ 0,5 20,1 + 0,6
FUPW3 2,0 £0,6 254 + 6,5 1,9+ 0,2 329+ 2.1 6,8 + 0,5 276 + 2.9
FUPW5 2,0 £0,3 22,1 + 0,6 34 4+09 73,6 + 53,0 5,8 £ 0,0 249 + 12,8
HT-29 WT 0,3+ 0,0 145+ 04 1,8 +0,3 1278 £ 11,1 4.0+ 1,1 229 + 7.2
FUKW11 0,3+0,1 20,8 £ 44 0,8 +£0,2 1154 + 57,7 3,6 £ 0,7 18,4 +£ 12,3
FUKW13 0,4 +£0,1 20,7 + 3.9 1,5+ 0,0 1144 + 5,3 4,2 + 0,7 9,5 +£4,0
FUPWI11 0,3+0,1 17,1 £ 2,5 1,56+ 0,1 87,7 £ 35,5 3,7+ 0,9 9,2+ 0,7
FUPW13 0,3+0,1 19,1 £ 48 1,7+ 0,3 186,4 + 135,1 3,94+ 0,6 8,9 £ 0,0

US[[9ZIOWI] ], TOPUDISIZSOION]] JOIJor) SUNIDISLIO)NRIRY ) 2y SUNUUIMNSY) [°€C

v



3.1 Gewinnung & Charakterisierung tiefrot fluoreszierender Tumorzellen 45

3.1.3 Zusammenfassung

Es konnten verschiedene Klone der CRC Zelllinien DLD-1 und HT-29 mit TurboFP635
bzw. mPlum markiert werden. Die Zusammenfassung der in wvitro Charakterisierung
der in vivo verwendeten Klonen findet sich in Tab. B.3] Fiir die DLD-1 Zelllinie konn-
ten die bereits im WT zu beobachtenden Morphologietypen offen bzw. geschlossen als
Klone isoliert werden. Zu bemerken ist, dass Zellen, welche einmal als reiner, offener
Klon etabliert wurden, nicht in der Lage sind, den geschlossenen Subtypus des WT
wieder auszubilden. Bei geschlossenen Klonen kann es jedoch zur Ausprigung des offe-
nen Typus kommen. Die Fluoreszenzintensitit variierte innerhalb der Klone, aber fiir
beide CRC Linien konnten sehr helle, fiir in vivo Versuche potentiell geeignete, viel-
versprechende Klone gewonnen werden. Das in vitro Wachstum der Klone unterschied
sich nicht deutlich von dem der jeweiligen WT. Fiir das Resistenzverhalten gegeniiber
den Standardsubstanzen in der CRC Therapie kann festgehalten werden, dass die Klone
im Vergleich zum jeweiligen W'T z. T. unterschiedliche IC50 bzw. IC90 besitzen, aber
dennoch alle als resistente CRC Modelle genutzt werden konnen.



Tabelle 3.3: Die Zusammenfassung der Daten fiir die in vivo verwendeten CRC Zellklone.

FP: Fluoreszenzprotein; FI: Fluoreszenzintensitét ermittelt am FACSCalibur™ normiert auf den WT; t4: Verdopplungszeit [h];
Irinotecan, 5-FU und Oxaliplatin: 50 % bzw. 90 % inhibitorische Konzentration (IC50 bzw. IC90) der Standardtherapeutika
bei CRC [nM].

Zelllinie Klon FP Morphologie FI  t;  Oxaliplatin 5-FU Irinotecan

IC50 IC90 ICHO0 IC90 ICH0 1C90
DLD-1 WT heterogen 1 20,0 25 274 40 448 6,8 26,5
DLD-1 FUKW2 (K2) TurboFP635 geschlossen 268 22,3 4,1 382 50 362 7,6 24,7
DLD-1 FUKWS5 (K5) TurboFP635 geschlossen 129 21,7 18 168 25 468 3,6 87
DLD-1 FUKWG6 (K6) TurboFP635 geschlossen 93 18,1 1,1 96 24 356 37 91
DLD-1 FUKWI1.2 (K11.2) TurboFP635 offen 294 20,3 27 377 41 494 6,1 20,1
DLD-1 FUPWS3 (P3) mPlum offen 94 19,7 20 254 19 329 68 2706
DLD-1 FUPWS5 (P5) mPlum geschlossen 27 20,1 20 22,1 34 736 58 249
HT-29 WT 1 178 03 145 18 1278 4,0 229
HT-29 FUKWI11 (K11) TurboFP635 127 223 03 20,8 08 1154 36 184
HT-29 FUPWI11 (P11) mPlum 24 189 03 171 15 87,7 37 972
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3.2 Etablierung des msFl fiir Xenograftmodelle

Neben der reinen Visualisierung von Tumoren ist eine Quantifizierung der Tumorlast im
Tier fiir praklinische Studien unerlésslich. Im weit verbreiteten, einfach anzuwendenden
Modell des s. c. Xenografts erfolgt die Quantifizierung {iber eine gendherte Volumenbe-
rechnung (Ellipsoid, Formel 2.0]). Liegt der Tumor bzw. die Metastasen jedoch im Tierin-
neren, so sind sie einer Ausmessung mittels Schieblehre nicht zugénglich. Hier kénnen
bildgebende Verfahren eingesetzt werden, um einen Ersatz fiir das berechnete Tumor-
volumen als Tumorlastparameter zu finden. Die folgenden Punkte zeigen die Ergebnisse
von in vitro und in situ Vorversuchen zum msFI sowie die Uberlegungen zur Quanti-
fizierung der Tumorlast einer Maus mittels msFI. AnschlieBend folgt die Uberpriifung
der Quantifizierbarkeit in verschiedenen in wvivo Mausmodellen und die Beschreibung
aufgetretener Probleme. Zunédchst wurde mit s. c. Xenograften gearbeitet, da hier so-
wohl das Tumorvolumen als auch die Messgroflen des msFI zeitgleich erfasst und zur
Tumorlastbestimmung herangezogen werden kénnen. Es folgten Untersuchungen mit in-
traperitonealer (i. p.) und intravendser (i. v.) Zellapplikation in die Maus.

3.2.1 Erste in situ Vorversuche zum Tumorzellimaging

Zunachst wurden erste Bildgebungen mit fluoreszierenden Zellklonen in einem Kada-
verexperiment durchgefiithrt. Dabei wurden verschiedene Zellzahlen an unterschiedli-
chen Stellen im Mauskorper positioniert und mit unterschiedlichen Parametern (Be-
lichtungszeit, Zellzahl, Spektrenisolation) die Fluoreszenzintensitéit ermittelt. Diese Ver-
suche dienten dazu, den Imager kennenzulernen, aber auch der Uberpriifung von op-
tischen GesetzméaBigkeiten am Zellmaterial im Tier. Fiir die Versuche mit konstanter
Belichtungszeit wurden 120 ms ausgewéhlt, weil diese fiir rasierte Albinoméause im blau-
en Filtersetting noch keine Uberbelichtung der Autofluoreszenz ergaben.

Einfluss der Belichtungszeit

Fiir das Auffinden eines Fluoreszenzsignals mittels msFI wird ein Referenzspektrum
benotigt. Es sollte tiberpriift werden, wie der Verlauf dieses Spektrums von der Belich-
tungszeit abhéngt. Die Abb. B.9 fiir 20 Mio. DLD-1 FUGW 2 Zellen in einem Reaktions-
gefafl s. c. im Mauskadaver platziert zeigt, dass alle Spektren den gleichen, Belichtungs-
zeit unabhéngigen Verlauf haben, nur die absoluten Werte steigen mit zunehmender
Belichtungszeit an. Normiert man die Spektren auf ihr jeweiliges Maximum, so liegen
sie aufeinander. Dieser Verlauf der Spektren ist es auch, der die Isolation der Einzelfluo-
reszenzen in einem Cube wesentlich bestimmt und nicht der absolute Intensitédtswert.
Daher ist die Verwendung von Referenzspektren auch bei verschiedenen experimentellen
Bedingungen wie z. B. einer variierenden Fluorezenzintensitédt durch die Verwendung
unterschiedlich stark fluoreszierender Klone oder durch variable Lokalisierung des Fluo-
reszenzsignals im Tier moglich.



3.2 Etablierung des msF1I fiir Xenograftmodelle 48

2000 T T T T 2000 T T T T
[ S5ms —+— ] 20 Mio. .
[ 10 ms i I=f (t)
F 30 ms —%—

1500 Oms o - 1500 1
I 120 ms ]
I 5

~ 1000 | 1 £ 1000 - ]

I 5 )

500 500 | -

O " 0 YT T T N ST ST SR T [N ST SR ST T [ S ST T A N S S S
750 0 25 50 75 100 125

Belichtungszeit t [ms]

Abbildung 3.9: Der Einfluss der Belichtungszeit auf die fiir eGFP isolierten Fluoreszenz-
spektren.
Dargestellt sind Spektren isoliert aus Cubes von 20 Mio. Zellen DLD-1 FUGW 2 s. c.
im Kadaver platziert bei unterschiedlichen Belichtungszeiten. links: Man kann erken-
nen, dass alle Spektren den gleichen Intensitdtsverlauf iiber den detektierten Wel-
lenldngenbereich zeigen. Das maximale Signal liegt fiir eGFP bei 530 nm und variiert
in seiner Intensitét in Abhéngigkeit von der Belichtungszeit. rechts: Die maximale In-
tensitéit (L. bel 530 nm) der Spektren nimmt mit lingeren Belichtungszeiten linear
Zu.

Normiert man die maximalen Intensitdten bei 530 nm jeweils auf die Belichtungszeit,
so ergibt sich eine mittlere normierte Intensitit von 14,34 4+ 0,60 ms™ (n = 5). Die
S. D. liegt unter 5 %. Es ist also moglich, die Intensitit auf die Belichtungszeit zu nor-
mieren und Cubes, die mit variierenden Belichtungszeiten etwa zu verschiedenen Ver-
suchszeitpunkten aufgenommen wurden, vergleichend auszuwerten. Dies gilt natiirlich
nur, solange keine Unter- oder Uberbelichtung erfolgt, da unter diesen Bedingungen die
Fluoreszenzeinzelsignale nicht korrekt von einander getrennt werden kénnen.

Bei Unterbelichtung kann es zu falsch-negativen Ergebnissen kommen: Wird die Probe
zu kurz belichtet, reicht die Intensitét des zu detektierenden Fluorophors nicht aus, eine
klare Trennung von der Autofluoreszenz zu bekommen. Fiir die Uberbelichtung gilt: Die
Intensitdtsmaxima werden abgetrennt. Damit ist der Verlauf des Spektrums iiber den
gemessenen Wellenldngenbereich nicht mehr nachvollziehbar und falsch-negative Ergeb-
nisse treten auf.

Aussagen zum Signal-Rausch-Verhéltnis, also der Nachweisgrenze bzw. der Sensiti-
vitdt im Tier, sind extrem abhéngig vom verwendeten Fluorophor und dessen spektra-
len Eigenschaften. Fiir die Belichtungszeit gilt, dass es bei kurzwelligem Anregungs-
licht zu starker Autofluoreszenz kommt, was die maximal mogliche Belichtungszeit ohne
Uberbelichtung begrenzt. Die Nachweisgrenze wird heraufsetzt, die Sensitivitét ist redu-
ziert. Bei langwelligem Anregungslicht kann sehr lange ohne Uberbelichtung aufgenom-
men werden, die Nachweisgrenze sinkt. Das ermoglicht Messungen schwacher Fluores-



3.2 Etablierung des msF1I fiir Xenograftmodelle 49

zenzsignale. Neben der maximal moéglichen Belichtungszeit begrenzen aber auch Quan-
tenausbeute des verwendeten Fluorophors und Lage der Fluoreszenzquelle im Tier die
Sensitivitit (siehe folgende Abschnitte).

Nachweis und die Quantifizierung verschiedener Zellzahlen in situ

Es wurden verschiedene Zellzahlen der Klone DLD-1 FUGW 2 bzw. FUDW 4 in einem
s. c. im Mauskadaver platzierten Reaktionsgefafl bei konstanter Belichtungszeit (120 ms)
aufgenommen. Im ersten Experiment wurden 1, 2 bzw. 5 Mio. Zellen (¢ = 2:107 Z/mL),
im zweiten Experiment 20 bzw. 100 Mio. Zellen (¢ = 4-10® Z/mL) eingesetzt. Fiir die
hohe Konzentration wurden aufgrund der groflen benétigten Wachtsumsfliche und des
dadurch bedingten zellkulturtechnischen Aufwandes nur die zwei genannten Zellzahlen
getestet. Die Abb. B.10] zeigt die Ergebnisse. Man kann klar erkennen, dass eine direkte
Quantifizierung der Zellzahl durch Analyse der maximalen Intensitét I,,,, in keinem der
Experimente gelungen ist.

Betrachtet man zunéchst die maximale Intensitit von eGFP markierten Zellen (bei
530 nm), so zeigt sich im ersten Experiment, dass 1 Mio. Zellen unter der Nachweis-
grenze liegen. Fiir 2 und 5 Mio. Zellen hingegen stimmt die lineare Zunahme der ma-
ximalen Intensitdt. Zwischen 20 und 100 Mio. Zellen im zweiten Experiment konnte
kein Unterschied in der maximalen Intensitdt detektiert werden, da es hier bereits zu
Uberbelichtungs- und Quenchingeffekten kam.

Die maximale Fluoreszenzintensitit von DsRed2 markierten Zellen (bei 600 nm) wurde
in zwei Filtereinstellungen untersucht: dem blauen und dem griinen Filtersatz. Analysiert
man die niedrigen Zellzahlen, so zeigt sich bereits bei 1 Mio. ein eindeutiges Signal
sowohl im blauen als auch im griinen Filtersatz. Aber keine Filtereinstellung ermoglicht
die Erstellung einer Eichgeraden fiir die eingesetzten Zellzahlen. Dies gilt auch fiir die
groflen Zellzahlen. Hier fillt besonders auf, dass 100 Mio. Zellen im griinen Filtersatz
keine Intensitét liefern, denn dieser Cube war mit 120 ms so stark iiberbelichtet, dass
es zur Abtrennung des Intensitdtsmaximums kam und keine korrekte Signalisolation
moglich war.

An diesen Experimenten wird deutlich, dass die Analyse der maximale Intensitét I,,,,
von Cubes mit konstanter, auf die Autofluoreszenz optimierter Belichtungszeit in der
durch den Maestro generierten 2D-Auswertung keine sinnvolle Grofle zur Quantifizie-
rung von Zellzahlen darstellt. Besser ist die Verwendung von automatischen, auf die
jeweilige Probe eingestellten Belichtungszeiten und die anschliefende Normierung der
Fluoreszenzintensititen auf diese, da so zumindest die Uberbelichtung der Proben aus-
geschlossen werden kann (siche dazu auch Abschnitt B.2.3).
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Abbildung 3.10: Der Versuch zur Zellzahlquantifizierung im Kadaverexperiment mittels
maximaler Intensitit L,,,z.
Dargestellt sind die Daten fiir die Klone DLD-1 FUGW 2 bzw. FUDW 4 in rasier-
ten Albinoméusen. Exp. 1: Experiment mit einer Zellkonzentration von 2-107 Z /mL,
Exp. 2: Experiment mit einer Zellkonzentration von 4-10% Z/mL. blau: blauer Fil-
tersatz und entsprechende Einstellungen, griin: griiner Filtersatz und entsprechende
Einstellungen. Bei konstanter, auf die Autofluoreszenz optimierter Belichtungszeit
aufgenommene Cubes ermdoglichen keine Quantifizierung der Zellzahl mittels 1,44,
da vor allem die Uberbelichtung starker Signale schnell erreicht werden kann.
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Einfluss der Zelllokalisierung im Tier

Es wurde untersucht, wo die Nachweisgrenze fiir ein Reaktionsgefaf mit 100 Mio. eGFP
bzw. DsRed2 markierten DLD-1 Zellen an verschiedenen Positionen im Tier platziert
liegt. Die Bildgebung erfolgte mit der konstanten, auf die Autofluoreszenz von rasierten
Albinomé&usen maximierten Belichtungszeit von 120 ms. Wie in Abb. B.11] zeigt, ist die
Detektion fiir die eGFP markierten Zellen bereits unter der Bauchdecke schwierig. Bei
den DsRed2 markierten Zellen ist die Probe unter der Bauchdecke noch iiberbelichtet.
Befinden sich diese stark fluoreszierenden Zellen tief im Bauchraum bzw. im Thorax, so
sind sie jedoch nicht mehr detektierbar. Ursache hierfiir ist das kurzwellige Anregungs-
licht der beiden FP: Bei der durch die Autofluoreszenz begrenzten Belichtungszeit durch-
dringt es das Gewebe nicht ausreichend, um eine tiefe Fluoreszenzemission auszuldsen.
Es kommt zum falsch-negativen Ergebnis, dem Unterbelichtungsphénomen. Hieran wird
deutlich, dass langwelligere FP, deren Extinktion wie Emission im Spektralbereich nach
rechts verschoben sind, fiir in vivo Fluoreszenzimaging unabdingbar sind. Des Weiteren
kann die Verwendung von Nacktmiusen die Bildgebung verbessern, da sie 2- bis 3fach
geringere Autofluoreszenzintensitidten besitzen als haartragende Albinomé&use.

3.2.2 Uberlegungen zur Quantifizierung der Tumorlast

Um einen geeigneten Zusammenhang fiir Tumorvolumen (V) und Fluoreszenzsignal (I)
zu finden, wurden die zwei folgenden, stark vereinfachten Annahmen getroffen (For-
meln B.J] und B.2)). Hierbei wurde sowohl fiir das Tumorvolumen als auch fiir die Fluo-
reszenz iiber die Zeit t bewusst der Ansatz des exponentiellen Wachstums basierend auf
der Zweiteilung der Tumorzellen gewéhlt und etwaige Einflussfaktoren (Wachstumlimi-
tierung; Invasion muriner, nicht fluoreszierender Zellen; Nekrose/Fibrose; 2D-Imaging)

vernachléssigt.
Das Tumorvolumen: V=f(t)=Vy-eM?! (3.1)
Die Fluoreszenzintensitiit: I=ft)=1I-e""
Vy: Startvolumen
1y : spez. Wachstumsrate fiir V
Io: Startfluoreszenzintensitét
n;: spez. Wachstumsrate fiir 1
t: Zeit
. e 1 Vv
t in Abhéngigkeit von V aus Bk t=— " In( = (3.3)
Hv Vo
3.3 in B2l eingesetzt: =fV)y=1I,- ei_é'lrI(VLo) (3.4)
= IBI Vv
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Abbildung 3.11: Der Einfluss der Zelllokalisierung im Tier.
Dargestellt sind die Unmixed Composite Images fiir die Klone DLD-1 FUGW 2 und
FUDW 4 aufgenommen bei 120 ms Belichtungszeit. Bauchdecke: Reaktionsgefafl di-
rekt unter der Bauchdecke, i. p.: Reaktionsgefifl zwischen den Darmschlingen. Im
Unmixed Composite Image werden die iiberbelichteten Bereiche weif} als Autofluo-
reszenz dargestellt und nicht griin bzw. rot wie es fiir zum FP gehorend Signale der
Fall ware. Es wird deutlich, dass fiir die kurzwelligen FP eGFP und DsRed2 selbst
bei 100 Mio. Zellen keine Detektion tief im Bauchraum bzw. im Thorax moglich ist.
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Das theoretische Modell des potentiellen Zusammenhangs mit den Parametern A & B:

I=f(V)=A.-VP (3.5)
A= ISI und p="1
VOW 2%

Es wurde t in Abhéngigkeit von V ausgedriickt (Formel B.3]) und in I eingesetzt (For-
mel 3.4)), um den Zusammenhang zwischen V und I herzuleiten. Das Ergebnis ist ein
potentieller Zusammenhang zwischen V und I, wobei in den Exponenten die Wachs-
tumsraten beider GroBen eingehen (Formel B.5]). Haben beide Wachstumsraten die glei-
che Grofe, so vereinfacht sich der Zusammenhang auf eine lineare Funktion. Dies gilt
dann, wenn die Annahmen (Formeln Bl und B2)) giiltig und die Einflussfaktoren ver-
nachléssigbar sind. Wéchst nun py schneller als p;, so hat die Potenzfunktion einen
abgeflachten Verlauf, da der Exponent B kleiner als 1 ist. Dies kénnte z. B. durch massi-
ve Rekrutierung muriner, nicht fluoreszierender Stromazellen in den Tumor der Fall sein.
Sollte der Exponent B gréfler als 1 sein, so wéchst I schneller als V. Dies kénnte bei ei-
nem sehr kompaktem Tumor auftreten, der kein Stroma rekrutiert oder bei intrakutanem
Wachstum eines s. c. Xenografts. Ob sich dieser theoretisch entwickelte potentielle An-
satz fiir den Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Fluoreszenzsignal auf die in
vivo Situation iibertragen lidsst und mit der Fluoreszenzintensitét ein geeigneter Parame-
ter des msFI zur Tumorlastquantifizierung gefunden ist, wurde im s. ¢. Xenograftmodell
fiir verschiedene CRC Zelllinien markiert mit verschiedenen FP untersucht.

3.2.3 Untersuchungen am s. c. Xenograft

Um das Tumorvolumen als Tumorlastparameter zu ersetzen, muss eine Messgrofle des
msF1 gefunden werden, welche sich iiber den gesamten Versuchszeitraum identisch ver-
hélt und unter gednderten Versuchsbedingungen gleich reagiert wie das Tumorvolumen.
Das bedeutet, dass z. B. bei Tumorprogression auch die Messgrofle steigen oder bei
therapiebedingter Tumorregression die Messgrofle abnehmen muss. In diesem Abschnitt
werden die Uberlegungen zu dieser gesuchten idealen MessgroBe erldutert und ihre Eig-
nung fiir in vivo Studien iiberpriift.

Geeignete MessgréBe im msFl fiir Xenograftmodelle

Zunéchst stellt sich die Frage, ob die gesamte Bildfliche oder eine manuelle bzw. eine
iiber einen Grenzwert festgelegte ROI ausgewertet werden soll. Fiir ein orthotopes oder
systemisches Xenograftmodell gilt, dass die genaue Lage wachsender Tumore nicht vor-
hersehbar ist. So ist zunéchst keine Positionierung einer manuellen ROI moglich. Aus
diesem Grund und aus der Tatsache heraus, dass die maximale Tumorgrofle ebenfalls
nicht prognostiziert werden kann, kann eine sinnvolle Auswertung mittels manueller ROI
nur retrospektiv erfolgen. Fiir die Festlegung eines Grenzwertes zur Signalabgrenzung
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muss die Belichtungszeit konstant sein oder der Grenzwert mittels einer geeigneten ma-
thematischen Funktion an die gedinderte Belichtungszeit angepasst werden. Zudem spielt
die Lage des Tumors eine entscheidende Rolle fiir seine Anregbarkeit zur Fluoreszenz
und die jeweilige emittierte Intensitdt. Wird nun der Grenzwert zu hoch angesetzt, wer-
den tief im Tierinneren lokalisierte Tumore oder Tumoranteile unterreprésentiert oder
im schlechtesten Falle nicht erfasst, da sie entweder gar nicht als Signal detektiert werden
oder kaum {iber dem unspezifischen Hintergrundsignal liegen. Aus diesen Griinden wurde
in allen Cubes dieser Arbeit das Fluoreszenzsignal der gesamten Bildflache (696 x 520 Pi-
xel) ausgewertet.

Die Software stellt nach Festlegung der auszuwertenden Fléache zwei Fluoreszenzinten-
sitdten zur Verfiigung: (a) die maximale Intensitit (I,,q,) und (b) die Gesamtintensitét
(I). Erstere gibt das hochste Pixeleinzelsignal an, Letztere die Summe aller in der Flidche
enthaltenen Pixeleinzelsignale. Fiir beide gilt: Werden Cubes mit unterschiedlicher Be-
lichtungszeit verglichen, so muss eine Normierung auf diese erfolgen. Die Abb. zeigt
die Ergebnisse fiir I,,,, und I einer reprasentativen Maus mit einem DLD-1 FUGW 2
Xenograft in der linken und einem DLD-1 FUDW 4 Xenograft in der rechten Flanke.
Fiir I,,q, [ms™!] kann festgehalten werden, dass dieser Parameter zu Beginn hiufig stark
streute. Mit zunehmender Tumorgréfie kam es zum Abflachen der Funktion I,,,, = f(V).
Dies fiithrte zu schlechten Korrelationen fiir I,,,, = f(V). Fiir die langwelligeren RFP
besserte sich der Zusammenhang etwas, erreichte aber nicht die gute Bestimmtheit der
Funktion der Gesamtintensitéit I = f(V).

Zusammenfassend sollte die Messung des Tumorvolumens V durch die Bestimmung
der auf die Belichtungszeit normierten Gesamtintensitit I [ms™!] ohne Festlegung einer
ROI ersetzt werden, um das Tumorlastmonitoring in spateren orthotopen oder systemi-
schen Xenograftmodellen zu erméglichen. Daher wurde die Korrelation von V und I im
s. ¢. Modell unter verschiedenen Versuchsbedingungen untersucht.

Korrelation von V und | unter unterschiedlichen Versuchsbedingungen

Um das Potential und die Robustheit der auf die Belichtungszeit normierten Gesamtin-
tensitét [ als Tumorlastparameter zu ermitteln, wurden Untersuchungen am s. ¢. Modell
durchgefiihrt, da hier ein zeitgleiches Monitoring des Tumorwachstums durch Volumen-
messung und Bildgebung moglich ist. Zur Analyse wurden zunéchst die Daten fiir V
und T iiber der Beobachtungszeit t [d] geplottet. Es folgte zur Bestimmung der Funktion
[ = (V) und ihrer Parameter ein Diagramm mit I iber V in log-log-Darstellung sowie der
dazugehorigen angepassten Potenzfunktion (Fit als lineare Regression mit In (1);ln (V)).
Die Parameter A und B sowie das Bestimmtheitsma R? wurden ausgegeben.

Verschiedene Fluoreszenzproteine

Zunéchst wurden mit eGFP, DsRed2, TurboFP635 oder mPlum markierte DLD-1 Klone
im s. c. Xenograftmodell getestet (n = 28, sieche Tab. B.4]). Die Ergebnisse fiir einzelne,
reprasentative Individuen sind in den Abb. und [3.14] zusammengestellt. Man kann
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Abbildung 3.12: Der Vergleich zwischen I,,,, und I als Parameter der Tumorlast.

Dargestellt sind die Daten einer reprisentativen Maus mit zwei s. c. Xenograften:
in der linken Flanke DLD-1 FUGW 2 und in der rechten Flanke DLD-1 FUDW 4.
links: 1,4,z korreliert nicht zufriedenstellend mit dem Tumorvolumen. Bei kleinen
Tumoren kommt es zu starken Streuungen, bei grofleren Tumoren flachen die Da-
ten zunehmend ab. Dies schligt sich in den schlechten R2, fiir eGFP 0,69 und fiir
DsRed2 0,81, nieder. rechts: Das Tumorvolumen kann besser durch die Gesamt-
fluoreszenzintensitat I ersetzt werden, da hier die Korrelation gut bestimmt werden
konnte mit R? = 0,93 fiir beide FP.

festhalten, dass mit steigendem V die I zunimmt und die individuelle Korrelation der
beiden Gréflen hinreichend gut ist. Damit konnte fiir alle FP ein {iber die Zeit stetiger,
individueller Zusammenhang zwischen V und I als Potenzansatz gezeigt werden. Es
trat eine individuelle Ausnahme bei TurboFP635 auf, bei der die Korrelation aufgrund
stagnierender I bei wachsendem V nicht beobachtet wurde (n = 1/28; siehe Sonderfall
DLD-1 FUKW 6).

Die Giite der linearen Regression fiir die Parameter der einzelnen Individuen schwankt
zwischen 0,67 und 0,99, was durch die in vivo Situation und die Fehler der gemessenen
GroBen I und V begriindet ist (siehe Abschnitt B.2.4)), aber ebenfalls vom Umfang der
Datenstichprobe und von der Genauigkeit des gewéhlten Modells abhéngt. Die Anpas-
sung der Potenzfunktion an eine grofle Datenspannweite iiber drei Groflenordnungen
von V gelingt besser als bei kleineren Datenbereichen (ein oder zwei Gréfienordnungen).
Daher hat z. B. ein Xenograft von DLD-1 FUKW 2 ein B = 1,22 mit R? = 0,67 bei einer
Funktionsanpassung iiber Daten mit V,,,;,, = 33,5 mm? bis V,,0r = 192,4 mm?3. In einem
Fall von DLD-1 FUKW 6 konnte kein stetiger Zusammenhang zwischen V und I erfasst
werden, obwohl die angepasste Funktion mit einem Bestimmbheitsmaf§ von 0,87 berechnet
werden konnte (siehe Sonderfall DLD-1 FUKW 6). Diese Feststellungen machen deut-
lich, dass das Bestimmtheitsmafl allein nichts iiber die Giite einer Funktionsanpassung
aussagt, sondern lediglich die Qualitdt der linearen Anndherung beschreibt und daher
immer die Daten an sich sowie ihr sinnvoller Zusammenhang betrachtet werden miissen.
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Abbildung 3.13: Die Korrelation von V und I unter verschiedenen Versuchsbedingungen
- variable FP: eGFP & DsRed2.
Dargestellt sind die Ergebnisse des Monitorings von fluoreszierenden DLD-1 Klonen
im s. ¢. Xenograftmodell fiir eGFP (n = 1) und DsRed2 (n = 1).
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Abbildung 3.14: Die Korrelation von V und I unter verschiedenen Versuchsbedingungen
- variable FP: TurboFP635 & mPlum.
Dargestellt sind représentative Ergebnisse des Monitorings von fluoreszierenden
DLD-1 Klonen im s. ¢. Xenograftmodell fiir TurboFP635 (n = 16) und mPlum

(n = 10).
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Tabelle 3.4: Die ermittelten Exponenten B als Verhéltnis zwischen Fluoreszenzinten-

sitdtsanstieg und Volumenzunahme der angepassten Potenzfunktionen in
Abhéngigkeit von den s. c. untersuchten DLD-1 Klonen.
n: Anzahl der s. c. Xenografte, B: Exponent der individuell angepassten Potenzfunktion
fir/ = f(V) = A-VPmit B = £ R?: Bestimmtheitsmaf, MW: arithmetisches Mit-
tel, S. D.: Standardabweichung des MW. Eine Variation des Exponenten in Abhéngigkeit
vom verwendeten Zellklon ist erkennbar. Fiir DLD-1 FUKW 6 konnten nur zwei Xeno-
grafte fiir eine sinnvolle Berechnung des Exponenten eingesetzt werden, da ein Tumor
die monotone Korrelation zwischen V und I nicht erfiillte und bei zunehmendem V eine
stagnierende Fluoreszenz zeigte (rot markiert).

Klon FUGW FUDW FUKW FUPW
2 4 2 5 6 11.2 3 5

n 1 1

B (R?) 0,98 (0,93) 0,97 (0,93) 1,22 (0, 67) 0,89 (0, 9) 0,76 (0 7) 1,26 (0, 94) 1,32 (0, 95) 0,58 (0, 93)
0,94 (0,93) 0,96 (0,97) 0,75 (0, 98) 0,67 (0,92) 1,28 (0,94) 0,65 (0,98)
1,00 (0,84) 1,07 (0,99) 0,90 (0,97) 1,19 (0,96) 0,95 (0,93) 0,64 (0,89)
0,98 (0,95) 0,85 (0,95) 1,10 (0,94) 0,82 (0,96)
1,02 (0,94) 0,96 (0,92) 1,12 (0,94) 0,90 (0,99)

MW B 0,98 0,97 1,03 0,97 0,83 0,99 1,16 0,72

S. D. - - 0,11 0,09 0,11 0,24 0,15 0,14

Weiterhin wurde festgestellt, dass der Exponent B und damit das Verhéltnis von pu;
zu py von Klon zu Klon, aber auch von Individuum zu Individuum variiert. Wéchst I
schneller als V, wie es bei DLD-1 FUPW 3 meist der Fall ist, so ist B > 1. Entwickeln
sich V und I iiber die Zeit gleich schnell oder kompensieren bisher nicht beriicksichtigte
Parameter eine mogliche Unausgewogenheit von V und I, so liegt eine lineare Funktion
vor (B ~ 1). Nimmt V sehr schnell zu im Vgl. zur I (z. B. durch einstrémendes, nicht
fluoreszierendes, murines Stroma oder starke Nekrose/Fibrose), so wird B < 1 wie bei
DLD-1 FUPW 5. Ausfiihrlichere Uberlegungen zu B und dem Einfluss des Stromas sowie
der Xenograftarchitektur finden sich auf S. [85l

Zusammenfassend muss man festhalten, dass die fiir eine Maus individuelle Korrela-
tion zwischen V und I iiber den Versuchszeitraum in der Regel (n = 27/28) gut durch
den Potenzansatz beschrieben werden kann. Fasst man die Werte des Parameters B fiir
einzelne Klone zusammen, so sind S. D. von 10 bis 20 % vorhanden (siehe Tab. B.4)), was
bereits recht grofle Abweichungen sind. Wiirde man ferner die Parameter abhéngig vom
FP fiir die Zelllinie DLD-1 zusammenfiihren, so wiirden die Fehler weiter wachsen. Es
ist also nicht sinnvoll, eine Potenzfunktion fiir ein FP im s. ¢. DLD-1 Xenograftmodell
zu bestimmen und mit dieser von gemessenen I auf vorhandene V zuriickzurechnen, um
die Tumorlast eines Tieres zu einem bestimmten Versuchszeitpunkt zu quantifizieren.
Vielmehr muss ein kontinuierliches Monitoring der Fluoreszenz mittels msFI iiber den
gesamten Versuchsverlauf erfolgen, um der Indiviualitit Rechnung zu tragen.
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Sonderfall DLD-1 FUKW 6 ber Maus M2

Im Rahmen der durchgefiihrten Kleinstudien im s. c. Modell ist eine Maus aufgefallen, bei
der keine monoton steigende Volumen-Intensitit-Korrelation iiber die Zeit beobachtet
werden konnte (sieche Abb. B.1H). Bei diesem Tumor stieg das Volumen kontinuierlich,
wohingegen die Fluoreszenzintensitiat ab Tag 22 stagnierte und in ein Plateau iiberging.
Diese Beobachtung wurde bei einem von drei DLD-1 FUKW 6 Tumoren (n = 1/3)
bzw. bei einem von 28 s. c. gewachsenen Tumoren aus FP markierten DLD-1 Klonen
insgesamt (n = 1/28) gemacht.

Ursache fiir diese Beobachtung war eine extrem stark ausgeprigte Nekrose/Fibrose
des Xenografts und besonders deren Durchbruch an die Tumorauflenseite (Haut zuge-
wandt). Das projizierte 2D-Signal des Tumors zeigt zentral einen Bereich sehr schwa-
cher Fluoreszenzintensitét, der bis Tag 34 zunahm. Die Fliche der stark fluoreszierenden
Tumorbereiche stieg hingegen nur marginal an nach Tag 22. In der histologischen Un-
tersuchung des Xenografts konnte die Dominanz der nekrotisch/fibrotischen Bereiche
nachgewiesen werden, lediglich auf der Bauchseite zeigte sich noch eine grofiere vitale
Tumorzellschicht.

Das Phédnomen der Entkopplung von Fluoreszenzintensitéitsanstieg und Volumenzu-
nahme wurde nur in diesem einen speziellen Fall beobachtet. Da keine Aussage iiber die
Héaufigkeit dieses Ereignisses bei Klon FUKW 6 gemacht werden kann und unklar ist,
ob diese Beobachtung ausschlieSlich s. c. auftritt, zudem dieser Klon nur relativ schwach
fluoresziert (siehe Tab B.3)), wurde er nicht fiir weitere orthotope bzw. systemische in
vivo Untersuchungen genutzt.

Verschiedene Zelllinien

Neben der CRC Zelllinie DLD-1 wurden FP markierte Klone der CRC Zelllinie HT-29
im s. c. Xenograft untersucht. Zusétzlich erfolgten erste Versuche mit einem bereits
im Labor etablierten eGFP markierten Klon der TGCT Zelllinie H12.1. Die Abb.
zeigt in einer zusammenfassenden Punktwolken-Darstellung alle Daten aufgeschliisselt
nach Zelllinie und FP ohne Beriicksichtigung der individuellen Maus und bei DLD-1
TurboFP635 und mPlum auch unter Vernachlissigung der einzelnen Klone. Es wird
deutlich, dass die prinzipielle Korrelation fiir V und I bei allen drei Zelllinien beobachtet
werden konnte. Allerdings ist eine Berechnung des Potenzansatz und der dazugehorigen
Parameter iiber eine Zelllinie wenig sinnvoll, denn die Vernachléssigung von FP, Zellklon

und Mausindividuum fiithrt zu sehr ungenauen Daten (vgl. Tab. B4 fiir die Betrachtung
einzelner DLD-1 Klone).
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Abbildung 3.15: Ein Sonderfall: Monitoring von DLD-1 FUKW 6 als s. c. Xenograft in

Maus M2.

Dargestellt sind die Overlays von Maus M2 fiir das in vivo Signal von TurboFP635
sowie die Graphen zum Monitoring dieses Individuums. Ergénzend sind HE und
THC (mit anti-tRFP) des Xenografts dargestellt. weiler Balken: 100pm. Es kam ab
Tag 22 anstatt zu der erwarteten monoton steigenden Funktion I = f(V') zu einem
deutlichen Abfall in der Korrelation von V & I, was zu einer schlechten Bestimmung
der Funktion fiihrte (A = 1974,24 ms~ - mm~3, B = 0,76 mit R? = 0,87). Die Tumo-
roberfliche wies zunehmende Areale schwacher Fluoreszenz auf (blau im Overlay),
was durch zunehmende Nekrose/Fibrose verursacht wurde.
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Abbildung 3.16:

Der Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und Gesamtfluoreszenzin-
tensitdt in Abhéngigkeit des verwendeten Fluoreszenzproteins fiir ver-
schiedene humane Tumorzelllinien.

V: Tumorvolumen, I: belichtungszeitnormierte Gesamtfluoreszenzintensitét, n: An-
zahl der ausgewerteten s. c. Xenografte. Die Punktwolken zeigen fiir alle drei unter-
suchten Zelllinien eine Korrelation zwischen V und I.
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Abbildung 3.17: Das Monitoring von mehreren Tumorherden im s. c. Xenograftmodell
verschiedener CRC Zellkone.
farbiges Symbol: unterschiedliche Individuen, farbiger Graph: an Daten angepasste
Potenzfunktionen. Die Daten beider DLD-1 Klone beinhalten jeweils zwei Xenograf-
te, fiir den HT-29 Klon wurden drei Tumore gesetzt. Fiir alle untersuchten M#use
konnte das Tumorwachstum {iber die Zeit sowohl mittels Schieblehrenmessung und
Volumenberechnung (V, Summe aller einzelnen Tumorvolumina) als auch mittels
Imaging und Auswertung der auf die Belichtungszeit normierten Gesamtfluores-
zenzintensitéit (I) verfolgt werden.

Mehrere Tumorherde

In Metastasierungsmodellen wiirden sich mehrere Tumorherde und damit verschieden
lokalisierte Fluoreszenzquellen etablieren, die alle zur Bestimmung der Tumorlast be-
riicksichtigt werden miissen. Da die Evaluierung von Therapien bestenfalls in diesen
Metastasierungsmodellen erfolgen soll, wurden erste Vorversuche zur Bildgebung mehre-
rer s. c. Xenografte auf einer Mausseite durchgefiithrt. Wichtig ist festzuhalten, dass zwei
bzw. drei Tumore gleichzeitig beobachtet wurden, aber deren Tiefenlokalisierung nicht
variierte, da alle s. c. wuchsen. Die Abb. [3.17] zeigt die Daten der untersuchten Mause.
Fiir alle konnte eine Korrelation mit dem aufgestellten Potenzansatz f(V) = A- I
mit hinreichenden R? von 0,86 bis 0,98 gezeigt werden, wobei V der Summe der einzel-
nen Tumorvolumina und I der normierten Gesamtfluoreszenzintensitét einer Mausseite
entspricht. Damit lasst sich das Wachstum von mehreren Tumoren einer Tiefenebene,
hier s. c., mittels normierter Gesamtfluoreszenzintensitét quantifizieren.

Unter Therapie

Die bisherigen Daten umfassten ausschliefllich die Auswertung von Tumorwachstum.
Unter erfolgreicher Therapie wire aber eine Tumorregression zu beobachten. Daher war
zu zeigen, dass auch die Tumorlastabnahme mittels msF1 erfasst und quantifiziert wer-
den kann. Hierzu wurden jeweils 6 Méausen Cisplatin sensitive H12.1 FUGW 11 bzw.
resistente HT-29 FUGW 1.1 als s. c¢. Xenograft gesetzt. Nach Tumoretablierung (an
Tag 26 bzw. Tag 29 post Zellinjetion) erfolgte in der Therapiegruppe (n = 4) die ein-
malige i. p. Gabe von 10 mg/kg Korpergewicht Cisplatin (CDDP). Die Kontrollgruppe
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(n = 2) erhielt i. p. 0,9 % NaCl Losung. Die Auswertung zeigt Abb. B.I8 Das Imaging
einer Maus der Therapiegruppe mit HT-29 Xenograft konnte nicht ausgewertet werden,
da es zu intrakutanem Wachstum des Tumors kam und damit kein stetiger Zusammen-
hang zwischen V und I gegeben war. Fiir die Kontrollgruppen beider Zelllinien zeigte
sich das zu erwartende Verhalten: Tumorvolumen und Fluoreszenz nahmen weiter zu.
Das in der sensitiven Therapiegruppe der H12.1 Xenografte beobachtete sofortige Ab-
fallen der Gesamtintensitéit korrelierte mit einer Volumenregression. Das Ausmaf} des
Tumorriickgangs variierte von Individuum zu Individuum. Eine vollstindige Remission
konnte nicht beobachtet werden, was bei einmaliger CDDP Gabe auch nicht zu erwarten
war. Als die Xenografte erneut zu wachsen begannen, korrelierte die Volumenzunahme
wieder mit der ansteigenden Fluoreszenz. Die resistenten Xenografte der HT-29 hingegen
zeigten keine Reaktion auf CDDP.

Zusammenfassung

Fasst man die Ergebnisse der Untersuchungen am s. c. Xenograftmodell mit verschie-
denen Versuchsbedingungen zusammen, so ergibt sich, dass die Gesamtfluoreszenzinten-
sitdt I die Messung des Tumorvolumens V ersetzen kann. Der potentielle Zusammenhang
beider Gréfen muss allerdings fiir jedes Xenograftmodell in vivo neu bestimmt werden.
Unter Modell ist dabei der individuelle fluoreszierende Zellklon zu verstehen, da dieser
mit seinen Eigenschaften wie Fluoreszenzintensitat oder in wvivo Wachstumsverhalten
die Bildgebung entscheidend beeinflusst. Kennt man diese Charakteristika und wichti-
ge Tumoreigenschaften wie Chemotherapieresistenz u. a., so kénnen sinnvolle in vivo
Studien mittels msFI durchgefiihrt werden, was im Idealfall orthotope und systemische
Tumormodelle einschlief3t.
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Abbildung 3.18: Das Monitoring von Therapieansprechen im s. c. Xenograftmodell einer
therapiesensitiven TGCT und einer therapieresistenten CRC Zelllinie.
Farbe: Individuum, solide Graphen mit x: V, gepunktete Graphen mit +: I, schwar-
zer Strich: Tag der i. p. Gabe von CDDP (10 mg/kg KG) bzw. 0,9 % NaCl Losung.
Die CDDP sensitiven Xenografte des H12.1 FUGW 11 Klons zeigten nach The-
rapiegabe einen sofortigen steilen Abfall der Gesamtintensitéit. Eine Abnahme der
Tumorvolumina setzte ebenfalls ein, fiel aber nicht so deutlich aus wie bei der Ge-
samtintensitdt. Eine vollstdndige, dauerhafte Remission konnte nicht beobachtet
werden. Dies zeigen auch die reprasentativen Overlays des therapierten Tieres mit
dem H12.1 Xenograft. Fiir die resistenten CRC Xenografte konnte kein CDDP Ef-
fekt nachgewiesen werden.
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3.2.4 Eine Fehlerbetrachtung

Fiir die vorangestellten Uberlegungen und die Ergebnisse zum Zusammenhang zwischen
Tumorvolumen und Fluoreszenzintensitét im s. ¢. Xenograftmodell gilt, dass alle gemes-
senen Parameter vom wahren Wert abweichen: systematische und zufillige Fehler sowie
Messabweichungen treten auf. Um eine Aussage zur Qualitit der ermittelten Potenz-
funktionen machen zu kénnen, wurde eine Fehlerbetrachtung durchgefiihrt.

Berechnung des Tumorvolumens

Die verwendete Schieblehre hat eine Skala von 1 mm. Die Lange und Breite des Tumors
wurde zum jeweiligen Zeitpunkt auf 0,5 mm genau erfasst. Diese Langenmessungen sind
mit einem Fehler von + 0,5 mm zu betrachten.

Der absolute Fehler AV ergibt sich aus der Berechnung der Tumorvolumens mittels
Ellipsoid (Formel 2.5) und dem Fehlerfortpflanzungsgesetz als totales Differential (For-
mel 3.0)). Setzt man diesen nun ins Verhéltnis zum Tumorvolumen (Formel B7), so ergibt
sich der relative Fehler AV (Formel B.8]).

Das Tumorvolumen: V=01 % V: Volumen, b: Breite, 1: Linge
O*-1-Z oOb*-1-Z
Der absolute Fehler: AV = ( :) - Ab+ ( ;) - Al (3.6)
ob ol

A 2-Ab Al

Der relative Fehler: AV _2-4ab + — (3.7)
Vv b l

1
AV = ( Tgm + O’5lmm) v (3.8)

Man kann erkennen, dass kleine Volumina groflere Fehler aufweisen als grole Volumina.
Die tatsédchliche Tumorgrole weicht zusétzlich vom berechneten Wert ab, da sich nicht
alle s. ¢c. Tumore zur idealisierten Ellipsoidform entwickeln. Zudem sollten Messungen
mit der Schieblehre von einer Person iiber den Versuchszeitraum durchgefiihrt werden,
um einen weiteren, subjektiven Storfaktor ausschlieSen zu konnen.

Messung der Gesamtfluoreszenzintensitat

Zunéchst ist zu kldren, welche Parameter die Gesamtfluoreszenzintensitét beeinflussen.
Ist ein groBeres Tumorvolumen immer mit einer stéirkeren Fluoreszenz assoziiert? Wird
die Helligkeit eines Tumors von der verwendeten Zelllinie beeinflusst? Zur Uberpriifung
dieser Fragestellungen wurden pro Zeitpunkt fiinffach wiederholte Messungen verschie-
dener Mausindividuen mit s. c¢. Tumoren durchgefiihrt und die ermittelte Gesamtfluo-
reszenzintensitit auf Beeinflussung durch (a) die Zelllinie (H12.1, HT-29, DLD-1), (b)
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Tabelle 3.5: Die Ergebnisse der Testung auf Normalverteilung fiir V, In (V'), I, In (I) und

S. D. [%).
V: Tumorvolumen, I: Gesamtfluoreszenzintensitét (beide n = 315); S. D. [%]: Stan-
dardabweichung der mittleren I (n = 63). Beide Tests lehnen fiir alle metrischen

Groflen, auch die logarithmierten, die Normalverteilung ab: Die Wahrscheinlichkeit p
ist stets kleiner a = 0,05 und demzufolge ist eine statistisch signifikante Abweichung der
Haufigkeitsverteilung der Stichproben von der Normalverteilung anzunehmen.

Test Vv In (V) I In (1) S. D. [%]

Kolmogorov-Smir- W = 0,176 W = 0,069 W = 0,159 W = 0,055 W = 0,125
nov-Lilliefors p<0,001 p=0001 p<0,001 p=0,024 p=0,015
Shapiro-Wilk W=0,736 W=0970 W =0,866 W =0,975 W = 0,920

p<000l p<000l p<000l p=<0,00 p< 0,001

die Fluoreszenzfarbe (griine Fluoreszenz des eGFP und tiefrote Fluoreszenz der RFP
Turbo635 und mPlum) und (c) das Volumen hin statistisch getestet.

Fiir statistische Untersuchungen miissen zunéchst die metrischen Merkmale auf Nor-
malverteilung iiberpriift werden, da viele Modelle nur korrekte Aussagen erlauben, wenn
normalverteilte Groflen verwendet werden. Sowohl Tumorvolumen V als auch Gesamt-
fluoreszenzintensitédt I sind nicht normal verteilt. Sowohl der Kolmogorov-Smirnov-Lil-
liefors- als auch Shapiro-Wilk-Test schlugen fehl (sieche Tab. B.H). Die Histogramme
in Abb. zeigen eine deutliche Haufung kleiner Werte. Logarithmiert man beide
Groflen, so erreicht man eine bessere Verteilung und die geringe Anzahl sehr grofler
Werte fallt nicht mehr so stark ins Gewicht [Heitjan, 2011]. Nach der Transformation
lehnen beide Tests jedoch weiterhin eine Normalverteilung ab (siehe Tab. [3.5). Betrach-
tet man aber die Werte der Teststatistik (W) fiir den Shapiro-Wilk-Test, der besonders
bei kleinen Stichprobenumfingen eine bessere Teststdarke als der Kolmogorov-Smirnov-
Lilliefors-Test besitzt, so ndhern sich diese nach Logarithmierung 1 an, was eine besse-
re Anndherung an die Normalverteilung anzeigt. Dies ist auch aus den Histogrammen
der Abb. B.19 zu entnehmen. Daher wurden die folgenden statistischen Tests mit den
transformierten metrischen Gréfien In (V') und In (1) unter Annahme einer hinreichenden
Normalverteilung durchgefiihrt.

Fiir das dritte metrische Merkmal, die normierte Standardabweichung als Maf fiir die
Fehler der mittleren Gesamtfluoreszenzintensitét, zeigt sich ebenfalls keine Normalvertei-
lung (siehe Tab.[3.H). Die mit dem Shapiro-Wilk-Test ermittelte Teststatistik W = 0,920
zeigt jedoch die Tendenz zu hinreichend normalverteilten Daten. Eine zusétzliche Da-
tentransformation erschien nicht sinnvoll, so dass mit der S. D. [%] als normalverteilt
angenommener Groéfle gerechnet wurde.

Das komplette gemischte Modell mit allen drei Fragestellungen, also die Beeinflussung
der Gesamtfluoreszenzintensitit durch Zelllinie und Fluoreszenzfarbe sowie Tumorvo-
lumen, konvergierte nicht und wurde daher in zwei gemischte Modelle aufgeteilt. Im
ersten Modell A wurde getestet, ob die logarithmierte Gesamtfluoreszenzintensitéit als
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Abbildung 3.19: Die Histogramme fiir die metrischen Merkmale Tumorvolumen V und

Gesamtfluoreszenzintensitiat I vor und nach Datentransformation.
Dargestellt sind die Haufigkeitsverteilung sowie die zugehorige Gauf-
sche Normalverteilung als Kurve. Die Mittelwerte + S. D. sind

(n = 315): V= 6849 mm® £+ 7199 mm® und In(V)= 6,0 £+ 1,1 sowie
I=373944,2 ms~! 4+ 318087,3 ms~! und In (I)= 12,4 + 1,0.
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Tabelle 3.6: Das Ergebnis der paarweisen Vergleiche im ersten gemischten Modell.
Das Modell lieferte von der Zelllinie abhéngige Schétzungen fiir die mittlere logarithmierte
Gesamtintensitit, deren jeweiligen Differenzen und zur Signifikanz dieser beobachteten
Abstande. DLD-1 bildet im Mittel die hellsten s. c. Tumore gefolgt von HT-29 und H12.1,
wobei H12.1 Xenografte immer hoch signifikant schwiicher fluoreszieren verglichen mit
den beiden CRC Xenograften. Der Vergleich zwischen DLD-1 und HT-29 lieferte keinen
signifikanten Unterschied in der mittleren logarithmierten Gesamtfluoreszenzintensitiit.

Vergleich Alg(I) p

DLD-1 < HT-29 0,611 0,129
DLD-1 < HI2.1 1,639 0,004
HT-29 < H12.1 1,029 0,003

abhéngige Variable von den festen Effekten (a) Zelllinie und (b) Fluoreszenzfarbe unter
Beriicksichtigung der Messwiederholung beeinflusst wird. Es konnte festgestellt werden,
dass die Zelllinie einen hochsignifikanten Einfluss auf die logarithmierte Gesamtfluores-
zenzintensitit ausiibt (p = 0,006), wohingegen die Fluoreszenzfarbe fiir die Intensitét
keine Bedeutung hat (p = 0,671). Es ist also wichtig, welche Zelllinie fiir das Imaging
verwendet wird, da dies die Stérke der Fluoreszenz beeinflusst (siehe Tab. B.6]). Dies
bestétigt die Beobachtung, dass es innerhalb einer Zelllinie Klone verschiedener Inten-
sitdt gibt, aber sich aus DLD-1 Zellen generell die hellsten Klone isolieren lielen. Fiir die
Intensitat der s. ¢. Tumoren ist es aber nicht relevant, welche Farbe das emittierte Licht
aufweist: Sowohl bei griinen und roten als auch tiefroten Xenograften treten dunkle wie
helle Exemplare auf.

Im zweiten Modell B folgte die Uberpriifung der Hypothese, dass (a) Zelllinie als fes-
ter Effekt und (c) logarithmiertes Tumorvolumen als zufélliger Effekt die logarithmierte
Gesamtfluoreszenzintensitit als abhéngige Variable unter Beriicksichtigung der Mess-
wiederholung beeinflussen. Hier bestéitigte der Parameter Zelllinie seinen Einfluss auf
die Helligkeit der s. c. Xenografte (p < 0,001). Das logarithmierte Tumorvolumen als
Kovarianzparameter beeinflusst die logarithmierte Gesamtfluoreszenzintensitat ebenfalls
hoch signifikant (p < 0,001). Dieser Einfluss ist unabhéngig von der Zelllinie (p = 0,857).

Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so steht fest, dass die Gesamtfluoreszenzinten-
sitdt der s. c. Xenografte von Zelllinie und Volumen abhéngt. Betrachtet man jedoch die
Fluoreszenzfarbe, so spielt diese fiir die Helligkeit eines s. ¢. Tumors keine entscheidende
Rolle.

Nun musste noch iiberpriift werden, wovon der Fehler der logarithmierten Gesamt-
fluoreszenzintensitiat zu einem Zeitpunkt t abhéingt. Als geeigneter Parameter fiir den
Imagingfehler wurde die prozentuale Standardabweichung (N = 63) der mittleren Ge-
samtfluoreszenzintensitdten gewéhlt. Es wurde eine univariate Varianzanalyse dieser
in Abhéngigkeit von (a) Zelllinie, (b) Fluoreszenzfarbe und (¢) Tumorvolumen durch-
gefiihrt. Das Ergebnis zeigte signifikante Abhéngigkeiten von der Zelllinie (p = 0,032)
und Fluoreszenzfarbe (p = 0,003). Das Volumen hingegen beeinflusste die Abweichung
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Abbildung 3.20: Die Boxplots zur Analyse der Fehlerverteilung der Gesamtfluoreszenzin-
tensitdat in Abhangigkeit von Zelllinie und Fluorezenzfarbe.
S. D. [%)]: Standardabweichung der mittleren Gesamtfluoreszenzintensitét (n = 5)
bei verschiedenen s. c. Xenografts in unterschiedlichen Mausindividuen, z. T. mit
Messwiederholung (N = 63), o: Ausreiler. Links: Der mittlere Fehler fiir DLD-1
Xenografte ist deutlich kleiner als fiir H12.1 bwz. HT-29. Rechts: Tiefrote Xeno-
grafte weisen geringere Fehler auf als griin fluoreszierende. Aus beiden Plots wird
deutlich, dass sowohl Zelllinie als auch Fluoreszenzfarbe einen grofien Einfluss auf
die Fehleranfilligkeit des msFI haben.

der Fluoreszenzintensitit nicht (p = 0,527). AbschlieBend erfolgte die Visualisierung des
Einflusses von (a) Zelllinie und (b) Fluoreszenzfarbe anhand von Boxplots. Die Abb.
zeigt deutlich, dass DLD-1 Xenografte die geringsten Fehler aufweisen. Dies liegt an ihrer
in vivo Stabilitédt: Sie wachsen s. c¢. kontinuierlich wie gleichméflig und zeigen dabei nur
sehr selten optisch relevante Auffilligkeiten wie z. B. intrakutanes Wachstum. Die gerin-
gere Fehlerstreuung und der deutlich geringere mittlere Fehler der tiefroten FP erklért
sich aus ihren besseren optischen Eigenschaften: In die Erfassung der Tumorfluoreszenz
gehen viele Gewebsschichten des s. ¢. Xenografts ein und kleine Positionierungsunter-
schiede wirken sich nicht stark aus. Bei griin fluoreszierenden Tumoren hingegen kénnen
bereits geringe Abweichungen in der Positionierung zur Kamera grofie Unterschiede in
der Gesamtfluoreszenzintensitdt verursachen. Dies gilt insbesondere dann, wenn die Tu-
more inhomogen strukturiert sind und nicht fluoreszierende Bereiche murinen Stromas
fluoreszierende Bereiche des Xenografts iiberlagern konnen. Im Ergebnis zeigt sich, dass
Abweichungen der Gesamtfluoreszenz bis zu 10 % realistisch sein konnen. Bei besonders
gut geeigneten Modellen sind aber auch unter 5 % moglich. Dies ist unabhéngig von der
absoluten Gesamtfluoreszenzintensitéit sowie vom Experimentator, solange die Fluores-
zenzquelle zentral im Imager platziert ist und keine manuelle Auswertung durchgefiihrt
wird. Damit bietet das Imaging mit tiefroten FP auch Vorteile fiir das Monitoring s. c.
Xenografte gegeniiber der alleinigen Tumorvolumenmessung: Der Fehler der Tumorlast-
bestimmung mittels msFI ist unabhéngig von Tumorvolumen und Experimentator. Er
kann bei einem guten Modell mit weniger als 5 % angenommen werden.
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3.2.5 Untersuchungen fiir orthotope bzw. Metastasierungsmodelle

In den Untersuchungen zum s. c. Xenograftmodell konnte gezeigt werden, dass msFI ge-
eignet ist, die Tumorlast im Tier zu bestimmen. Da aber dieses artifizielle Modell nicht
mit der Situation im Patienten identisch ist, sollen orthotope bzw. systemische Model-
le entwickelt werden, die dennoch einfach zu handhaben sind sowohl hinsichtlich der
Tumorbildung bzw. Tumorzellinstallation als auch des Monitorings {iber den gesamten
Versuchszeitraum. Dafiir wurden in ersten Mausstudien die mit tiefroten FP markier-
ten CRC Zellklone der DLD-1 und HT-29 i. p. bzw. i. v. appliziert und mittels msFI
beobachtet.

Intraperitoneale Zellapplikation

Fiir die CRC Tumorzelllinie DLD-1 wurde der Klon FUKW 5 untersucht (n = 3). Die
Injektion der 3 Mio. Zellen erfolgte in 20 pLL Matrigel. Alle drei Individuen zeigten in vivo
nachweisbare Fluoreszenzsignale, allerdings konnte keine kontinuierliche Xenografterfas-
sung durchgefiihrt werden. Bei Maus 1 konnte bis Tag 34 immer ein Fluoreszenzsignal
unterschiedlicher Intensitéit erfasst werden. Danach war jedoch auch bei Neupositionie-
rung oder Bauchraumbewegung kein in vivo Nachweis mehr erfolgreich. Wie sich bei
Nekropsie in situ zeigte, war ein kleiner, abgekapselter Tumorherd im Bauchraum vor-
handen, dessen Intensitét allerdings sehr gering war und daher fiir eine in vivo Detektion
nicht ausreichte. Die histologische Untersuchung zeigte dariiber hinaus, dass keine vi-
talen Tumorzellen mehr vorhanden waren und lediglich die Restfluoreszenz des noch
nicht abgebauten TurboFP635 erfasst wurde (siehe Abb.[B.21]). In Abb. sind einige
problematische Phianomene der Bildgebung mittels msFI exemplarisch an Maus 2 dar-
gestellt. Nach gezielter Applikation der Zellen in die Leber waren mehrere TurboFP635
Signale nachweisbar, welche in den kommenden Tagen zunéchst an Intensitdt verlo-
ren. Ab Tag 22 konnte eine Zunahme der Intensitét verzeichnet werden, allerdings stets
unterschiedlich lokalisiert. An Tag 39 wurde zunéchst kein Signal erfasst, nach Massa-
ge des Bauchraums mit dem Ziel der Neupositionierung der Darmschlingen gelang die
Bildgebung. An den Folgetagen 46 und 48 konnte jeweils in einer Mauspositionierung
das Xenograft erfasst werden, jedoch in unterschiedlicher Lage. Ab Tag 50 konnte keine
eindeutige Fluoreszenz mehr detektiert werden. An diesen Bilder wird deutlich, dass die
Lage des Tumors im Bauchraum, seine eventuelle Abdeckung durch gefiillte Darmschlin-
gen und damit seine optische Entfernung zum Anregungslicht die entscheidende Grofie
fiir seine Nachweisbarkeit darstellt. Bei dem dritten untersuchten Individuum wurde in
vivo ein an den rechten Testis assoziiertes Fluoreszenzsignal nachgewiesen, welches bei
Nekropsie als einzige maligne Verdnderung beobachtet wurde.

Um festzustellen, ob eine stabile Nachweissicherheit im Bauchraum lokalisierter Xeno-
grafte durch einen helleren Klon bzw. durch mPlum als langerwelligeres FP realisierbar
ist, wurden jeweils einer Maus 1 Mio. Zellen DLD-1 FUKW 2 bzw. DLD-1 FUPW 3
in PBS i. p. in die Leber appliziert. Fiir DLD-1 FUKW 2 konnte in vivo kein Wachs-
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Abbildung 3.21: Das beispielhafte Monitoring von DLD-1 FUKW 5 nach i. p. Applika-
tion mit dem Zielorgan Darm.
Dargestellt sind ausgewihlte isolierte TurboFP635 Signale als Graustufenbild zum
angegebenen Zeitpunkt nach Zellgabe. IHC: anti-tRFP verwendet, weifler Balken:
100 pm. Nach Tag 34 konnte kein Fluoreszenzsignal mehr in vivo nachgewiesen
werden. Es stellte sich bei der Nekropsie ein abgekapselter kleiner, schwach fluo-
reszierender Resttumor dar, der nach Bewertung durch histologische Untersuchung
keine vitalen Tumorzellen mehr enthielt.

tum nachgewiesen werden. Auch die Nekropsie zeigte keine malignen Verdnderungen im
Bauchraum. Fiir DLD-1 FUPW 3 zeigte sich die gleiche Nachweissicherheit wie fiir Klon
FUKW 5: Zeitweise konnte das Xenograft dargestellt werden, zu anderen Tagen war trotz
unterschiedlicher Mauspositionierung keine Detektion eines mPlum-Signals méglich.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass Detektion und kontinuierliches Monitoring
von i. p. lokalisierten DLD-1 Klonen mittels msFI von tiefroten RFP schwierig sind.

Im HT-29 Xenograftmodell wurden die Klone FUKW 11 und FUPW 11 nach i. p.
Injektion untersucht (n = 3). Die Entwicklung nach der Gabe von 1 Mio. Zellen in
PBS ist den Abb. B.23] und zu entnehmen. Es zeigte sich, dass beide Klone nach
direkter Leberinjektion sowie im Bauchraum anwachsen und gut zu verfolgen sind. Es ist
festzuhalten, dass die Tumore mit TurboFP635 hohere Intensititen aufweisen als die mit
mPlum markierten. Dies ist neben den Helligkeitsunterschieden der FP an sich und der
doch teilweise unterschiedlichen Xenograftlage im Tier vor allem auf die unterschiedlich
starke Fluoreszenz der Klone zuriickzufithren (vgl. Abschnitt B.1.2]).
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Abbildung 3.22: Das beispielhafte Monitoring von DLD-1 FUKW 5 nach i. p. Applika-
tion mit dem Zielorgan Leber.
Dargestellt sind ausgewihlte isolierte TurboFP635 Signale als Graustufenbild zum
angegebenen Zeitpunkt nach Zellgabe. Zwischen Tag 39a und b wurde der Bauch
massiert fiir eine neue Darmpositionierung. weiflier Balken: 100 pm. Die kontinuier-
liche Erfassung eines TurboFP635 markierten Xenografts im Bauchraum war nicht
moglich (vgl. Tag 50). In der THC (mit anti-tRFP) zeigten sich neben den Tumor-
zellen (schwarzer Pfeil) viele TurboFP635 negative Stromazellen (weifler Pfeil), was
die Bildgebung zusétzlich erschwerte.
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Das Wachstum von HT-29 FUKW 11 nach i. p. Injektion der Zellen.
Dargestellt sind die Overlays fiir ausgewéhlte Zeitpunkte sowie die Zunahme der In-
tensitdt iiber den Beobachtungszeitraum fiir alle untersuchten Individuen (n = 3).
Bei Maus 1 erfolgte die Injektion direkt in die Leber, was zu zwei Tumorherden
fiihrte: ein heller i. p. lokalisiert (rechte Mausseite) und ein dunklerer, bei Nekropsie
als direkt in der Leber lokalisiert identifiziert (linke Mausseite). Die Zellapplikation
bei den beiden anderen Tieren erfolgte in den Bauchraum. Maus 2 musste auf-
grund eines auffilligen, starken Ikterus, vermutlich posthepatisch (Nekropsie: stark
vergroflerte Gallenblase), vorzeitig getdtet werden.
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Das Wachstum von HT-29 FUPW 11 nach i. p. Injektion der Zellen.
Dargestellt sind die Overlays fiir ausgewéhlte Zeitpunkte sowie die Zunahme der In-
tensitéit iiber den Beobachtungszeitraum fiir alle untersuchten Individuen (n = 3).
Bei Maus 1 erfolgte die Injektion direkt in die Leber, bei den anderen in den Bauch-
raum. Maus 1 zeigte bei Nekropsie nur einen Tumorherd in der Leber, also tiefer
gelegen als direkt an der Bauchdecke und daher ist die Intensitédt deutlich geringer
als bei den anderen Miusen (siehe Farbskala).
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Therapieverfolgung im i. p. Xenograftmodell

Da die ersten Untersuchungen im i. p. Modell der beiden HT-29 Klone vielversprechend
verliefen, wurde der Klon FUPW 11 fiir eine Therapiestudie genutzt. Die langwelligeren
Extinktions- und Emissionsspektren sprachen fiir den Einsatz von FUPW 11 trotz der
geringeren Fluoreszenzintensitit seiner Zellen und damit auch seiner Xenografte. Es
wurden 15 Méausen 1 Mio. Zellen i. p. injiziert und deren Wachstum verfolgt.

Vier Tiere mussten aus der Studie ausgeschlossen werden, da einerseits bei zwei
Mé&usen kein iiber in vivo msFI detektierbares Wachstum innerhalb von 4 Wochen beob-
achtet wurde. Bei zwei weiteren Mausen andererseits konnte in vivo kein kontinuierliches
Tumorwachstum nachgewiesen werden. Bei einer dieser Méuse entwickelte sich zunéchst
ein Tumor im Bauchraum nahe der Bauchdecke lokalisiert. Dieser zeigte aber ab Tag 49
eine kontinuierliche Abnahme des Fluoreszenzsignals. Die Nekropsie zeigte keine weiteren
malignen Verédnderungen. Die histologische Untersuchung des Bauchdeckenxenografts
zeigte trotz seiner geringen Grofle (85 mg) bereits erste nekrotische/fibrotische Areale.
Die andere Maus zeigte bis Tag 84 nur schwankende Fluoreszenzintensititen < 10 aus
einem kleinen Tumorspot an der Bauchdecke, ab Tag 69 jedoch eine zunéchst unklare,
langsame Gewichtsabnahme. Bei der abschlieBenden Nekropsie konnte als Ursache ein
grofer, zwischen den Darmschlingen lokalisierter Tumor (259,1 mg) gefunden werden,
welcher in vivo mittels mPlum-Fluoreszenz nicht detektierbar war.

Die verbliebenen 11 M#use wurden entweder als Kontrolle (n = 4) mit 0,9 % NaCl
Losung oder mit einer Kombinationstherapie (n = 7) aus einmaliger Gabe von Irino-
tecan (50 mg/kg KG) und anschlieflender viermaliger Gabe von 5-FU (30 mg/kg KG)
i. p. behandelt. Die Abb. zeigt die Entwicklung der Gesamtfluoreszenzintensitét
und ausgewéhlte Bilder typischer Individuen zu den angegebenen Zeitpunkten. Es wird
deutlich, dass die Therapiegabe zu einer Abnahme der Fluoreszenz fithrt. Es wird aber
keine vollstdndige Tumorremission erreicht, was an dem Wiederanstieg der Fluoreszenz
ca. eine Woche nach Therapie deutlich wird. Bei wiederholter Gabe zeigte sich erneut
ein Therapieansprechen der Xenografte.

Zusammenfassend kann man festhalten: Wird ein Bauchraumtumor mittels msFI des
tiefroten RFP iiber die Zeit sicher nachgewiesen und quantifiziert, so ist auch sein An-
sprechen auf Therapiegabe verfolgbar. Die Therapie darf aber erst erfolgen, wenn nach-
weislich eine kontinuierliche Fluoreszenzsignalzunahme und damit ein Tumorwachstum
vorliegt. Problematisch ist, dass das tiefrote RFP-Signal tief lokalisierter Tumore nicht
immer detektiert wird, so dass die Gesamttumorlast im Tier nicht immer korrekt erfasst
ist. Eine stabile NIR-Markierung der Tumorzellen kénnte hier helfen, welche durch neu-

artige, Cofaktor unabhingige FP, fluoreszierend im NIR, realisierbar wire [Filonov et al.,
2011].
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Abbildung 3.25: Eine Therapiestudie im i. p. Modell des HT-29 FUPW 11 CRC Klons.
Therapiegabe erfolgte i. p. in zwei Zyklen: An Tag 0 sowie 21 Irinotecan
(50 mg/kg KG) und an den Tagen 0,1,2,3 sowie 21,22,23,24 5-FU (30 mg/kg KG).
MW: Mittelwertkurve + S. D. Die Fluoreszenzintensitéiten der therapierten Méiuse

fielen nach Substanzgabe ab, die Kurven der Kontrollm&use stiegen hingegen weiter
an.
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Intravendse Zellapplikation

Klone beider CRC Zelllinien wurden auch auf ihr Wachstum nach systemischer Zellap-
plikation untersucht. Fiir den Klon DLD-1 FUKW 5 (n = 2) konnte kein Wachstum
nachgewiesen werden. Der Beobachtungszeitraum betrug 4 Monate und weder dorsale
noch ventrale Aufnahmen zeigten Fluoreszenzsignale.

Fiir den HT-29 Klon FUKW 11 konnten Fluoreszenzsignale nachgewiesen werden
(100 % in vivo Nachweisrate, n = 2). Eine Maus entwickelte einen Tumor im linken
oberen Quadranten des Torso aulerhalb des Brustkorbes und zeigte ab Tag 49 ein Fluo-
reszenzsignal an dieser Stelle. Die andere Maus zeigte Tumorwachstum an der Schwanz-
wurzel bereits ab Tag 5. Bei HT-29 FUPW 11 zeigte sich bei einer Maus nach Tag 52
ein Signal rechts am Hals (50 % in vivo Nachweisrate, n = 2). Die Abb. zeigt aus-
gewihlte Aufnahmen dieser Tiere iiber den bis Tag 70 laufenden Beobachtungszeitraum.
Die Fluoreszenzintensitatsentwicklung tiber die Zeit ist nur fiir die Maus mit dem Tumor-
herd an der Schwanzwurzel zufriedenstellend: Im Laufe des Experimentes wachsen die
Tumorzellen und das detektierte Signal nimmt zu. Fiir die beiden anderen M&use konnte
die Quantifizierung des Tumorwachstums nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Beson-
ders problematisch ist die sehr geringe Intensitéit der Fluoreszenz, was die grofle Fliache
falsch-positiver, wenn auch sehr schwacher, Signale erklirt und auch an der Falschfar-
benskala deutlich wird: Die Signale sind um den Faktor 20 bzw. 50 schwécher als die
der Maus mit dem am Schwanz lokalisierten Signal. Die Histologien der entnommenen
Tumore finden sich unter Abb.

Bei allen drei Mausen mit in vivo Fluoreszenz zeigten sich nach der Nekropsie ex vivo
in den Lungen Hotspots der Fluoreszenz, welche aber zuvor in vivo nicht detektierbar
waren. Bei der Untersuchung der histologischen Préparate wurden in den Lungen Tu-
morzellen und maligne Verdnderungen nachgewiesen, was sich mit dem Ergebnis des ez
vivo Imaging deckt (siche Abb. [3.28)).

Zusammenfassend gilt, dass ein Nachweis von Tumorherden nach i. v. Applikation fiir
die HT-29 Klone erfolgreich gefiithrt werden konnte. Eine iiber die Lokalisierung hinaus
gehende zuverléssige, d. h. eine in jedem Fall erfolgreiche Quantifizierung der detektierten
Tumore ist mit dem gewéahlten Vorgehen nicht moglich gewesen.
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Abbildung 3.26: Das Wachstum von HT-29 FUKW 11 und FUPW 11 nach i. v. Appli-
kation der Zellen.
Dargestellt sind die Overlays fiir ausgewéhlte Zeitpunkte sowie die Entwicklung
der Intensitét iiber den gesamten Beobachtungszeitraum. Bei drei von vier Méusen
konnte ein eindeutiges Fluoreszenzsignal detektiert werden, aber nur in einem Fall
(K11 - Maus 2) gelang die kontinuierliche Quantifizierung. Fiir K11 - Maus 1 und
P11 - Maus 2 sind zwar konzentrierte Fluoreszenzareale zu erkennen, aber die Quan-
tifzierung schlug aufgrund der minimalen Intensitét fehl: Die blauen, als falsch-posi-
tiv detektierten Areale sind zwar nur von sehr schwacher Intensitéit, umfassen aber
viele Pixel, sodass das echte Fluoreszenzsignal mit hoherer Intensitét, aber deutlich
kleinerer Flidche, quantitativ (noch) nicht das dominierende Signal ist.
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Abbildung 3.27: Die histologischen Schnitte der nach i. v. Applikation von HT-29 Zellen
gewachsenen Tumore.
THC: fiir K11 mit anti-tRFP, fiir P11 mit anti-RFP; weifler Balken: 100 pm. Fiir
K11 konnten zwei wachsende Xenografte nachgewiesen werden. Maus 1 besaf} einen
mit Stroma durchzogenen Tumor an der Halswurzel. Bei Maus 2 etablierte sich
in der N#he der Zellapplikationstelle an der Schwanzwurzel ein Tumor, der eben-
falls durch Stromarekrutierung gekennzeichnet war. Bei P11 Injektion zeigte sich
bei einer Maus Xenograftwachstum an der rechten Halsseite. Auch dieser Tumor
war durch einwachsendes Stroma strukturiert: Braungefirbte, in der IHC positive
Zellinseln sind umgeben von blaugefiarbten Zellstringen.
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Abbildung 3.28: Die ex wivo Analyse der Lungen nach i. v. Applikation von HT-29
FUKW 11 und FUPW 11.
[HC: fiir K11 mit anti-tRFP, fiir P11 mit anti-RFP; msFI weifler Balken: 0,5 cm,
Histologie weifler Balken: 100 pm. Im ez vivo msFI konnten in allen drei Lungen
Fluoreszenzsignale der RFP detektiert werden, was den abgebildeten Overlays zu
entnehmen ist. Der Nachweis maligner Verdnderungen in den Lungen gelang am
histologischen Préparat bereits in der HE fiir zwei Méuse, was tiber IHC anhand
der Braunfarbung bestétigt werden konnte. Fiir Maus 2 mit K11 konnten in den
Schnitten erst nach IHC einzelne Tumorzellen nachgewiesen werden.
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3.2.6 Zusammenfassung

Am s. c¢. Xenograftmodell konnte gezeigt werden, dass es mit msFI moglich ist, die Tu-
morlast im Tier zu quantifizieren. Der am besten geeignete Parameter des msFT fiir
den Ersatz des Tumorvolumens ist die auf die Belichtungszeit normierte Gesamtfluores-
zenzintensitit 1. Thre Stirke héngt von der Zelllinie bzw. dem verwendeten Klon ab, nicht
aber vom Fluoreszenzprotein bzw. dessen Spektraleigenschaften. Weiterhin wird sie zell-
linienunabhéngig vom Volumen des Tumors proportional beeinflusst: groflere Tumore
liefern stéirkere Intensitdten. Der Fehler des msFI, genauer der Fehler der normierten
Gesamtfluoreszenzintensitit, ist unabhéngig von der Tumorgrofle und dem Experimen-
tator, was sie robuster als die Schieblehrenmessung im s. ¢. Modell macht. Allerdings
beeinflussen Zelllinie bzw. Klon und das zur Markierung gewéhlte Fluoreszenzprote-
in den Betrag des Fehlers erheblich: In optisch gut geeigneten Modellen betrédgt er im
Mittel unter 5 %, bei schlechteren hingegen kann er deutlich iiber 10 % erreichen.

Ubertriigt man die Tumorlastquantifizierung mittels Gesamtfluoreszenzintensitit auf
Xenograftmodelle mit tiefer in der Maus lokalisierten Tumorherden, so ist eine zu-
verliassige Detektion als qualitativer Nachweis und eine kontinuierliche Quantifizierung
auch bei Verwendung tiefrot emittierender FP schwierig. Die optischen Eigenschaften
des lebenden Gewebes erlauben einen Signalnachweis nur bei sehr stark fluoreszieren-
den, nahe der Korperoberfliche lokalisierten Xenograften.
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3.3 Kontrastmittel und Modellarzneitrager NIR-HES

3.3.1 Untersuchungen zur Pharmakokinetik von NIR-HES 200

Zunéchst musste die Pharmakokinetik der NIR-HES 200 untersucht werden, um den
optimalen Zeitpunkt zur Bestimmung der Tumoranreicherung zu finden. Da bekannt
ist, dass die HES eine gewisse Verweilzeit im Blutkreislauf hat (Plasmaexpander) und
sie nach i. v. Gabe in der Haut angereichert wird, war anfangs ein hohes Signal der
gesamten Maus zu erwarten. Es musste derjenige Zeitpunkt fiir das msFI bestimmt
werden, an dem dieses Mausgesamtsignal klar zum Tumorsignal abgegrenzt werden kann,
also ein aufgrund der intratumoralen Anreicherung nachweisbarer Kontrast zwischen
beiden vorliegt.

Es kam innerhalb einer Stunde nach Injektion des KM zum maximalen Signal in der
Maus (siehe Abb. B.29). Neben den erwarteten intensiven Hautsignalen, wurden starke
Fluoreszenzwerte in den an der Elimination beteiligten Organen nachgewiesen: Nieren
und vor allem Blase fiir die renale Ausscheidung, aber auch Leber fiir den hepatischen
Weg. Bereits nach 3 h hatte das Mausgesamtsignal stark abgenommen und die Verschie-
bung hin zur Tumoranreicherung begonnen. So konnte am Folgetag die Differenzierung
zwischen Tumorsignal und Restsignal, vor allem aus der Haut, erfolgreich vorgenommen
werden. Daher erfolgte das msFI zur Berechnung des Tumoranreicherungswertes (TAV)
24 h nach Applikation des KM.

3.3.2 Verwendung von NIR-HES als Kontrastmittel und
Modellarzneitrager

Fiir die Nutzung von Polymeren in der Krebsdiagnostik und -therapie ist ihre Anreiche-
rung entweder im Tumorkern oder zumindest an den Grenzflichen zum benachbarten,
gesunden Gewebe erforderlich. Ersteres wiirde besonders beim Einsatz als Arzneitréger
von Nutzen sein, um den transportierten Wirkstoff gezielt im Tumor freizusetzen. Letzte-
res wére zur Differenzierung zwischen gesund und maligne ausreichend. Um zu kléren, ob
NIR-HES einerseits als KM tauglich ist, also einen sicheren Nachweis maligner Tumor-
herde im Korper erlaubt, und andererseits als innovativer Arzneitrager in der Onkologie
eingesetzt werden konnte, wurden erste in vivo Untersuchungen an Xenograft tragenden
Ma&usen durchgefiihrt.

Untersuchungen im s. c. Xenograftmodell

Zunéchst wurde die NIR-HES 200 in verschiedenen s. c. Xenograftmodellen der CRC
Zelllinie DLD-1 getestet. Es zeigte sich, dass die Anreicherung von Xenograft zu Xeno-
graft variiert. Besonders auffillig war der Unterschied zwischen den Klonen FUPW 3
und FUPW 5 wie der Abb. zu entnehmen ist.
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Abbildung 3.29: Zeitlicher Verlauf des NIR-HES 200 Signals fiir eine Maus nach i. v.
Gabe.
oben: Das Diagramm der auf den Maximalwert normierten Fluoreszenzintensitét
einer Maus mit den s. ¢. DLD-1 Xenograften P3 (linke Flanke) und P5 (rechte
Flanke). unten: Die fiir das Diagramm ausgewerteten NIR-Signale als Overlays.
Man kann deutlich erkennen, dass eine sinnvolle TAV Bestimmung frithestens am
Tag nach der KM Gabe moglich ist. Zudem wird bereits hier deutlich, dass es zu
einer unterschiedlichen Anreicherung zwischen Xenograften kommen kann.
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Maus 1 Maus 2

Abbildung 3.30: Differentielle Anreicherung von NIR-HES im s. ¢. DLD-1-Xenograftmo-
dell.
Dargestellt sind die NIR-HES Signale von drei der vier untersuchten Mause mit den
Xenograften P3 (linke Flanke) und P5 (rechte Flanke) 24 h nach i. v. Applikation
des KM. oben: Dorsalansicht zweier M#use, unten: Lateralansichten der beiden s. c.
Xenografte von Maus 3.
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Tabelle 3.7: TAV fiir NIR-HES 200 in verschiedenen s. c. Xenograftmodellen.
Ausgewertet wurden Cubes, die 24 h nach i. v. Applikation der NIR-HES aufgenommen
worden waren. MW =+ S. D.: arithmetischer Mittelwert und empirische Standardabwei-
chung, Min: niedrigster Wert, Max: hochster Wert, n: Anzahl der auswertbaren Xeno-
grafte, N: Anzahl der injizierten M&use. Man kann erkennen, dass Xenografte, welche
durch unterschiedliche Klone des gleichen genetischen Hintergrundes gebildet wurden,
unterschiedliche TAV zeigen.

DLD-1
FUKW 2 FUKW 11.2 FUPW 3 FUPW 5

MW +S.D. 1,884 0,23 224+017 1,97+ 0,30 297 + 0,53

Min 1,63 2,04 1,63 2,36
Max 2,09 2,36 2,19 3,33
n 3 3 3 3
N 3 3 4 4

Bei den mit TurboFP635 markierten Tumoren konnte fiir alle lateralen Aufnahmen
24 h nach Applikation des KM der TAV bestimmt werden. Bei den mit mPlum mar-
kierten Xenograften war dies fiir drei von vier Méusen moglich. Eine Maus zeigte im
NIR Imaging falsch-positive Signale, die auf Spuren des Desinfektionsmittels Sterillium®
zuriickzufiihren waren (siehe Abb. Maus 2 rechter Oberschenkel). Die Ergebnisse
zur TAV Berechnung finden sich in Tab. [3.71

Man kann anhand der TAV festhalten, dass die Tumorakkumulation zwei- bis dreimal
iiber dem Niveau der restlichen Maus liegt. Dieses Ausmafl hingt aber vom jeweiligen
Xenograft, bedingt durch dessen Strukturierung, ab. Aufgrund der geringen Anzahl der
ausgewerteten Tumore wurde keine Testung auf signifikante Unterschiede zwischen den
jeweiligen Klonen und ihren TAV durchgefiihrt. Als Tendenz lésst sich jedoch feststellen,
dass besonders Tumore mit grofien nekrotisch/fibrotischen Arealen, wie sie der FUPW 5
ausbildet, hohere TAV zeigen (siehe folgender Abschnitt).

Verschiedene Klone: Imaging, der Exponent B und der Stromaanteil

Die Untersuchungen zum Imaging verschiedener FP zeigten bereits, dass die DLD-1
Klone unterschiedliche Korrelationen zwischen V und I im Potenzansatzmodell zeigen
(siehe Tab. B.4]). Besonders auffillig war der Unterschied zwischen den Klonen FUPW 3
und FUPW 5: Bpz = 1,16 + 0,15 und Bp; = 0,72 £ 0,14.

Sie unterschieden sich hinsichtlich ihrer Zellmorphologie bereits in wvitro als Mono-
layerkultur deutlich voneinander. Die Fluoreszenzintensitit von FUPW 3 ist etwa vier-
mal hoher als von FUPW 5. Des Weiteren zeigt die Abb. B.31] repréisentativ an den
Xenograften eines Individuums, dass diese trotz des gleichen genetischen Hintergrundes
unterschiedlich strukturiert sind. Vergleicht man die ex vivo Bilder des mPlum Signals
miteinander, so zeigte das FUPW 5 Xenograft eine inhomogene Intensitétsverteilung,
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welche zudem noch deutlich schwécher ausféllt als bei dem Tumor des Klons FUPW 3.
Das KM NIR-HES 200 hingegen zeigte die hochsten Intensitédten im FUPW 5 Xenograft.
Bei dem FUPW 3 Tumor erfolgte eine KM Anreicherung ausschlielich am dufleren Tu-
morrand. Betrachtet man nun die Histologien beider Proben, so zeigt sich, dass Klon
FUPW 5 Xenografte mit grofien nekrotisch/fibrotischen Arealen ausbildete, wohinge-
gen FUPW 3 Tumore kaum bis keine nekrotisch/fibrotischen Areale aufwiesen und
hauptséchlich durch vitale Tumorzellen gekennzeichnet waren. Das Ausmafl an Gefiaf3-
versorgung zwischen beiden Xenograften variierte kaum, allerdings ist die Wachstums-
geschwindigkeit unterschiedlich: FUPW 3 Tumore wuchsen in vivo s. c. langsamer als
FUPW 5 basierte. Dies bedingt moglicherweise, dass der Aufbau der Gefaflarchitektur
im Tumor regelméfiger und damit funktionell effektiver erfolgt, wodurch die Versorgung
der Tumorzellen besser gewihrleistet werden kann und sich kaum nekrotisch /fibrotischen
Bereiche im Tumor etablieren. Dies konnte ebenfalls den EPR Effekt beeinflussen, da
die Fenestrierung der Geféafiwéinde schwicher ausgepragt sein diirfte.

Betrachtet man die Ergebnisse der IHC gegen das tiefrote RFP mPlum, so sind bei
den s. c. Tumoren von Klon FUPW 3 nahezu alle Zellen positiv, d. h. braun geféarbt.
Bei den Xenograften von Klon FUPW 5 ist dies nicht der Fall. Hier sind RFP negative
Zellinseln (siehe Abb. B31] IHC - weile Pfeile) vorhanden, bei denen es sich vermut-
lich um murine Zellen handelt, da die Expression von mPlum als Marker in den per-
manent transduzierten humanen Tumorzellen konstitutiv erfolgt und daher immer als
zytoplasmatisches Protein nachweisbar ist. Stellt man die Resultate der Histologie in
Zusammenhang mit dem angepassten Potenzansatz fiir beide Klone, so wird deutlich,
dass der Exponent B bei FUPW 5 von den nicht-fluoreszierenden Zellen und den grofien
nekrotisch/fibrotischen Bereichen deutlich unter 1 gesenkt wird.

Demnach sind aus der Fluoreszenzmarkierung der CRC Zelllinie DLD-1 zwei Klone
hervorgegangen, die in vivo verschieden strukturierte Xenografte mit unterschiedlichen
Charakteristika bei gleichem genetischen Hintergrund aufbauen. Dies ermdoglicht nun
differentielle Untersuchungen z. B. zum passiven Tumortargeting in einem matched cells
Modell, also an Zellen und Xenograften, die unterschiedliche Eigenschaften besitzen,
aber aus dem gleichen Patienten isoliert wurden.
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THC: anti-RFP, weiler Pfeil: RFP negative Zellen (Stroma), schwarzer Pfeil: RFP positive Tumorzellen. P3 besteht
nahezu ausschlielich aus vitalen Tumorzellen und zeigt im Gegensatz zu P5 keine nekrotisch/fibrotischen Areale. Daher
reichert sich das KM NIR-HES nicht im Xenograft an, sondern nur am Tumorrand, der Grenze zum gesunden Gewebe.
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Untersuchungen im i. p. Xenograftmodell

Es wurden 9 Méause der HT-29 FUPW 11 i. p. Therapiestudie vor Beendigung des Ver-
suchs mit jeweils zwei KM untersucht. Zunichst erhielten alle Miuse i. v. 50 ng IRDye®
800CW. Dessen Verteilung im Korper wurde 24 h spater am Imager festgehalten und
die TAV der Méause berechnet. Nach dieser Aufnahme erhielten die Mause am gleichen
Tag die hochmolekularen KM NIR-HES 200 (n = 5) bzw. 450 (n = 4), auch wenn das
Signal des niedermolekularen Farbstoffes noch vorhanden war. Wiederum 24 h spéter
erfolgte ein in vivo Imaging, die TAV Auswertung sowie abschlieend die Nekropsie der
Tiere. Die Abb. zeigt die Overlays in einer Ubersicht.

Der Farbstoff als Beispiel fiir ein niedermolekulares KM zeigte 24 h nach Applikation
eine schwéchere Tumoranreicherung im Vgl. zu den beiden NIR-HES Varianten. Dies
liegt wahrscheinlich an der sehr viel schnelleren Ausscheidung und damit reduzierten
Verweilzeit niedermolekularer Substanzen im Blutkrieslauf.

Des Weiteren war festzuhalten, dass die NIR-HES z. T. zusétzliche Fluoreszenzsignale
zeigte im Vergleich zur Tumoreigenen Markierung nachgewiesen als mPlum Signal. Bei
einem Individuum (Maus 6) war dies besonders deutlich auszumachen (siehe Abb. [3.33).
In der abschlieBenden Nekropsie wurde festgestellt, dass diese Maus einen groflen, tieflie-
genden Tumor besafl, welcher durch das in vivo Imaging des mPlum Signals nicht erfasst
wurde. Beide Xenografte dieser Maus zeigten starke FP Signale, wobei die Verteilung
dieser im grofleren Bauchraumtumor inhomogen war. Eine dazu invertierte Inhomoge-
nitéit zeigte das KM. Der kleine Bauchdeckentumor wies ein homogenes FP Signal auf
und zeigte nur in den Rachbereichen eine Anreicherung des KM. Drei weitere Mause
wiesen im Bauchrauminneren lokalisierte Xenografte auf, welche aber nicht durch die
KM Gabe eindeutig identifiziert werden konnten. So brachte die Verwendung von NIR-
HES als KM nur in einem von vier Fillen eine zusétzliche Information zur Tumorlast in
Vivo.
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Abbildung 3.32: Die Kontrastmittelgabe im HT-29 i. p. Xenograftmodell.
Dargestellt sind die Overlays fiir mPlum, sowie der Kontrastmittel IRDye® 800CW (5 ng/Maus) und NIR-HES 200
bzw. 450 (1 mg/Maus) 24 h nach i. v. Applikation. *: defekte Datei. Die Bauchdeckensiganle wurden bei allen M#usen
durch mPlum und die KM nachgewiesen, wobei die hochmolekularen HES Varianten stéirkere Anreicherungen zeigten.
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Abbildung 3.33: Die Verwendung von NIR-HES 200 im HT-29 i. p. Xenograftmodell -
Maus 6.
oben: In vivo wird deutlich, dass das mPlum Signal der Tumorzellen nicht mit dem
Signal des KM iibereinstimmt. Im Oberbauch findet sich ein zweites KM Signal
(weiler Pfeil), welches nach Nekropsie als tiefliegender Tumorherd identifiziert wur-
de. Ez vivo lielen sich beide Xenografte mit starker mPlum Fluoreszenz darstellen.
Die Signale des KM variierten. Thre Intensitéit war besonders am Rand des Tumors
bzw. in fiir das FP schwach fluoreszierenden Arealen hoch. unten: Lunge und Leber
zeigten ex vivo mPlum Signale, welche in vivo nicht nachgewiesen wurden.
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Tabelle 3.8: TAV fiir verschiedene NIR KM in einem i. p. Xenograftmodell.
Ausgewertet wurden Cubes, die 24 h nach i. v. Applikation der KM aufgenommen wor-
den waren. MW =+ S. D.: arithmetischer Mittelwert und empirische Standardabweichung,
Min: niedrigster Wert, Max: hochster Wert, n: Anzahl der untersuchten Xenografte. Man
kann erkennen, dass der niedermolekulare Farbstoff tendenziell schwéchere Tumorakku-
mulationen zeigte verglichen mit den hochmolekularen KM.

IRDye® 800CW NIR-HES 200 NIR-HES 450
MW £S.D. 1,68 & 0,51 187 +£ 0,32 2,29 + 0,14

Min 1,09 1,43 2,14
Max 2,63 2,22 2,46
n 9 ) 4

Fiir die TAV Berechnung (siehe Formel 2.6]) erfolgte die Festlegung der Tumorfldche
iiber das in vivo detektierte mPlum Signal zum jeweiligen Zeitpunkt. Da sich bei Nekrop-
sie herausstellte, dass nicht bei allen Individuen alle Xenografte in vivo erfasst wurden
(vgl. Maus 6), entsprach das Maussignal Iy/4,s hier keinem reinen Hintergrundsignal,
sondern umfasste auch die ggf. vorhandene Anreicherung in einem tiefen Xenograft. So
konnen die TAV aus Tab. B.8 zunéchst nur als Anhaltspunkte dienen. In der Tendenz
kann man festhalten, dass je grofler das Molekulargewicht ist, desto mehr Anreiche-
rung der Substanz ist zu beobachten. Die Verhéltnisse von TAV,;cqermolekularesic i 21
TAV potymer der einzelnen Méuse liegen im Mittel bei 82 % £ 19 %, wobei in einem Fall
123 % beobachtet worden sind (n = 1/9).

3.3.3 Zusammenfassung

Die kovalente NIR Markierung von HES erlaubt eine Verwendung als hochmolekulares
KM im msFI. Im s. c¢. Xenograftmodell reicherte sich das Polymer entweder im Rand-
bereich oder zentral im Kern des Tumor an. Dies war abhéngig vom jeweiligen Tumor
und dessen innerer Struktur (sieche Abb. B.31]). Im i. p. Modell, welches unabdingbar auf
den Nachweis der Tumorlast mittels Imaging angewiesen ist, konnte nur in einem Fall
in vivo ein zusitzlicher Informationsgewinn durch KM Injektion erreicht werden (siehe
Abb. B33). Dies ist vermutlich ebenfalls auf die Tumorstrukturen zuriickzufiihren.

Fiir die Anwendung als KM bleibt also festzuhalten, dass NIR-HES prinzipiell geeignet
ist, Tumore vom gesunden Gewebe zu trennen. Dies muss aber im jeweiligen Modell
iiberpriift werden.

Die unterschiedlichen Anreicherungsraten schrinken auch die Nutzung von HES als
Arzneitrager ein. Man konnte modellabhéngig sehr gute lokale Dosiserhchungen errei-
chen, z. B. im s. c. Xenograftmodell von DLD-1 FUPW 5 mit einem TAV von 2,97 (siehe
Tab. B.7)), aber auch weniger starke Anreicherungen sind realistisch und schlieen damit
vorerst einen generalisierten HES Einsatz als Arzneitriger in der Tumortherapie aus.



4 Diskussion

4.1 Etablierung tiefroter Fluoreszenz

Die aktuellen Daten zur Krebsinzidenz und -entwicklung zeigen, dass die Gruppe der
malignen Erkrankungen eine der groflen Herausforderungen fiir die préaklinische wie kli-
nische Forschung darstellt [Kaatsch et all, 2012]. Die herausragenden Probleme dabei
stellen das Auftreten von Chemotherapieresistenzen und von fortgeschrittenen, meta-
stasierten Stadien der Krebserkrankung dar. Um moglichst allen Patienten abgestimmt
auf ihre spezifische Tumorerkrankung helfen zu konnen, miissen mehrere innovative The-
rapienansétze parallel verfolgt werden: Neben der Entwicklung neuer Wirkstoffe gilt es
die Therapieffizienz zu erhdhen. Neue Arzneitrigersysteme konnen helfen, eine loka-
le Dosiserhohung der Arzneistoffe im Tumor zu erreichen bei gleichzeitiger Reduktion
unerwiinschter Nebenwirkungen. Auch der Einsatz von fortschrittlichen Kombinations-
therapien kann die Aussicht auf Heilung verbessern. Fiir all diese Weiterentwicklungen
sind verléassliche in vitro Testsysteme wie préklinische in vivo Tiermodelle unabdingbar,
um vielversprechende Ansétze herauszufiltern und eine Entscheidung iiber die Eignung
fiir die klinische Erprobung treffen zu kénnen.

Diese Aussagen gelten insbesondere fiir das CRC, welches in Deutschland eine FEr-
krankung mit mittlerer Prognose ist [Kaatsch et al), [2012]. Es existieren verschiedenen
humane CRC Tumorzelllinien mit unterschiedlichen Charakteristika, die fiir in vitro und
in vivo Untersuchungen geeignet sind. Fiir diese Arbeit wurden die zwei chemotherapie-
resistenten Zellllinien DLD-1 und HT-29 ausgew&hlt. Beiden Zelllinien konnten mittels
lentiviraler Transduktion stabil mit TurboFP635 oder mPlum als tiefrot fluoreszieren-
de Proteine markiert werden. Es gelang, sehr helle Klone zu isolieren, welche iiber eine
hohe Markergenexpression verfiigen ohne dabei in den wesentlichen in vitro Eigenschaf-
ten vom WT abzuweichen. Besonders wichtig war, dass die neuen Klone ebenfalls als
chemotherapieresistent einzustufen sind. Thre IC90-Werte, bei denen Apoptose in vitro
beobachtet wird, liegen iiber den realistischen humanen Peakplasmalevel fiir die Stan-
dardtherapeutika Oxaliplatin, 5-FU und Irinotecan. Sie konnen somit als Basis neuer
resistenter CRC Xenograftmodelle dienen, die aufgrund ihrer Markierung eine nicht-in-
vasive Tumorlastbestimmung mittels Fluoreszenzimaging auch im Tierinneren erlauben
sollten.
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4.2 Nicht-invasives in vivo Multispektral-
Fluoreszenzimaging in CRC Xenograftmodellen

Ziel der Neuentwicklung von Xenograftmodellen in der Maus sollte sein, dass die artifizi-
elle, ektope s. c. Zellapplikation durch orthotope Modelle abgeltst wird. Nachteilig an der
s. c. Lokalisierung der Xenografte ist die von der Entitét des Tumors abweichende Umge-
bung, die zu anderen Eigenschaften des Tumors fithren kann u. a. hinsichtlich Wachstum,
Struktur, Ansprechen auf Chemotherapie oder Metastasierungsverhalten [Bibby, 2004;
Douglas et al., 2001); [Fidlex, 1991; Hoffman, 1994, [1999; Kerbel, 2003].

Grundvoraussetzung fiir diese aussagekriftigeren Modelle ist die M&glichkeit, die Pro-
gression des Tumors und unter Therapie ggf. dessen Regression oder seine komplette
Remission feststellen zu kénnen. Hierfiir bedarf es zuverléassiger Nachweismethoden wie
CT oder MRT. In der préklinischen Forschung wird seit Jahren erfolgreich das kos-
tengiinstigere Fluoreszenzimaging eingesetzt, da es gegeniiber den klassischen, in der
Humanmedizin etablierten Bildgebungsverfahren eine Vielzahl von Vorteilen besitzt. Es
ist fiir Kleinnager prinzipiell geeignet, nutzt keine ionisierende Strahlung und bietet auf-
grund seines technischen Entwicklungsstandes verschiedene Moglichkeiten, die die Unter-
suchung auch komplexer Fragestellungen bei Auswahl des geeigneten Systems erlauben
[Leblond et all, 2010]. Mit dem msFI konnte die Sensitivitdt des Fluoreszenzimagings
entscheidend verbessert und zudem der zeitgleiche Nachweis verschiedener Fluorophore
in vivo ermoglicht werden, da es die Auftrennung und Analyse in die einzelnen Fluores-
zenzsignale des Untersuchungsobjektes anhand ihrer spektralen Eigenschaften realisiert
[Mansfield et al), 2005a,c].

Die neugewonnenen tiefroten Klone der CRC Zelllinien DLD-1 und HT-29 wurden
zunéchst vergleichend mit griin- und orange-rot fluoreszierenden Tumoren im klassi-
schen s. ¢. Xenograftmodell ohne Therapie untersucht. Hier konnte die Bestimmung der
Tumorlast des jeweiligen Tiers sowohl iiber Schieblehrenmessung mit anschlieBender Tu-
morvolumenberechnung als auch iiber das msFI erfolgen. Es zeigte sich, dass die auf die
Belichtungszeit normierte Gesamtfluoreszenzintensitéit einer Maus ohne Auswahl einer
ROI am besten mit dem berechneten Tumorvolumen korrelierte. Als Zusammenhang
beider Groéfen konnte der theoretisch formulierte Potenzansatz bestétigt werden.

Offenkundig wurde aber bei den vergleichenden Untersuchungen verschiedener Klone
desselben genetischen Hintergrundes, dass der Zusammenhang zwischen Tumorvolumen-
zunahme und Fluoreszenzintensitéitsanstieg einerseits zwischen den Individuen variiert,
aber andererseits auch stark vom eingesetzten Klon abhéngig ist. Individuelle Unterschie-
de des Xenograftwachstums in einer Studie sind keine neue Erkenntnis [Shimosato et all,
1979]. Dies liegt an der Variabilitdt des lebenden Organismus, z. B. in der Aktivitét
des Restimmunsystems der Nacktmaus, und an den injizierten humanen Tumorzellen,
die sich erst im murinen Milieu etablieren miissen (mogliche Ursache fiir lag-Phasen).
Das muss bei statistischen zu beurteilenden Versuchen in der Gruppengrofie unbedingt
beriicksichtigt werden. Das Ausmafl der mangelnden Ubertragbarkeit der ermittelten
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Parameter zwischen verschiedenen Klonen der DLD-1 iiberraschte jedoch. Aus dem Klo-
nierungsprozess ist der Klon DLD-1 FUPW 3 hervorgegangen, der in wvitro den mor-
phologisch offenen Subtyp des DLD-1 WT représentiert. Er ist nicht mehr in der Lage,
die in der Literatur beschriebene geschlossene Kolonieform auszubilden |[Dexter et al.,
1981]. Diese Eigenschaft zeigte auch DLD-1 FUKW 11.2, aber nur bei FUPW 3 wur-
de in vivo eine vom W'T deutlich abweichende Xenograftstruktur gefunden. Dieser Klon
wuchs s. c. etwas langsamer als die anderen getesteten und bestand nahezu ausschliefllich
aus vitalen Tumorzellen. Es konnte wenig Stroma und kaum Nekrose/Fibrose beobach-
tet werden. Histologisch waren keine gravierenden Unterschiede in der Gefafversorgung
erkennbar, die eine mogliche Erklarung fiir dieses gleichméfige, kontrollierte Tumor-
wachstum ohne grofie absterbende Areale sein konnten. Es ist daher anzunehmen, dass
im Klonierungsprozess ein besonderer Zelltyp angereichert wurde, der auf genomischer
Ebene so verdndert ist, dass die Tumorzellinteraktion und/oder die Tumor-Stroma-In-
teraktion beeinflusst wurde. Ob dies durch die lentivirale Integration das mPlum Gens
oder durch die den CRC eigene genetische Variabilitdt bedingt ist, muss noch untersucht
werden.

Im s. ¢c. DLD-1 Modell eigneten sich alle FP zur Verfolgung des Xenograftwachstums
unter Beriicksichtigung der individuellen Variabilitéit. Selbst die im Spektrum kurzwellige
Tumorzellmarkierung mit eGFP zeigte gute Korrelationen nach dem Potenzansatz.

Mittels lentiviraler Transduktion konnten verschiedene Zelllinien mit FP markiert wer-
den, wobei die Effizienz sowohl der Klonierung (Gesamtausbeute an Klonen) als auch
hinsichtlich der Helligkeit der einzelnen Klone z. T. stark variierte. Von den CRC Zell-
linien lie§ sich DLD-1 besonders gut markieren, bei der HT-29 waren die Klone weni-
ger intensiv fluoreszierend, aber dennoch fiir in vivo Versuche geeignet. Die Ergebnisse
zeigen, dass sich mit unterschiedlichen Zelllinien msFT erfolgreich zur Tumorlastbestim-
mung einsetzen lédsst, allerdings kann es bei Zelllinien mit ausgeprégter interindividueller
Variabilitiat der s. c. Xenografte zu groflerer Varianz der Korrelation zwischen Volumen
und Fluoreszenz kommen.

Mehrere Tumorherde lassen sich mit msFI gut quantifizieren, wenn sie in der gleichen
Bildebene lokalisiert sind, z. B. direkt unter der Haut. Das Problem des msFI bei meh-
reren Tumorherden in unterschiedlichen Bildebenen kann die Intensitédtsabschwéchung
der Signale sein, welche zur Uberstrahlung der tieferen, scheinbar schwicher fluoreszie-
renden Tumore durch sehr helle, der Korperoberfliche nahe liegende Xenografte fithren
konnte. Das Ausmafl dieser optischen Entfernung héngt natiirlich von dem verwendeten
Fluorophor ab und kénnte bei ungehindertem Durchdringen der einzelnen Gewebe, wie
es fiir den NIR Bereich angenommen wird, minimal sein.

Bei Therapie eignete sich die normierte Gesamtfluoreszenzintensitit ebenfalls als Tu-
morlastparameter: Im sensitiven Modell des TGCT Zelllinie H12.1 zeigte sich das Thera-
pieansprechen bereits vor der Volumenabnahme durch Intensitédtsabfall. Resistente Xe-
nografte hingegen zeigten hochstens eine (kurze) Stagnation der Fluoreszenzintensitét
entsprechend der Volumenentwicklung.
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Anhand der in dieser Arbeit im s. c. Modell generierten ausfiihrlichen Daten zum
msFI konnte eine Fehleranalyse durchgefiihrt werden. Dass die Volumenbestimmung
in vivo besonders bei kleinen Volumina gréfleren Fehler unterliegt und auch personen-
abhéngig ist, ist bereits in der Literatur diskutiert worden, z. T. auch vergleichend mit
Bildgebungsverfahren wie bei Jensen et al. [2008]. Dennoch ist die Erfassung der Tu-
morlast Xenograft tragender Tiere mittels Ellipsoidformel méglich [Euhus et all, [1986;
Tomayko & Reynolds, [1989]. Fiir das msFI zeigte sich, dass sowohl Tumorvolumen als
auch Zelllinie die Gesamtintensitéit der Xenografte beeinflussen. Ersteres ist unabding-
bare Voraussetzung, wenn das Tumorvolumen durch die Intensitdt im kontinuierlichen
Monitoring ersetzt werden soll. Letzteres zeigt, dass es durchaus nicht vernachléssigbar
ist, welches Tumormodell mittels msFI beobachtet werden soll. Je nach Zelllinie, deren in
vivo Wachstumseigenschaften sowie deren Eignung fiir das gewédhlte Markierungsverfah-
ren, kann es zu groflen Bandbreiten in der Fluoreszenzintensitit der Xenografte kommen
und damit die Verlésslichkeit der Fluoreszenzbildgebung stark beeinflusst werden. Die
Farbe der FP spielt hingegen keine entscheidende Rolle fiir die Gesamtfluoreszenzinten-
sitdt, wohl aber fiir den Fehler des msFI. Es konnte gezeigt werden, dass kurzwelligere
FP groflere Fehler in der Bestimmung der Intensitét eines s. ¢. Xenograft haben als
die tiefrot emittierenden. Dies liegt an den besseren optischen Eigenschaften der bio-
logischen Gewebe im langwelligeren Spektralbereich: je grofler die Wellenldnge bis zu
einem Maximum von etwa 1000 nm, desto geringer ist die Gewebeabsorbtion (optisches
Fenster) und mehr Fluoreszenzsignale werden korrekt erfasst. Die Zelllinie beeinflusst
den msFI Fehler ebenfalls, was in der Xenograftstruktur und ggf. dessen Heterogenitét
begriindet ist. Bildet einen Zelllinie s. c. stets dhnlich strukturierte, fast konservierte
Strukturen aus, so ist der Fehler gering. Liegt jedoch eine hohe Variabilitdt im Xeno-
graftaufbau vor, so kann auch das Fehlerausmafl zunehmen. Die Grofle des s. ¢c. Tumors
hingegen beeinflusst den Fehler der Gesamtfluoreszenzintensitit nicht, was das msF1 be-
sonders zur Messung kleiner Volumina oder geringer Volumenénderungen auch im s. c.
Xenograftmodell attraktiv macht, obgleich es mit mehr Aufwand verbunden ist als die
alleinige Schieblehrenmessung.

Erste Versuche zu i. p. lokalisierten Tumorherden ergaben, dass tiefrote FP die Quanti-
fizierung der Tumorlast auch unter Therapie erlauben, wenn die Xenografte einen kurzen
optischen Weg zur Tieroberfliche haben. Ist dies nicht der Fall, so st68t das msFI an sei-
ne Grenzen und die sehr tiefen, durch viele Gewebsschichten maskierten Tumore werden
nicht detektiert. Dies kann auch der Fall sein, wenn die Nachweisgrenze durch dominie-
rende helle Fluoreszenzbereiche, also Tumore mit kurzem optischen Weg, heraufgesetzt
wird bedingt durch die Limitierung der Belichtungszeit nach oben. Dies kann umgangen
werden, wenn man helle Bereiche maskiert und die automatische Belichtungszeit sich
dadurch verldangert. Allerdings erzeugt man auf diese Weise Abschattungen und kann
dadurch bestimmte Tumore méglicherweise nicht nachweisen.

Gesondert zu diskutieren ist die Auswertung der Fluoreszenzsignale anstatt iiber ihre
Intensitét {iber die Ausmessung der Signaldimensionen. Dies ist prinzipiell moglich, da
der Tmager geeicht ist und sich so BildmaBe [Pixel] in metrische Mafie umrechnen lassen.
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Bei der Quantifizierung mittels Messung und anschlieSender Tumorvolumenberechnung
tritt jedoch das gleiche Problem auf wie beim Monitoring mittels Schieblehre, da es sich
bei dem Maestro™ in vivo Fluorescence Imaging System um ein 2D Projektionsverfahren
handelt und somit die dritte Dimension nicht gemessen werden kann. Man ist also im
s. ¢. Modell nicht sensitiver oder weniger fehlerbehaftet als beim klassischen Ausmessen
der Tumordimensionen. Zudem kommt noch ein weiteres, sehr viel grofieres Problem,
welches besonders bei tiefliegenden Xenograften zum Tragen kommt: die Auswahl der
Flache(n), die als echtes Tumorsignal erfasst und damit in die Tumorlastberechnung
einbezogen werden. Es ist sehr schwierig, objektiv richtige Abgrenzungen vorzunehmen,
da die Signale nicht exakt scharf abgrenzt auf den Bildern dargestellt werden, sondern
von einer Art Korona umgeben sind. Dieser Effekt verstéirkt sich mit zunehmendem
optischen Abstand und je langwelliger das Fluorophor ist [Leblond et all, 2010]. Auch
die Festlegung eines geeigneten Intensitidtsgrenzwertes, bei dem ein Pixel zum Fluores-
zenzsignal hinzugerechnet wird, ist beim dynamischen System Tumorwachstum und ggf.
Tumorregression kaum moglich, da die Belichtungszeiten iiber den Versuchsverlauf um
Groflenordnungen variieren und sich somit die Nachweisgrenzen verschieben.

Es konnte gezeigt werden, dass msFI prinzipiell geeignet ist, die Moglichkeiten fiir
neue, innovativere CRC Xenograftmodelle zu erweitern. Jedoch muss man sich der me-
thodenspezifischen Grenzen genauso bewusst sein wie bei allen Modellen fiir (biologische)
Prozesse. Ein wichtiger Fakt ist, dass bei jeder neuen Klonierung zur Fluoreszenzmar-
kierung nur bestimmte Zellen des WT erfasst werden und es daher unbedingt erfor-
derlich ist, den Zusammenhang zwischen Tumorvolumen und in vivo Fluoreszenzsignal
zu iiberpriifen bevor an die Etablierung orthotoper oder systemischer Modelle mit die-
sen Klonen gedacht wird. Mit dem s. c. Modell ist eine Beurteilung der Eignung eines
neugenerierten Klones zur Detektion tiefer lokalisierter in vivo Xenografte moglich, da
die Verfolgung zweier Tumorlastparameter iiber die Zeit entscheidende Informationen
liefert. Neben der in vivo Bildgebung sollte auch das explantierte s. c. Xenograft hin-
sichtlich seiner Struktur histologisch analysiert werden, um etwaige Unterschiede zum
WT zu entdecken. Die Verwendung tiefroter FP geniigt nicht fiir eine zuverldssige De-
tektion und Quantifizierung von im Bauchraum lokalisierten Tumoren. Hier muss fiir die
neuen Modelle des CRC der Einsatz langwelligerer FP erwogen werden. Mit iRFP steht
inzwischen auch ein cofaktorunabhéngiges, im nahen Infrarotbereich anregbares und
fluoreszierenden Protein zur Verfiigung, dass diesem Zweck dienen kann |[Filonov et al.,
2011]. Wichtig bleibt aber auch hier, dass ein zweiter Parameter zur Tumorlastbestim-
mung hilfreich ist, da er eine Absicherung der mittels msFI gewonnenen Daten darstellt.
Dies konnte bei Xenograftmodellen mit tiefer lokalisierten Tumoren z. B. das gesam-
te Tumorgewicht am Versuchsende sein. Auch das ex vivo Fluoreszenzsignal der von
Metastasierung betroffenen Organe wire eine mogliche zweite Messgrofle. Beide eignen
sich bspw. fiir die Uberpriifung von Vergleichen zwischen Therapie- und Kontrollgruppe
ergdnzend zu den in vivo gewonnenen Fluoreszenzintensitdten. Nicht unerwéhnt sollte
bleiben, dass in der Literatur bereits die Verwendung des NIR im in vivo Fluoreszen-
zimaging und dessen Grenzen diskutiert werden. Bei [Leblond et al! [2010] wird dazu
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bereits in Modellen eindrucksvoll gezeigt, dass die ungehinderte Gewebedurchdringung
langwelliger Strahlung zu einer Art Diffusion des Lichts fithrt, was wiederum beson-
ders in der 2D Projektionstechnik zu schwachen, wenig klar definierten Tumorsignalen
fithren kann und damit die Quantifizierung erschwert werden kénnte. Bei Nutzung von
iRFP muss also zunédchst untersucht werden, ob die hier vorgestellte Bestimmung der
Tumorlast mittels normierter Gesamtfluoreszenzintensitét ebenfalls robust genug fiir die
in vivo Analyse von Xenograftmodellen ist.

4.3 Kontrastmittel und Modellarzneitrdager NIR-HES

Fiir den Nachweis von Tumoren konnen in der Bildgebung Kontrastmittel eingesetzt wer-
den, die die Differenzierung von malignem und gesundem Gewebe verbessern. Fiir das
Polymer HES konnte dieser Einsatz in der Polymerdiagnostik fiir die MRT schon gezeigt
werden [Besheer et all, [2011]. Im Fluoreszenzimaging konnte im Rahmen dieser Arbeit
bestétigt werden, dass NIR-HES modellabhéingig als KM geeignet ist. Die Anreiche-
rung im Tumorgewebe erfolgt vornehmlich am Tumorrand und in nekrotisch /fibrotischen
Arealen des Tumors. Letzteres wird vermutlich durch den gesteigerten, von [Maeda et al.
[2000] beschriebenen EPR Effekt in diesen Bereichen geférdert. Es zeigte sich aber auch
an einem Klon der CRC Zelllinie DLD-1, welcher nur geringe nekrotisch/fibrotische
Areale in seinen s. c. Xenograften ausbildet, dass diese zentrale, intratumorale, starke
Anreicherung ausbleiben kann. So ist nun mit DLD-1 FUPW 3 (kaum Nekrose/Fibrose)
und FUPW 5 (starke Nekrose/Fibrose) ein matched cells Modell verfiigbar, dessen Xe-
nografte, obwohl sie einen identischen genetischen Hintergrund besitzen, aufgrund ih-
rer Tumorstruktur ein unterschiedliches Anreicherungsverhalten fiir ein hochmolekula-
res Kontrastmittel und mogliches Arzneitragersystem zeigen. Zunéchst muss also fiir die
Verwendung der HES als KM (und letztendlich auch als Arzneitridgersystem) geklért
sein, welche Morphologie und innere Struktur der Tumor aufweist, sonst kann es zu
falsch-negativen Interpretationen kommen. Dies ist auch eine moégliche Ursache, warum
ein zusétzlicher Erkenntnisgewinn durch das KM NIR-HES im i. p. Xenograftmodell nur
in einem Fall erzielt werden konnte.

Dieses modellabhéngige Anreicherungsverhalten ist es auch, was die Verwendung von
HES als Arzneitrégersystem limitiert. Kommt es im Tumor zu einer starken lokalen Poly-
merkonzentration, kénnten hier gezielt Wirkstoffe freigesetzt werden. Bleibt dies jedoch
aus, wird die gewiinschte Therapieverbesserung nicht erreicht werden konnen. Polymere,
die wie HES auf natiirlichen, biologisch gut vertriaglichen Monomeren basieren, kénnen
im Rahmen einer individuell auf den Patienten und seine Tumorerkrankung angepassten
Therapie sehr vielversprechende Arzneitriger sein. Sie werden aber aufgrund variieren-
der Tumorakkumulationen als Universaltrigersystem ohne weitergehende Modifikatio-
nen nicht eingesetzt werden konnen.



5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden erstmals vier verschiedene Fluoreszenzproteine als Marker fiir
in vivo Xenograftimaging vergleichend untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mit
nicht-invasivem in vivo Multispektral-Fluoreszenzimaging eine Quantifzierung der Tu-
morlast in humanen Xenograftmodellen in der athymischen Nacktmaus prinzipiell mog-
lich ist. Im subkutanen Modell humaner kolorektaler Karzinome sind Fluoreszenzmarker
mit kurzen wie langeren Emissionsmaxima geeignet, wobei sich die groflere Wellenldnge
positiv auf das Ausmafl des Quantifizierungsfehlers auswirkt. Tiefrote Fluoreszenzprotei-
ne ermoglichen auch erste Untersuchungen von Xenograften im Bauchraum, jedoch wur-
den hier die Grenzen dieser Tumorzellmarkierung offensichtlich. Tieflokalisierte Tumore
werden nur unzureichend erfasst und daher auch nicht sicher quantifiziert. Dies schrankt
die Verwendung dieser Fluorophore fiir das kontinuierliche Monitoring von humanen,
orthotopen oder systemischen Xenograftmodellen, die niher an der Patientensituation
orientiert sind, erheblich ein.

Um die Problematik der schlechten Gewebsdurchdringung von sowohl Anregungs- als
auch Emissionslicht zu verbessern, ist die Verwendung infrarot emittierender Fluoropho-
re sinnvoll. Der Einsatz des markierten Polymers HES als hochmolekulares Kontrast-
mittel im nahen Infrarot brachte im intraperitonealen Xenograftmodell des kolorektalen
Karzinoms bereits zusétzliche Informationen, allerdings nur in einem von vier Féllen, was
wahrscheinlich mit der inneren Tumorstruktur und dem Ausmafi an Nekrose/Fibrose
zusammenhing. Liegen jedoch optimale Voraussetzungen fiir einen ausgepriagten EPR
Effekt im Xenograft vor, so reichert sich das Polymer an. Dann ist eine iiber die Poly-
merdiagnostik hinausgehende Verwendung als biokompatibler Arzneitriger zur lokalen
Dosiserh6hung eines transportierten Wirkstoffs sehr vielversprechend, um die Therapie-
effizienz zu steigern.

Um alle Tumore einer Maus in vivo sicher mittels Multispektral-Fluoreszenzimaging
zu erfassen und zu quantifizieren, miissen Fluoreszenzproteine des (nahen) Infrarotspek-
tralbereichs als Tumorzellmarker getestet werden. Wichtig dabei wird sein, dass die in
dieser Arbeit vorgestellten Daten nicht ohne Weiteres auf diese langwellige Bildgebung
iibertragen werden konnen, und somit eine erneute Evaluierung der Quantifizierungs-
methodik in den neu zu etablierenden Tumorzellklonen und Xenograftmodellen erfolgen
muss, bevor vergleichende Studien zur Therapieeffizienz durchgefiihrt werden kénnen.
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6.2 Daten der verwendeten Fluoreszenzproteine

Die Tab. [6.1lfasst die wichtigsten Daten der in dieser Arbeit verwendeten FP zusammen.

Fiir die Trennung der Autofluoreszenz von den jeweiligen Fluorochromsignalen miissen
am Maestro-Imager Referenzemissionsspektren aufgenommen werden. Einmal isoliert
werden diese Spektren fiir die Auswertung aller Cubes verwendet. Die Abb. zeigt
diese Referenzspektren der verwendeten FP normiert fiir alle verwendeten Filtersitze.
Zunéchst fallt auf, dass es eine geringfiigige Rechtsverschiebung der Emissionsmaxima
im Vergleich zu den in vitro beschriebenen gibt. Weiterhin sind aufgrund der Normierung
keine Intensitédtsunterschiede mehr zu erkennen, die aber vorhanden sind bedingt durch
unterschiedliche Quantenausbeuten einerseits und die verschiedenen Extinktionsspektra
andererseits. Zudem fithren cut-on Effekte der Filter beispielsweise bei DsRed2 im gel-
ben Filtersatz zu einer scheinbaren Emissionsmaximumverschiebung und damit zu einer
Angleichung an die tiefroten FP. Im gelben Filtersatz gibt es fiir eGFP kein sinnvol-
les Spektrum mehr zu isolieren, hier liegt lediglich eine verzerrte Grundfluoreszenz vor.
Fiir Untersuchungen von Farbmischungen wird des Weiteren deutlich, dass TurboFP635
und mPlum mit diesen Filtersdtzen nicht zu trennen sind, da ihre Spektren zu stark
iiberlappen.



Tabelle 6.1: Die wichtigen Eigenschaften der verwendeten FP.
Die Daten wurden 09/2011 aus Literatur und iiber des Internet erhoben. Es waren zu diesem Zeitpunkt verschie-
dene Angaben z. B. zu den Extinktionsmaxima im Umlauf. Internet-Links: [Clontech - DsRed2) levrogen - TurboFP,

Nikon - MircoscopyU und |Uniprot.org - mPlum. [Baird et al.

[2000]; |Gross et all [2000]; Merzlyak et all [2007];

Nienhaus & Wiedenmann [2009]; [Shaner et all 2007, [2005]; Wang et all [2004]

eGFP DsRed?2 TurboFP635 mPlum

Herkunft

Molekulargewicht
Polypeptidlange
Fluoreszenzfarbe
Extinktionsmaximum
Emissionsmaximum
Quantenausbeute
Extinktionskoeflizient
Helligkeit®

Helligkeit, % eGFP
Struktur

Aggregation

Variante von GFP  Variante von dsRed Variante von eqFP578 Variante von dsRed
aus Aequorea spec.  aus Discosoma spec.  aus Entacmaea spec.  aus Discosoma spec.

27 kDa 26 kDa 26 kDA 26 kDa
238 Aminosiuren 225 Aminoséuren 235 Aminosiuren 226 Aminosiuren
griin hellrot tiefrot tiefrot
488 nm 563 nm 588 nm 590 nm
507 nm 582 nm 635 nm 649 nm
0,60 0,55 0,34 0,10
56000 M~tem™! 43800 M~tem™! 65000 M~tem ™t 41000 M~tem™!
33,6 mM~tem™! 24,1 mM~tem™! 22,1 mM~tem™! 4,1 mM~tem™!
100 72 66 12
Monomer, Tetramer Dimer Monomer
z. T. lockeres Dimer
nein wenig nein nein

& Helligkeit als Produkt aus Extinktionskoeffizient und Quantenausbeute
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http://www.clontech.com/DE/Products/Fluorescent_Proteins_and_Reporters/Fluorescent_Proteins_by_Name/DsRed2_Fluorescent_Protein?sitex=10024:22372:US
http://www.evrogen.com/products/TurboColors.shtml
http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/fpintro.html
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5S3G7
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Abbildung 6.1: Die verschiedenen Emissionsspektren der verwendeten FP eGFP, Ds-

Red2, TurboFP635 und mPlum zur Signalisolation am Maestro-Imager
bei unterschiedlichen Filtersettings.
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Abbildung 6.2: Die PCR zur Anreicherung des TurboFP635-Fragmentes.
Abgebildet ist das 1 % Kontrollagarosegel mit je 2 pL der vier parallel angesetzten
PCRs fiir die Anreicherung von TurboFP635 (A bis D). M: Marker Generuler 1 kb
Ladder.

6.3 Klonierung der tiefroten RFP

Dargestellt sind die Agarosegelelektrophoresebilder der Klonierung von TurboFP635
(Abb. 6.2 und [6.3)) und mPlum (Abb.[6.4)) in das Plasmid pFU-W des lentiviralen Trans-

duktionssystems.



6.3 Klonierung der tiefroten RFP Xix

Pstl Xbal
M A B C D E F G H I M M A B C D E F G H I M
—— — — -— — — — C— 10000 bp -un-- —-— ——-&E 10000 bp
i
i ¥ =
—
—
— — —
b e 7000 bp — w2000 bp
G s - — - S o - — — — —
- o 750 bp - 750 bp

Abbildung 6.3:

Abbildung 6.4:

Der Kontrollrestriktionsverdau verschiedener pFUKW Klone mittels
Pstl und Xbal.

Die Abbildung zeigt das 1 % Agarosegel verschiedener E. coli pFUKW Klone. M:
Marker Generuler 1 kb Ladder. A bis D: vier Klone des Ligationsansatzes 1, E: Kon-
trollrestriktionsverdau von pFUGW, F bis G: vier Klone des Ligationsansatzes 2. Fiir

Pstl sind alle Klone wie zu erwarten, aber eine Linearisierung mit Xbal zeigte nur
der Klon in Spur A.

MABCDETF GHMABUCDTETF GHM
e . . -

We

10000 bp

- 2000 bp

L

750 bp

Der Kontrollrestriktionsverdau verschiedener pFUPW Klone mittels Pstl
(links) und Xbal (rechts).

Die Abbildung zeigt das 1 % Agarosegel verschiedener E. coli pFUPW Klone. M:
Marker Generuler 1 kb Ladder. A bis G: die sieben Klone eines Ligationsansatzes, H:
Restriktionsverdau eines potentiellen pFUKW Klons. Fiir Xbal sind die Klone B, C
und F wie zu erwarten, aber bei Restriktionsverdau mit Pstl zeigt nur der Klon in
Spur B die gewiinschten drei Banden.
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6.4 Wachstumskinetiken

Im Folgenden sind die Ergebnisse der SRB-Assays zum Wachstum von DLD-1 WT und
HT-29 WT sowie den jeweiligen Fluoreszenzklonen dargestellt (siehe die Abb. [6.5]
sowie [6.7]). Die halblogarithmische Auftragung erméglicht es, die exponetielle Wachs-
tumsphase zu erkennen. Aus diesen Werten ohne eventuelle lag- oder stationéire Phase
wurden die Verdopplungszeiten berechnet. Zudem konnte aus den Kurven die ideale Initi-
alzellzahl fiir die Zytotoxizitédtsassays abgelesen werden, bei der keine lag-Phase auftritt
und die stationédre Phase moglichst nicht erreicht wird.



6.4 Wachstumskinetiken xxi

WT
1
10 ' ' ' ' ' Legende:
250 Z/Well
0 313 Z/Well
g 107 F E 500 Z/Well ~—x—
S| 625 Z/Well —=—
=) . 1000 Z/Well
= 107" ¢ = 3 1250 Z/Well
E=
a 2000 Z/Well +—e—
o) 2500 Z/Well =
1072 F E 4000 Z/Well ——
10—3 | | | | |
0 24 48 72 96 120 144
Zeit [h]
K2 K6
10! ——— 10" — ——
10° £ E 10° £ 4
£ = E
=i S
g 107! ¢ . £ 10~ i J
0 0 E
8 A i ]
1072 | 4 © 1072 ¢
10—3 | | | | | 10—3 | | | 1 1
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Zeit [h] Zeit [h]
K5 K11.2
101 T T T T T 101 3 T T T T T
10° | 4 10° k£ E
£ g 3
=i S
£ 107 | . 2 107! E 4
Y 0
a ] r - 1
© 1072 | 4 © 1072 ¢
1073 | | | | | 1073 | | | 1 1
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 6.5: Die Ergebnisse der Wachstumskinetik fiir DLD-1 Zellen (TurboFP635
Klone) mittels SRB-Assay.
Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums verschiedener Initialzellzahlen
iiber der Zeit.
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Abbildung 6.6: Die Ergebnisse der Wachstumskinetik fiir DLD-1 Zellen (mPlum Klone)
mittels SRB-Assay.
Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums verschiedener Initialzellzahlen
iiber der Zeit.
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Abbildung 6.7: Die Ergebnisse der Wachstumskinetik fiir HT-29 Zellen mittels SRB-
Assay.

Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums verschiedener Initialzellzahlen
iiber der Zeit.
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