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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Um die Mortalitat von Tumorerkrankungen zu senken, ist eine sichere Diagnostizierung und
friihzeitige Entfernung der Tumore notwendig. Dabei ist die GroRe des Tumors
entscheidend. Je groBer der Tumor ist, desto einfacher wird er detektiert, umso kleiner sind
jedoch die Uberlebenschancen eines Patienten. Eine Behandlung bzw. Entfernung der
Tumore in frilhen Stadien erhéhen die Uberlebenschancen und verbessern die
Lebensqualitdt des Patienten. Von den unterschiedlichen Untersuchungsmethoden bei
Verdacht auf Darm- und Lungentumor kommt der Endoskopie als ,Goldstandard” eine
besondere Bedeutung zu. Die Ergebnisse der Endoskopie sind allerdings von der Erfahrung
des durchfiihrenden Arztes abhangig, wobei insbesondere kleine oder flache Tumore in den
friheren Entwicklungsstadien oft (bersehen werden. Die fluoreszenzunterstiitzte
Endoskopie kann die Detektion solcher Tumore erleichtern und die Rate der Ubersehenen

Tumore reduzieren.

In Rahmen dieser Arbeit wurde ein Lungen-Tumormodell in der RNU-Ratte entwickelt, das
zur Validierung der Fluoreszenzendoskopie genutzt werden sollte. In diesem Modell wurden
in die Trachea der Versuchstiere endogen fluoreszierende Tumorzellen implantiert, so dass
die Entwicklung der Tumore sowohl weiRlicht- als auch fluoreszenzendoskopisch verfolgt
werden konnte. In diesem Aufbau wurden ein fluoreszentes peptidisches Kontrastmittel
sowie der Photosensibilisator Radachlorin in Verbindung mit einem neuartigen Laser-

basierten Mehrkanal-Fluoreszenzendoskop getestet.

Eine ausgezeichnete Sensitivitat des Laser-basierten Mehrkanal-Endoskopsystems mit einer

Auflésungsmoglichkeit bis hin zu einzelnen Zellen konnte in vitro demonstriert werden.

Bei der in vivo Anwendung des Endoskops in Kombination mit den Kontrastmitteln konnte
im Lungen-Tumormodell gezeigt werden, dass die Fluoreszenz-basierte Endoskopie als
Erganzung zur Weilllichtendoskopie eine sichere Detektion von flachen Tumoren bietet. Eine
kombinierte Endoskopie bei der geeignete fluoreszente Kontrastmittel eingesetzt werden
und die eine parallele Betrachtung des Organes im WeiBlicht- und Fluoreszenzmodus
erlaubt, wirde somit die Diagnose-Stellung bei Tumorerkrankungen insbesondere im

Frihstadium wesentlich erleichtern.
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2 Einleitung

2.1 Darm- und Lungenkrebs

Laut statistischem Bundesamt ist Krebs nach kardiovaskuldaren Erkrankungen die
zweithdufigste Todesursache in Deutschland. Im Jahre 2011 verstarben Uber 220.000
Personen an bosartigen Gewebeneubildungen (Statistisches Bundesamt 2012). Mit (iber
65.000 und knapp 50.000 Neuerkrankungen im Jahre 2008 sind Darm- und Lungenkrebs
hierbei die beiden haufigsten geschlechtsunabhangigen Tumorarten in Deutschland (Kaatsch
& Kraywinkel 2012). Die 5-Jahre Uberlebensrate fiir Darmkrebs liegt zwischen 52-63 % und
fur Lungenkrebs unter 20 %, was Lungenkrebs zu einer der haufigsten tumorbasierten

Todesursachen macht.

Die Ursache fiir viele Krebsarten bleibt unbekannt. In Bezug auf die Krebspravention lassen
sich selbst die bekannten Ausldser nur schlecht beeinflussen (Kaatsch & Kraywinkel 2012).
Aus diesem Grund ist es notwendig die Dysplasien oder Tumore sicher und rechtzeitig
detektieren zu kdnnen. Eine frithe Diagnose erhéht in vielen Fillen die Uberlebenschancen
des Patienten. Eine operative Entfernung der Darmtumore in Stadium | und die Behandlung
von Lungentumoren in frihen Stadien ermdglicht eine Heilung in bis zu 90 % der Falle
(Furuse et al 1993, Lee & Sutedja 2007, Markowitz et al 2002). Auch durch die Resektion
bereits kleiner Dickdarm-Adenome wird die Lebenserwartung eines Patienten erhoht
(Citarda et al 2001). Um diese Frihstadien der Tumore detektieren zu kdnnen, wird bei
dlteren und zu Risikogruppen gehorenden Patienten eine regelmaflige Untersuchung
empfohlen. Zu Risikogruppen zahlen Patienten mit vererbten Pradispositionen und fir
Lungenkrebs unter anderem Raucher und Personen, welche einer Radon- oder

Asbestbelastung ausgesetzt waren (Drechsel-Schlund et al 2002, Pesch et al 1995).

2.2 Diagnoseverfahren

Bei Patienten aus Risikogruppen werden zunachst nichtinvasive Untersuchungsmethoden
bevorzugt, die jedoch meist nur einen Hinweis auf eine mogliche Erkrankung liefern, ohne
Informationen Gber Ort und Entwicklungsgrad des Tumors zu vermitteln. Bei Patienten mit
Verdacht auf Darmkrebs wird zuerst der sogenannte fecal occult blood test (FOBT)

empfohlen (Kronborg et al 1996, Mandel et al 1993). Dieses Verfahren beruht auf der
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Detektion des Hamoglobins im Stuhl, welches aus blutenden Tumoren austritt (Greegor
1971, Mandel et al 2000). Die Spezifitat dieser schnellen, einfach durchfiihrbaren und
kostenglinstigen Methode liegt bei Uber 90 %. Allerdings sind Blutungen fiir viele
Darmtumore und Adenome in Frithstadien eher untypisch. Dadurch sinkt die Sensitivitat des
Testes auf unter 25 % (Lieberman et al 2001). Der Ubergang eines normalen Darmepithels in
ein hochproliferatives Epithel ist zudem meist mit Gendefekten verbunden, die sich
molekularbiologisch nachweisen lassen (Fearon & Vogelstein 1990). Fiur die Detektion von
Adenomen kommt deshalb auch ein molekulares Screeningverfahren infrage, bei welchem
die in den Stuhl-Proben enthaltenen Epithelzellen auf spezifische, tumorassoziierte
Mutationen hin untersucht werden. Die Sensitivitat dieser Methode liegt jedoch nur bei
knapp Uber 60 % und ist zudem kostenintensiv (Traverso et al 2002). Bei einem positiven
Testergebnis mit Hilfe dieser Voruntersuchungen wird zu einer klassischen Koloskopie
geraten. Eine Koloskopie gilt als die sensitivste und spezifischste Untersuchungsmethode
und stellt derzeit den ,Goldstandard” dar (Schrock 1993). Wahrend dieser Untersuchung
kénnen sowohl blutende und nicht blutende Tumore als auch Adenome detektiert werden

(Miller & Lehman 1978, Rex et al 1997b).

Bei Patienten mit Verdacht auf Lungenkrebs wird als erste nichtinvasive
Untersuchungsmethode eine Thorax-Ubersichtsaufnahme empfohlen (Wilde 1989), wobei
hierbei sogar 3 Zentimeter groRe Karzinome libersehen werden kénnen (Austin et al 1992).
Einen im Vergleich dazu sensitiveren Nachweis von Lungentumoren bietet die Spiral-
Computertomographie. Sie hat eine bessere Nachweisgrenze, kann jedoch kleinere Tumore
auch nicht aufdecken (Gurney 1996, Kaneko et al 1996). Keine dieser beiden Methoden fiihrt
zu einer Mortalitatssenkung. Daher werden die oben genannten Methoden nicht zur
Diagnose von Lungentumoren im Friihstadium empfohlen (Goeckenjan et al 2011). Hierfiir
konnen Tests auf Lungenkrebs-Serummarker wie Carcinoembryonales Antigen (CEA),
Cytokeratinfragment 21-1 (CYFRA 21-1), Neuron-spezifische-Enolase (NSE) ohne groRen
Aufwand durchgefiihrt werden und weisen eine Spezifitdt von bis zu 95 % auf. Allerdings
macht eine niedrige Sensitivitat zwischen 15 und 53 % diese Verfahren unzuverlassig.
AuBerdem koénnen Tumorlokalisation und Tumorart auf diesem Wege nicht geklart werden

(Ferrigno et al 1994, Stieber et al 1993).

Erganzend kann bei Patienten mit Tumor-Verdacht oder aus Risikogruppen eine

Sputumzytologie durchgefiihrt werden. Anhand der gewonnen Sputum-Proben kénnen erste
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Veranderungen an in Proben ausgeschwemmtem Epithelzellen detektiert werden, wobei das
Ergebnis von der Qualitat der Probe abhangt und die Sensitivitdt mit der Anzahl der Proben
steigt (Goeckenjan et al 2011). Besonders die Lage und die GrofRe des Tumors spielen hierbei
eine wichtige Rolle. Vor allem fiir zentrale Tumore ist diese Methode geeignet (Risse et al
1987). Allerdings steht der hohen Spezifitdt fir Tumore von liber 90 % eine geringe
Sensitivitdt von nur knapp Uber 40 % gegeniiber und macht die Sputumzytologie als

Hauptuntersuchungsmethode ungeeignet (Agusti et al 2001, Goeckenjan et al 2011).

Bei Verdacht auf einen Lungentumor oder bei auffdlligen nichtinvasiven
Untersuchungsergebnissen wird in der Regel eine Bronchoskopie durchgefiihrt. Diese bietet
eine sichere Diagnosestellung. Hierbei kann das Gewebe eingehend betrachtet und
zeitgleich konnen Proben fir Zytologie und Histologie entnommen werden (Kawaraya et al
2003, Laroche et al 2000). Gegenwartig wird die Bronchoskopie als die wichtigste Methode
zur Diagnosesicherung empfohlen. Mit steigender Zahl der Biopsien steigt die Trefferquote
flir Tumore (Goeckenjan et al 2011, Rubin et al 1992). Allerdings sind die Ergebnisse einer
Endoskopie von Grofle und Position der Tumore und der Erfahrung des durchfiihrenden
Arztes abhadngig. Durch langjahrige Trainings kann die Qualitdt der Endoskopie erhoht
werden, wobei aber selbst erfahrene Endoskop-Anwender immer noch bis zu 15 % der
Polypen kleiner 1 cm Ubersehen (Enns 2007, Hixson et al 1990, Rex et al 1997a). Zusatzlich
fuhrt die allgemein anerkannte Theorie der Tumorentstehung aus Polypen dazu, dass Arzte
wahrend der Endoskopie vornehmlich nach Polypen und nicht nach flachen Verdnderungen
suchen. In einer prospektiven Studie mit 1000 Koloskopien konnte jedoch gezeigt werden,
dass mindestens 36 % der Adenome in frihen Stadien flach und nicht polypoid waren
(Rembacken et al 2000). Auch bei Bronchoskopien werden oft flache Veranderungen auf
Schleimhautniveau wie Dysplasien, Karzinome in situ und friihe invasive Karzinome
Ubersehen (Goeckenjan et al 2011). Dies macht die Grenzen der klassischen
Weilllichtendoskopie deutlich. Zur Erkennung von diesen sogenannten flat lesions und sehr
kleinen Tumoren kann die Endoskopie deshalb durch Fluoreszenz unterstiitzt werden.
Dadurch erhdlt auch ein weniger erfahrener Endoskop-Anwender eine Unterstltzung
wahrend der Untersuchung und kann Biopsien gezielter entnehmen. So zeigte Shibuya et al
(2001), dass wahrend der Fluoreszenzbronchoskopie im Vergleich zur klassischen WeiRlicht-

bronchoskopie eine signifikant hohere Zahl an Tumoren detektierbar war.
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2.3 Endoskopische Fluoreszenzdiagnostik

Die Fluoreszenzdiagnostik beruht auf dem Prinzip der Verwendung von unterschiedlichen
Fluorophoren, welche Licht einer bestimmten Wellenldnge absorbieren und dies in Form
einer langwelligeren Fluoreszenz wieder abgeben. Hierbei muss zwischen Fluorophoren des
Gewebes (endogen, Autofluoreszenz) und von auBen zugefligten Fluorophoren (exogen,

Kontrastmittelfluoreszenz) unterschieden werden (Messmann et al 2002).

2.3.1 Autofluoreszenz zur Detektion der Tumore

Die Autofluoreszenz basiert auf der Anregung von im Gewebe enthaltenen endogenen
Fluorophoren wie Tryptophan, Porphyrin, Flavin oder bestimmten Proteinen, wie Kollagen
und Elastin. Zudem spielt die Verteilung des nicht fluoreszierenden Hamoglobins im Gewebe
eine wichtige Rolle. Unter Lichteinfluss mit Wellenldangen aus dem blauen Spektrum
erscheint das normale, gesunde Gewebe griin. Das im veranderten bzw. tumorésen Gewebe
in hoherer Konzentration vorhandene Hamoglobin absorbiert jedoch das Licht und
verhindert damit die Gewebeeigenfluoreszenz, wodurch die Areale dunkler als das
umliegende Gewebe erscheinen (Abbildung 1) (Chhajed et al 2005, Hung et al 1991, Marcon
1999).

Abbildung 1: Bronchoskopie
Das Weillichtbild (A) zeigt eine verdachtige Stelle (s. Pfeil). Im Autofluoreszenzmodus (B) erscheint

diese Stelle dunkler als das umgebende Gewebe. Modifiziert nach Chhajed et al (2005).

Die Autofluoreszenz-basierte Bronchoskopie wurde als erste Fluoreszenz-unterstiitzte

Methode zur Detektion der Friihstadien von Lungentumoren genutzt (Lam et al 1998).
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Wahrend der Autofluoreszenz-basierten Bronchoskopie kdnnen bis zu 40 % zusatzlich zu den
im Weilllicht gefundenen Tumorherden detektiert werden (Lam et al 2000, Zaric et al 2009).
Auch bei der Autofluoreszenz-basierten Endoskopie des Darmes konnte eine hohere
Findungsrate der Tumore demonstriert werden (Haringsma et al 2001). Ein Nachteil der
Autofluoreszenz-basierten Endoskopie ist jedoch die hohe Rate an falsch-positiven
Ergebnissen, die beispielsweise durch eine starke Proliferation des Gewebes mit
einhergehender erhohter Durchblutung oder eine Entziindung wie z.B. eine Bronchitis
hervorgerufen werden koénnen (Lee & Sutedja 2007). Ebenso kénnen vorausgegangene
Biopsien und Therapien (Radiotherapie, Photodynamische Therapie) durch Beeintrachtigung
des Gewebes die Zahl der falsch-positiven Interpretationen beeinflussen (Borisova et al
2011). Die Autofluoreszenz-basierte Bronchoskopie ist daher nicht als eigenstandige
Untersuchungsmethode geeignet (Haussinger et al 2005). Da die Nachteile der
Tumordetektion mittels Autofluoreszenz nicht zu missachten sind, ist eine gezielte
Markierung der Tumore mittels von auflen (exogen) verabreichter Fluorophore, d.h. mit
Hilfe fluoreszierender Kontrastmittel, sinnvoll. So kann die Qualitdt durch die sogenannte
»Molekulare Bildgebung” deutlich verbessert werden. Im Vergleich zur Autofluoreszenz kann
die Kontrastmittel-induzierte Fluoreszenz gezielt an die diagnostischen Anforderungen

angepasst werden (Goetz & Wang 2010, Weissleder & Mahmood 2001).

2.3.2 Exogene Fluoreszenzmittel fur die Fluoreszenzendoskopie

Photosensibilisatoren wie Photosan, 5-Aminolevulinsaure (5-ALA) und seine Derivate sowie
Radachlorin werden fiir die photodynamische Diagnostik (PDD) unterschiedlicher
Tumorerkrankungen verwendet. Zudem koénnen sie gleichzeitig fir die photodynamische
Therapie (PDT) genutzt werden. Diese Substanzen akkumulieren in Tumorgewebe deutlich
starker als in gesundem Gewebe. Dadurch ist bei Verwendung dieser Kontrastmittel eine
starkere Fluoreszenz im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe zu beobachten.
(Bdumler et al 2003, Douillard et al 2009, Maier et al 2002, Orth et al 1994, Wilson 2002).
5-ALA und seine Derivate sind mittlerweile gut erforscht und werden erfolgreich zur
endoskopischen PDD und PDT eingesetzt. Unter Verwendung von 5-ALA im Bereich der
Diagnostik von Blasentumoren wurden fluoreszenzendoskopisch 18 bis 76 % mehr Tumore

als weiBlichtendoskopisch detektiert (Jichlinski et al 1997, Konig et al 1999). In einer
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klinischen Studie mit dem Hexylester-Derivat von 5-ALA wurden im Darm {ber 38 %
Neoplasien mehr als im Weilllicht detektiert und damit der Vorteil der Fluoreszenz-
gegeniber der Weilllichtendoskopie insbesondere bei flat lesions gezeigt (Mayinger et al
2010). Bei sieben Patienten mit positivem oder verdachtigem zytologischen Befund und
negativen Ergebnissen bei der Weilllichtbronchoskopie wurden nach Inhalation von 5-ALA-
Losung mehrere Tumore wahrend der Fluoreszenzbronchoskopie detektiert (Baumgartner et
al 1996). Die Autoren berichteten von einer hohen Sensitivitdt fir 5-ALA und dessen
Derivate. Allerdings macht die von verschiedenen Faktoren abhdngige niedrige Spezifitat von

50 % eine 5-ALA-basierte Fluoreszenzdiagnostik nicht ausreichend zuverlassig.

Radachlorin (auch Bremachlorin) gehort zu den neuen Photosensibilisatoren der zweiten
Generation und besteht zu 90 % aus dem gut erforschten Photosensibilisator Chlorin e6. Das
darin enthaltende Purpurin 5 tragt zur vermehrten Anreicherung in Tumorzellen im
Vergleich zu gesundem Gewebe bei (Uzdensky et al 2004). Ein Fluoreszenzverhaltnis von 2:1
zwischen Tumor- und gesundem Gewebe wurde in einem Lungen-Tumormodell gefunden.
Radachlorin zeichnet sich durch einen schnellen Abbau, schnelle Ausscheidung aus dem
Koérper und niedrige Phototoxizitat in der Haut aus (Douillard et al 2009). In klinischen
Studien wurde Radachlorin bei Hauttumoren erfolgreich fiir PDD und PDT eingesetzt. Dabei
konnten unter Verwendung der Radachlorin-Fluoreszenz tGber 28 % zusatzliche Tumorareale
zu den bereits klinisch identifizierten detektiert werden. Es wurde von einer 100 %igen
Spezifitat und Sensitivitat des Radachlorins bei Hauttumoren berichtet. In diesen Fillen
wurde ein Fluoreszenzkontrast von 3:1 bis 6:1 zwischen Tumor- und gesundem Gewebe

beschrieben (Vakulovskaya et al 2004).

Weitere im Versuchsstadium befindende Kontrastmittel fir die ,Molekulare Bildgebung”,
sind unter anderem Nanopartikel, Quantum dots, Antikdrper und Peptide, welche gezielt als
Biosonden komplementar zu den Biomarkern der jeweiligen Krankheit eingesetzt werden
(Pierce et al 2008). Metall-Nanopartikel und Quantum dots werden hierbei mit geeigneten
Fluorophoren und Liganden entsprechend dem Biomarker fir die Zielstruktur gekoppelt. Mit
Nanopartikeln wurden bereits erfolgreiche Untersuchungen in Zellkultur- und
Tierexperimenten durchgefiihrt. So konnte Barret et al (2007) Nanopartikel zur Positron
Emission Tomography (PET)-basierten Detektion von subkutan wachsenden Neuro2A
Tumoren einsetzen. Da fiir diese Materialien bisher keine ausreichenden Daten uber

potentielle Toxizitdt bzw. metabolische (Un-) Bedenklichkeit vorliegen, stehen eine breite
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Anwendung sowie umfassende klinische Humanstudien noch aus (Goetz & Wang 2010,

Lewinski et al 2008).

Eine weitere Moglichkeit die Tumore zu visualisieren, ware die Anwendung von durch
Tumor-Proteasen aktivierbaren Substraten (Marten et al 2002). Funovics et al (2006) konnte
mit derartigen Kontrastmitteln in seinem Darm-Tumormodell die Tumore fluoreszenz-
endoskopisch detektieren. Das aktivierbare Kontrastmittel Catepsin B wurde von
Alencar et al (2007) zur fluoreszenzendoskopischen Detektion implantierter Tumore im
Darm verwendet. Allerdings sind diese Substrate auch durch andere Proteasen aktivierbar

und daher nicht Tumor-Protease-spezifisch, was deren Nutzung limitiert (Yang et al 2009b).

Als tumorspezifische Sonden kdnnen auch Antikorper gegen auf dem Tumor Giberexprimierte
Epitope verwendet werden. In in vivo Studien mit entsprechenden Tumormodellen und ex
vivo Experimenten wurden verschiedene Antikorper gegen CEA, Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) und weitere Antigene umfassend
untersucht und lieferten erfolgsversprechende Ergebnisse (Barrett et al 2007, Hsu et al 2006,
Ito et al 2001). Eine mogliche allergische Reaktion auf den Antikérper nach systemischer
Verabreichung, sowie die zu hohe molekulare Masse schranken allerdings die breite Nutzung

der Antikorper ein (Aina et al 2007, Pierce et al 2008).

Eine vielversprechende Alternative zu den oben genannten Tumorsonden auf
Antikorperbasis bilden die aus nur wenigen Aminosauren bestehenden Peptide. Aufgrund
der kleinen GréRe haben sie weniger Probleme mit dem Uberwinden von epithelialen
Grenzen und dem Erreichen von Zielstrukturen als Antikdrper (Goetz et al 2010), und sind
dennoch in der Zielerkennung hochspezifisch. Peptid-basierte Kontrastmittel weisen zudem
eine niedrige Toxizitat und geringe Immunogenitat auf. Des Weiteren sind sie unkompliziert
in der Herstellung und einfach veranderbar (Scott & Smith 1990). So kann die Peptid-
Sequenz beispielsweise mit Hilfe eines genetischen Algorithmus modifiziert und auf die
gewlinschten Kriterien wie Spezifitat der Bindung aber auch Zellpenetration und minimale
Toxizitdt optimiert werden (Réckendorf et al 2012). Eine hohe Sensitivitat bis zu 81 % und
eine Spezifitat von 78 % konnte unter Verwendung eines Septapeptids in einer klinischen
Studie UGber Darmtumore erreicht werden (Hsiung et al 2008). In der Studie von Kelly et al
(2004) wurde in einem Darm-Tumormodell entartetes Gewebe mittels fluoreszenz-

markierter Peptide endoskopisch nachgewiesen. Speziell die Visualisierung der friihen
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Tumore-Stadien {ber Fluoreszenzendoskopie ist wesentlich durch die Verwendung von

Peptid-basierten Kontrastmitteln verbessert (Kelly et al 2004).

Damit macht die bisherige Datenlage deutlich, dass optische Kontrastmittel ein groRes
Potential flr eine gezielte Visualisierung maligner Gewebeareale haben. Bisher mangelt es
jedoch an geeigneten Modellen und Verfahren, um diese optischen Kontrastmittel optimal

weiterentwickeln und validieren zu konnen.

2.4 Tiermodelle fiir die Krebsforschung

Um die Friiherkennung von Tumoren zu verbessern und weiter zu entwickeln, ist die
Etablierung klinisch-relevanter Tiermodelle notwendig. Von den ersten Tumormodellen
wurde bereits im Jahre 1960 berichtet (Teicher 2006). Aktuell werden viele unterschiedliche
Tiermodelle in der Krebsforschung genutzt. Je nach Fragestellung gibt es verschiedene
Moglichkeiten ein angepasstes Modell zu etablieren. Grundsatzlich wird zwischen
spontanen, chemisch induzierten, Transgenen- und Transplantationsmodellen unterschieden

(Heijstek et al 2005).

Eine spontane Tumorbildung in unterschiedlichen Organen wird bei Tieren in
fortgeschrittenem Alter beobachtet. Die Wartezeit fiir die Tumorentstehung kann in diesem
Fall bis zu 34 Wochen betragen. Art und Anzahl der Tumore sind vom Tierstamm, Geschlecht
und Alter der Tiere abhangig. Mit zunehmendem Alter wachst auch die Zahl der
altersbedingten Krankheiten (Anisimov et al 2001). Die Unvorhersehbarkeit des
Krankheitsverlaufs bei dieser Art von Modellen erschwert die Versuchsplanung oder macht

diese sogar unmoglich (Heijstek et al 2005).

Bei den chemisch-induzierten Modellen wird die Tumorentstehung mittels karzinogener
Substanzen erreicht. Je nach Tumorart werden unterschiedliche Substanzen in
verschiedenen Konzentrationen und auf verschiedenen Applikationsrouten eingesetzt. So
wurde beispielsweise die intraperitoneale Applikation des Karzinogens Azoxymethan mit
nachfolgender Gabe von Dextrannatriumsulfat (DSS) in Getrankeform zur Erzeugung von

Darmtumoren bei Nagern angewandt (Tanaka et al 2003).

Eine chemische Induktion von Lungentumoren wurde durch submukosale oder

intraperitoneale Injektionen von karzinogenen Substanzen oder durch intrabronchiale
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Instillation von Kapseln erreicht. Benfield et al (2009b) konnten mittels submukosaler
Injektion von Reagentien wie Nitrosomethylharnstoff und Dimethylbenzanthracen in die
Lunge erfolgreich die Entstehung von intratrachealen Tumoren bei Hunden hervorrufen. Je
nach Substanz und Tierart konnen Tumore induziert werden, die histopathologisch nicht von
einem humanen Tumor unterscheidbar sind, allerdings entstehen auch oft Zelltypen die
keine Projektion auf humane Lungentumore erlauben (Liu & Johnston 2002). Wahrend
einerseits viele ausgetestete Chemikalien eine sichere Reproduzierbarkeit im Versuch bieten
(Malkinson  1989), machen andererseits lange Wartezeiten und die seltene
Metastasenbildung das Modell der chemischen Tumorinduktion fiir viele Fragestellungen

ungeeignet.

Transgene Tumormodelle werden durch das Einbringen von Fremd-DNA in das Genom der
Tiere mittels Mikroinjektion in Eizellen oder retrovirale Infektion der Embryonen hergestellt
(Brinster et al 1985, Jaenisch 1980). Anhand dieser Modelle kann die Expression von
Onkogenen und das Wachstumsverhalten des Tumors studiert werden. AuBRerdem kénnen
sie in therapeutischen Studien eingesetzt werden (Adams & Cory 1991, Liu & Johnston
2002). Allerdings bedeutet eine rasche Entwicklung der Tumore gleich nach der Geburt der
Tiere oft einen schnellen Tod und grenzt damit den Nutzen des Modells ein (Zhao et al
2000). Auch knock-out Modelle, bei denen Gene ausgeschaltet werden, zeichnen sich durch
eine schnelle Tumorentwicklung aus. Auch hier ist ein Auftreten von unerwiinschten
Tumoren und ein nachfolgender Tod des Tieres noch bevor der Zieltumor beobachtet
werden kann moglich, was den Nutzen des Modells sehr einschrankt (Macleod & Jacks

1999).

Eine verbreitete Anwendung in der Krebsforschung haben Transplantationsmodelle
gefunden, die durch die Transplantation von Zellen oder Gewebestlicken hergestellt werden.
In diesem Fall lasst sich zum einen der Zeitpunkt der Tumorentstehung bestimmen und zum
anderen sind Tumortyp und Tumorlokalisation prazise festlegbar. Bei diesen Tumormodellen
wird allgemein zwischen xenogenen, syngenen, ektopen und orthotopen Modellen

unterschieden.

A) syngen - Spender- und Empfangerorganismen gehoren zur gleichen Spezies. In diesem Fall
ist keine Immundefizienz der Tiere erforderlich, allerdings enthélt der sich entwickelnde

Tumor keine humanen Zellen/Anteile und eine direkte Ubertagung der Ergebnisse auf
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humane Tumore ist so schwer moglich. Um der Situation bei humanen Tumoren auch im

Tiermodell ndher zu kommen, wurden deshalb xenogene Modelle entwickelt.

B) xenogen — Spender- und Empfangerorganismen gehdren zu unterschiedlichen Spezies. In
diesem Fall miissen humane Tumorzelllinien einem immundefizienten Nager verabreicht
werden, um das AbstofRen des neuwachsenden Tumors zu verhindern. Dadurch lassen sich

,humane Tumore” nachahmen.

Zusatzlich kénnen, unabhangig vom Organismus, die Implantationsmodelle je nach Ort der
Isolierung der Zellen / des Gewebefragmentes und der Implantation variieren. Man

unterscheidet hier zwischen ektop und orthotop.

C) ektop — Spender- und Empfangerorgane sind unterschiedlich. Hierbei kdnnen
beispielsweise Darm- oder Lungen-Tumorzellen subkutan injiziert werden. Die subkutane
Implantationsmethode ist einfach durchzufiihren. Der Verlauf der Tumorentwicklung ist gut
planbar und detektierbar, wodurch entsprechende Modelle eine verbreitete Anwendung in
der Krebsforschung finden (Kelland 2004). Allerdings sind die Tumorzellen und die sich
daraus entwickelnden Tumore in einem fremden Gewebe lokalisiert. In Abhdngigkeit vom
Implantationsort der Tumorzellen wurden Unterschiede bei der Tumorentwicklung und
Metastasenbildung in verschiedenen Organen gezeigt. Aullerdem wurde auch eine
veranderte Reaktion der subkutanen Tumore auf Chemotherapeutika und eine Abhangigkeit
ihrer Sensitivitdt vom Transplantationsort demonstriert (Kerbel 1998, Takimoto 2001,
Wilmanns et al 1992). Ein optimales Tumormodell welches die Situation der humanen
Tumore moglichst gut abbildet, sollte daher den implantierten Zellen die Moéglichkeit bieten,
in der Umgebung, d.h. in dem Organ, zu wachsen, aus dem sie stammen. Dies lasst sich

durch eine orthotope Implantation erreichen (Manzotti et al 1993).

D) orthotop — Spender und Empfangerorgane sind gleich. Die Tumorzellen werden hierbei in
die entsprechenden Organe des Empfangertieres implantiert. In der Krebsforschung finden
Uberwiegend die orthotopen, xenograften Tumormodelle Anwendung. Die Entwicklung des
Tumors sowie dessen Chemosensitivitdt werden durch die organspezifischen Mechanismen
beeinflusst (Fidler et al 1994). In vielen Studien konnte bestdtigt werden, dass ein
orthotopes Tumormodell einen humanen Tumor von allen bis jetzt bekannten Modellen am

besten wiederspiegelt. Sowohl die Morphologie als auch Metastasenbildung und

11
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Chemosensitivitdt entsprechen am ehesten dem originalen humanen Tumor (Hoffman 1999,

March et al 2001).

Allerdings ist die Einbringung der Zellen aufwandiger als bei der subkutanen Implantation
und erfordert mehr Geschick und Erfahrung in den Operationsmethoden. Je nach Zielorgan
mussen optimale Implantationsmethoden ausgearbeitet werden. Zur Etablierung von
Lungen- und Darm-Tumormodellen wurde beispielsweise die Injektion der Tumorzellen in
die entsprechenden Organe Lunge, Darm oder Blinddarm beschrieben (Mordant et al 2011,
Zigmond et al 2011). Zudem konnen die Zellen auch in die Organe eingespilt werden. Um
das Anwachsen der Zellen zu optimieren, wird die Vorbehandlung der Schleimhdute mit
Trypsin, Elastase, EDTA, Salzsdure und anderen Reagenzien empfohlen. Auch die Induktion
von Kolitis oder eine mechanische Zerstorung der Schleimhaute kann die Entwicklung eines
Tumors nach der Zellimplantation in den Darm beglinstigen (Alencar et al 2005, Bhullar et al

2011, March et al 2001).

Aufgrund des organspezifischen Wachstums ist die Detektion orthotoper Tumore im Tier
wesentlich schwieriger als im subkutanen Modell. Eine elegante Losung fiir dieses Problem
wadre die zur Transplantation vorgesehenen Tumorzellen vorher zu markieren. Eine
Moglichkeit ist z.B. die Tumorzellen mit Luciferin zu transfizieren und die sich entwickelnden
Tumore in vivo mit einem nichtinvasiven , Ganzkorper Imager” zu detektieren (Mordant et al
2011). Allerdings ist das Luciferase-basierte Fluoreszenzsignal eher schwach und unstabil
(Hoffman 2005, Ray et al 2004). Eine andere Moglichkeit ist die stabile Transfektion mit
einem Gen fir ein Fluoreszenzprotein. Das in den Zellen nachfolgend produzierte
Fluoreszenzprotein dient als Reporter und macht es moglich, die im Gewebe wachsenden
humanen Tumore fluoreszenzoptisch zu detektieren und vom umliegenden Gewebe in
histologischen Schnitten fluoreszenzmikroskopisch zu unterscheiden (Alencar et al 2005). So
konnte Yang et al (2009a) mit Hilfe von Fluoreszenzproteinen in den Zellen die
Tumorentwicklung vor und nach der Behandlung mit Medikamenten mit einem ,Laser
Scanning Microscope” in vivo studieren. Auch Zigmond et al (2011) konnte erfolgreich nach
der Implantation von stabil transfizierten Tumorzellen in den Darm einer Maus die
Fluoreszenz der Tumore sowohl mikroskopisch in histologischen Schnitten als auch in vivo

fluoreszenzstereomikroskopisch detektieren.
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2.5 Fluoreszenzproteine

Nachdem bereits in den 60er Jahren das Griine Fluoreszenzprotein (GFP) aus Aequorea
victoria isoliert und in den 90er Jahren das erste Mal erfolgreich kloniert wurde (Prasher et al
1992, Shimomura & Johnson 1969), hielt es Einzug in eine Vielzahl von wissenschaftlichen
Bereichen. Seitdem findet GFP und seine Farbmutanten auch in der Krebsforschung eine
breitet  Anwendung. Uber die gentechnisch in  Tumorzellen eingebrachten
Fluoreszenzproteine kann zum Beispiel die Entwicklung eines Tumors und seine Angiogenese
beobachtet werden. Zudem ist es auch moglich pharmakologische Studien wahrend der
Tumorentwicklung durchzufiihren und zu bewerten (Hoffman 2002). Nach der Transfektion
der Tumorzellen mit dem GFP-Gen und Implantation in Versuchstiere wurden unter
anderem Lungen-, Darm-, Prostata- und Brust-Tumormodelle erfolgreich hergestellt
(Chishima et al 1997, Peyruchaud et al 2001, Yang et al 2000, Yang et al 1999). Auch konnte
sowohl die Metastasenentwicklung in einem subkutanen Lungen-Tumormodell als auch die
Entwicklung eines Tumors im orthotopen Lungen-Tumormodell visualisiert und beobachtet
werden (Chishima et al 1997, Hastings et al 2001). Ferner wurde gezeigt, dass die
Transfektion der Zellen den Entwicklungsprozess des Tumors nicht beeinflusst (Chishima et
al 1997). Unter Verwendung stabil-transfizierter, humaner Tumorzellen ist auch die
Etablierung eines orthotopen Darm-Tumormodells gelungen, an dem die Entwicklung der
Tumore und der Metastasen mittels Fluoreszenz detektiert und verfolgt wurden (Yang et al

2000).

Eine grofle Vielfalt an Proteinen isoliert aus verschiedenen Organismen steht heute der
Forschung fir das Live Cell Imaging zu Verfiigung. Je nach Fragestellung kann ein dafiir
optimales Protein ausgesucht verwendet werden (Sample et al 2009, Shaner et al 2005).
Eine Reihe an Faktoren missen jedoch bei der Wahl des Proteins beachtet werden. Alle
Fluoreszenzproteine unterscheiden sich unter anderem in ihrem Anregungs- und

Emissionsspektrum, ihrer Photostabilitat, Toxizitat fur die Zelle und ihrer Helligkeit.

Fiir die Visualisierung des Fluoreszenzproteins vor dem Hintergrund von Gewebe
(Autofluoreszenz) liegt das optimale sogenannte ,Optische Fenster” zwischen 650 und
1100 nm (K6nig 2000). Aus diesem Grund ist ein rotes Fluoreszenzprotein (RFP) optimal fir
die Visualisierung im Korper. Zudem ermoglicht die Anregung eines Fluoreszenzproteins im

roten Bereich, also mit langwelligem Licht, ein tieferes Eindringen des Lichtes in das Gewebe
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(Shcherbo et al 2009). DsRed isoliert aus Discosoma striata war das erste klonierte rote
Fluoreszenzprotein (Sample et al 2009). Mit dem Gen fir das DsRed-Fluoreszenzprotein
stabil-transfizierte Tumorzellen wurden erfolgreich zur Detektion der Tumorentwicklung im
GFP-transgenen Maus-Darmmodell eingesetzt (Alencar et al 2005). Allerdings erfordert die
fluoreszierende Form des Proteins eine tetramere Struktur, was zu einer drastischen
VergroRerung der molekularen Masse und zur Aggregation der Proteine in der Zelle fihren
kann und die Fluoreszenz dadurch negativ beeinflusst. Dazu ein langsames und zum Teil
unvollstandiges Reifen des Proteins in den Zellen findet keine groRe Akzeptanz in der
Forschung (Campbell et al 2002). Mittels Mutationen im DsRed Protein wurden unter
anderem die Monomere mCherry, mRaspberry, mPlum hergestellt, die sich durch bessere
Eigenschaften im Vergleich zu dem Ursprungsprotein auszeichnen. Allerdings weisen diese
Monomere eine geringere Quantenausbeute auf, welche sich in einer relativ niedrigen

Helligkeit des Proteins wiederspiegelt (Yang et al 2009a).

Unter den verschiedenen Mutanten des aus der Seeanemone Entacmaea quadricolor
isolierten Fluoreszenzproteins eqFP578 befindet sich ein rotes Fluoreszenzprotein namens
Katushka, auch TurboFP635 genannt. Dieses ist eine dimere Mutante mit einem
Absorptionsmaximum bei 588 nm und einem Emissionsmaximum bei 635 nm. Katushka
zeichnet sich durch eine hohe pH-Stabilitdt, Photostabilitdt, einen schnellen Reifeprozess in
der Zelle und eine auRerordentliche Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu den anderen roten
Fluoreszenzproteinen aus. Im optischen Fenster 650 bis 800 nm ist Katushka wesentlich
heller als alle anderen bekannten roten oder tief-roten Proteinfluorophore. Im Vergleich zu
mPlum weist Katushka dank hoher Quantenausbeute eine zehnfach hohere Helligkeit auf.
Beim in vivo Einsatz des Katushka-Proteins im Froschembryo konnte eine starke Fluoreszenz
auch in tieferen Gewebsschichten detektiert werden. Trotz der dimeren Struktur des
gereiften Proteins wurden in transfizierten Hela-Zellen keine sichtbaren Aggregate oder
Zellschadigungen beobachtet. All diese ,positiven” Eigenschaften des Fluoreszenzproteins
Katushka machen es zu einem der optimalsten Kandidaten fiir Visualisierungsprozesse im
Koérper (Shcherbo et al 2009) sowie zur stabilen Markierung von Tumorzellen, welche

nachfolgend zur Etablierung eines orthotopen Tumormodells genutzt werden sollen.

Wie in Abschnitten 2.3 bis 2.5 dargelegt, wurden bisher entweder gentechnisch
eingebrachte Fluoreszenzproteine oder exogen verabreichte fluoreszente Kontrastmittel zur

Visualisierung der Tumore in Tiermodellen verwendet. Nach unserem Wissen wurde jedoch
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noch nie eine Kombination beider Visualisierungsmethoden (intrinsische und
extrinsische Fluoreszenz) im orthotopen Tumormodell in einer parallelen endoskopischen
Detektion umgesetzt. Dieses sollte in Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals erreicht

werden.

Unsere Hypothese ist, dass durch die intrinsische Fluoreszenz von orthotop eingebrachten
Tumoren in einem Tumormodell ein geeignetes Werkzeug fiir die Validierung von

Kontrastmitteln bereitgestellt werden kann.
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2.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Qualitatsunterschiede bezlglich Tumordetektion
mit einem herkdmmlichen Weilllichtendoskop und einem neuartigem Mehrkanal-

Fluoreszenzendoskop in Verbindung mit Kontrastmitteln zu evaluieren.

Um die endoskopischen Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, war es notwendig
orthotope Tumor-Modelle zu etablieren. Hierzu sollten Darm- bzw. Lungen-Tumormodelle
der Ratte durch die Implantation von organspezifischen, fluoreszenten humanen Tumor-
Zelllinien hergestellt werden. Diese Modelle sollten dann zur Validierung der Fluores-
zenzendoskopie genutzt werden. Zudem sollten experimentelle Kontrastmittel - Radachlorin
und tumorspezifische Peptide - auf ihre Tumor-Spezifitdt und Sensitivitdt getestet werden.

Der generelle Versuchsaufbau ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

Anhand der Ergebnisse sollte beurteilt werden, welche Sensitivitait der
fluoreszenzendoskopische Nachweis von Tumorzellen prinzipiell erreichen kann
(Bestimmung der Nachweisgrenze des Fluoreszenzendoskops) und welchen Vorteil die
Fluoreszenzendoskopie mit einem Mehrkanalsystem unter Verwendung von Kontrastmitteln

dem endoskopierenden Arzt im Vergleich zu einer WeiBlichtendoskopie bietet.

Humane ® Transfektion
Tumorzelllinie CJ Klonierung und
(Dickdarm-Tumor, L | Kultivierung in vitro

Bronchial-Tumor) \ Kor;rastmittel-
Validierung —
C
I/
{

Fluoreszenzendoskopie- Fluoreszierende g
Validierun Tumorzellen
g , Betrachtung “‘\
/ mit WeiBlicht “
ﬁ s
Inokulation /
Betrachtung Betrachtung
. L e —
mit WeiRlicht Zell-Fluoreszenz
-— |
Betrachtung
Zell-Fluoreszenz Betrachtung

mit Kontrastmittel- <
Fluoreszenz

Abbildung 2: Orthotopes Tumormodell
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3 Materialien

3.1 Verwendete Organismen
3.1.1 Tierstamm

Bezeichnung
RNU-Ratte — Immundefiziente Ratte (weiblich)

3.1.2 Zelllinien

Bezeichnung

LS-174T — Humanes Kolon Adenokarzinom

LS-174TFP635 — Humanes Kolon Adenokarzinom

SK-MES1 - Humanes Lungenkarzinom
SK-MES1FP635 - Humanes Lungenkarzinom
SW480 — Humanes Kolon Adenokarzinom

SW480FP635 — Humanes Kolon Adenokarzinom

3.2 Spezielle Gerdte

Bezeichnung

Andsthesieanlage

BioPhotometer

Electrophoresis Power Supply E835
Elektrophoresekammer E-H1

GelDoc

Fluoreszenzendoskop
Fluoreszenzmikroskop MORE
Fluoreszenzmikroskop Olympus IX-81
Kaltlicht-Generator

LSR Il

Vertrieb

Charles River (Sulzfeld)

Vertrieb
CLS (Eppelheim)

transfiziert von Marinpharm
(Lickenwalde)

CLS
transfiziert von Marinpharm
CLS

transfiziert von Marinpharm

Vertrieb

Groppler Medizintechnik
(Deggendorf)

Eppendorf (Hamburg)

Consort (Turnhout, Belgium)
Febikon (Wermelskirchen)
Bio-Rad Laboratories (Milan, Italy)
Karl Storz GmbH (Tuttlingen)

Till Photonics (Gréfelfing)
Olympus (Hamburg)

Hengtech (Viernheim)

BD Biosciences (Heidelberg)
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Mikroskop DMIL
Optisches Energiemessgerat
Transmissionselektronenmikroskop EM910

Zentrifuge 5415R

3.3 Spezielle Materialien

Bezeichnung

Cryo Einbettféormchen
6-Kavitat Platte

12-Kavitat Platte
24-Kavitat Platte
96-Kavitat Platte

8-Kavitat Zellkulturkammer

Limox Dish 50

Leica (Wetzlar)
Thorlabs (Dachau)
Zeiss (Oberkochen)

Eppendorf

Vertrieb

Polysciences (Warrington. USA)
Nunclon (Roskilde, Denemark)
Nunclon

Nunclon

Nunclon

Sarstedt (Nimbrecht)

Sarstedt

3.4 Verwendete Chemikalien und Medikamente

Bezeichnung

Agarose NEEO-Ultra Qualitat
Aprotinin

Bepanthen

DNA-Kit (innu PREP DNA Mini Kit)
DNA Away

DreamTagDNA-Polymerase
d-NTP

Gentamicin

Ketamin

Lysine

Matrigel

Metacam

Natriumazid

Vertrieb

Carl Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Bayer (Leverkusen)
Analytic Jena (Jena)

Sigma — Aldrich Chemie
(Schnelldorf)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas

AniMedica (Senden-Bosensell)
Bela-Pharm (Vechta)

MERCK (Darmstadt)

BD Biosciences (Heidelberg)
Boehringer (Ingelheim)

Sigma - Aldrich Chemie
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Natriummetaperiodat

PFA 16 %

Primer
Radachlorin
Sevofluran
Synergel

TissueTec

Thymidin
Trypanblau

Xylazin (Handelsname Rompun)

3.5 Maedien und Zusatze fiir die Zellkultur

Bezeichnung
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM:Ham's F12 Medium (1:1)
Dulbecco's PBS (1X) mit Ca & Mg
Dulbecco's PBS (1X) ohne Ca & Mg
Fotales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin

MEM in Earles BSS
Nichtessentielle Aminosduren
Penicillin/Streptomycin

Natriumpyruvat

Sigma - Aldrich Chemie

Electron Microscopy Sciences
(Minchen)

MWG (Ebersberg)

Rada-Pharma (Moskau, Russland)
Albrecht GmbH (Aulendorf)

Carl Roth

Sakura Finetek Germany GmbH
(Staufen)

Sigma — Aldrich Chemie
Invitrogen (Darmstadt)

Bayer Vital (Leverkusen)

Vertrieb

Sigma — Aldrich Chemie
PAA Laboratories (Pasching)
PAA Laboratories

PAA Laboratories

Allgaeu BioTech (Gorisried)
PAA Laboratories

PAA Laboratories

PAA Laboratories

PAA Laboratories

PAA Laboratories
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3.6 Haufig verwendete Puffer

0,1 M Tris Puffer pH 7,4

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,3

3.7 Software

Bezeichnung

EndNote 5
GraphPad Prism 5
Flowlo 7.6.4

Imagel) 1.46a

12,1 g Tris Base
81,5 ml 1N HCl
900 ml A. bidest.
23 ml Lésung A
77 ml Lésung B

Lésung A
13,9 g NaH2PO4
Auf 1000 ml mit A. bidest. auffullen.

Losung B
26,825 g NaHPO4X7H,0

Auf 1000 ml mit A. bidest. auffillen.

Hersteller

Thomson ResearchSoft (Carlsbad, CA, USA)
GraphPad Software (San Diego, CA, USA)
Tree Star (Ashland, OR, USA)

NIH (Bethesda, MD, USA)
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4 Methoden

4.1 Allgemeines zur Verwendung der Endoskope

Im Rahmen des Projektes wurde zunadchst ein Endoskopsystem mit konventioneller Xenon-
Lichtquelle, in spateren Versuchen ein auf schnell schaltbaren Laserdioden basierendes
System der Firma KARL STORZ eingesetzt. Wahrend das Xenon-basierte System ein
manuelles Schalten von WeiRlicht in den Fluoreszenz-Beobachtungsmodus erlaubte, war mit
dem Laserdioden-basierten System eine parallele Erfassung eines Weilllichtbildes und

zusatzlich zweier Fluoreszenzbilder moglich.

Zur  Kleintierendoskopie  wurde entweder ein  Endoskop mit geordnetem
Faserblndel (d=1,2 mm) oder ein Stablinsenendoskop (d=2 mm) verwendet. Fir die
Bronchoskopie lag auf Grund der GréRe der Trachea der maximal verwendbare Durchmesser
bei unter 2 mm, so dass hier nur das Bildleiter-basierte Endoskop (Faserbiindel) verwendet
werden konnte. Bei der Koloskopie und den in vitro Versuchen wurde das
Stablinsenendoskop mit dem Durchmesser von 2 mm verwendet, womit auch eine bessere

Bildqualitat erreicht werden konnte.

4.2 Weilllicht- und Fluoreszenzendoskopie mit Xenon-Lichtquelle

Bei der Verwendung einer Xenon-Lichtquelle wird fir die Fluoreszenzendoskopie in die
Lichtquelle ein optischer Sperrfilter eingeschwenkt. Dieser Filter transmittiert Licht in einem
bestimmten, auf das Anregungsspektrum der vorgesehenen Fluorophore angepassten
Wellenlangenbereich. Ein komplementarer Filter wird manuell vor der Endoskopkamera
mittels eines Halters eingesetzt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei auf einem
Filterrad in der Xenon-Lichtquelle montierte Anregungsfilter verwendet. Der erste Filter
stellt Licht im Wellenldngenbereich von 506 - 594 nm zur Anregung des TurboFP635-
Fluoreszenzproteins der transfizierten Zellen zur Verfiigung. Ein zweiter Filter liefert Licht im
Bereich von ca. 380 -431 nm zur Anregung der Kontrastmittel. Die dazu komplementaren
Beobachtungsfilter transmittieren entsprechend > 620 nm fiir den ersten Filter (intrinsische
Fluoreszenz der Zellen) bzw. >450nm fiir den zweiten Filter (Fluoreszenz des
Kontrastmittels). Die Verwendung des WeiRlichtmodus sowie der jeweiligen Anregungs- und

Detektionsfilter ist nur getrennt voneinander moglich. Dafiir wird jeweils ein Umschalten der
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Lichtquelle sowie der manuelle Ein- bzw. Ausbau des Beobachtungsfilters vor der Kamera

erforderlich.

4.3 Mehrkanal-Endoskopsystem

Unter Verwendung des neuartigen Mehrkanal-Endoskopsystems mit synchroner
Beleuchtung und Bildaufnahme kann die Fluoreszenz unterschiedlicher Wellenlangen in
getrennten  Kandlen  quasi-simultan  beobachtet  werden. Die elektronische
Nacheinanderschaltung der fiir drei Beleuchtungsmodi vorgesehenen Laser erméglicht eine
parallele Betrachtung eines Weillichtbildes in einem Kanal, die Fluoreszenz der
implantierten Zellen in einem zweitem und die Fluoreszenz der Kontrastmittel in einem

dritten Kanal.

Fiir das Weilllicht werden gleichzeitig ein blauer (450 nm), roter (635 nm) und griiner
(532 nm) Laser geschaltet. Das Verhaltnis der Laser und die Gesamtintensitdt kdnnen
manuell reguliert werden. Zur Anregung des Fluoreszenzproteins der transfizierten Zellen
und der Fluoreszenz der Kontrastmittel werden zwei Laser mit Wellenlangen von 589 nm
und 405 nm Kamerasynchron angesteuert. Ein vor der Kamera platzierter Kerbfilter blockiert
selektiv reflektiertes Laserlicht und ermoglicht somit eine parallele WeiRlicht-/Fluoreszenz-
Darstellung aller drei Modi (Abbildung 3). Nach Bedarf kann die Intensitdt der Laser

angepasst werden.

Die Belichtungszeit fiir die Kamera kann im entsprechenden User Meni eingestellt werden.
Fiir die Belichtungszeit der Kamerasynchronen Ansteuerung der 405 nm, 589 nm und RGB
Laser kdnnen Werte von 1/8 Sek, 1/15 Sek, 1/30 Sek und 1/50 Sek gewahlt werden. Je
langsamer die Schaltung der Laserdiode, desto langer wird das beobachtete Objekt belichtet
und desto heller erscheint das Bild, wobei eine umso grolRere Verzégerung des

nachstkommenden Bildes entsteht.
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Notchfilter

hN

m Kamera
Endoskop U Synchronisation
WeiRlichtquelle
Strahlteiler
450 nm
Laser 1 - Anregung der TurboFP635 Laser 2 - Anregung der Kontrastmittel
elektronisch schaltbar elektronisch schaltbar

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Mehrkanal-Endoskopsystems
Abbildung freundlicherweise von W. Gébel (Karl Storz GmbH) zur Verfiigung gestellt.

Mittels speziell fir das System konfigurierter Software wurde ein Kamerasynchrones
Auslesen der Bildinformationen ermdglicht (Abbildung 4). Somit wurde fiir jeden Modus ein
getrenntes Video produziert, was eine quasi-simultane Betrachtung der Weilllicht- und

beider Fluoreszenzlicht-Bilder erlaubt.

Timing
WeiR-licht Laser1 Laser2 WeiR-licht Laser1 Laser2
Beleuchtung
Farb- Fluores- Fluores- Farb-bild Fluores- Fluores- Zeit
bild zenz 1 zenz2 zenz 1 zenz2

Bildgebung
L GG I GG TGS
- /W

Abbildung 4: Kamerasynchrone Beleuchtung und Auslesen/Sortieren der Bildinformation
Abbildung freundlicherweise von W. Gébel (Karl Storz GmbH) zur Verfiigung gestellt.
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4.4 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen in vitro

Alle Zellkulturarbeiten wurden in einer Werkbank unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
Die Zellkulturmedien wurden nach dem Ansetzen maximal 14 Tage verwendet. Sofern nicht
anders beschrieben, wurden die Zellkulturmedien, PBS und Trypsin kurz vor dem Gebrauch
im Wasserbad auf 37°C temperiert. Alle Medien und Puffer wurden im Kiihlschrank bei 4°C
gelagert. Die Zellen wurden nach maximal 20 Passagen entsorgt und durch neu aufgetaute

Zellen ersetzt.

4.4.1 Kultivierung der Zellen

Zwei humane Darmkrebszelllinien (LS-174T, SW480) und eine humane Lungenkrebszelllinie
(SK-MES1) wurden zur Implantation ausgewahlt (s. 5.1). Die Kultivierung erfolgte im
Brutschrank bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Die Zellen wurden in den von CLS
empfohlenen Medien in 25 cm? oder 75cm?® Zellkulturflaschen gehalten und 2-3 mal
wochentlich im Verhaltnis 1:2 bis 1:5 passagiert. Hierfir wurden die Zellen nach dem
Entfernen des Mediums mit PBS gewaschen, trypsiniert und in frisches Medium
aufgenommen. Die LS-174T-Zellen wurden nach dem Trypsinieren mit Hilfe einer Spritze mit
Kaniile durch mehrmaliges Aufziehen der Zellsuspension zusatzlich vereinzelt. Dann wurde

ein Teil der Suspension in neue Flaschen ausgesat.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.
Um den Anteil der toten Zellen zu bestimmen, wurde bei der Zellzahlung Trypanblau

verwendet.

Verwendete Medien:

LS-174T 500 ml MEM in Earles BSS Medium
57,5 ml FCS
5,75 ml L-Glutamin
5,75 ml Penicillin/Streptomycin

5,75 ml nichtessentielle Aminosauren
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SW480 500 ml DMEM:Ham's F12 Medium (1:1)

57 ml FCS

5,7 ml L-Glutamin

5,7 ml Penicillin/Streptomycin
SK-MES1 500 ml MEM in Earles BSS Medium

58 ml FCS

5,8 ml L-Glutamin

5,8 ml Penicillin/Streptomycin

5,8 ml Natriumpyruvat

5,8 ml nichtessentielle Aminosduren

4.4.2 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert, in Medium aufgenommen und 5 Min bei
125 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in Einfriermedium
resuspendiert und die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellsuspension
wurde auf 1x10° Zellen/ml eingestellt, 4 1 ml in Einfrierréhrchen aliquotiert und zunachst fur
mindestens 24 h bei -80°C in Einfrierboxen gelagert. Zur langfristigen Lagerung wurden die

Zellen in einen Stickstofftank Gberfuhrt.

Einfriermedium Medium mit einem Zusatz von 10 % DMSO

4.4.3 Vorbereitung der Zellen fir die Implantation

Zur Implantation der Zellen (s. 4.6.3) wurde zum einen eine Zellsuspension in Medium
verwendet. Zum anderen wurde die Zellsuspension mit Matrigel gemischt. Diese
extrazelluldre Matrix soll die Anwachsrate der humanen Zellen nach der Implantation

erhéhen und die Entwicklung des Tumors im Tier beglinstigen.

Zehn Tage vor der Zellimplantation wurden die Zellen aufgetaut und vermehrt. Am Tag der
Implantation wurden sie trypsiniert, in Medium aufgenommen und 5 Min bei 125xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in Medium resuspendiert und

die Zellzahl und der Anteil toter Zellen bestimmt. Die Zellzahl wurde fiir den jeweiligen
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Versuch auf die vorgesehene Konzentration eingestellt. Die Zellsuspension wurde
entsprechend der Tierzahl in ReaktionsgefdaBe aufgeteilt und bis zur Implantation auf Eis

gelagert.

Fiir die Zellsuspension mit Matrigel wurden die Zellen zunachst wie oben beschrieben
vorbereitet. Da Matrigel bei Uber 7°C gelartig wird, wurden alle Arbeiten auf Eis
durchgeflihrt. Nach dem Abkihlen der Zellsuspension wurde Matrigel im gleichen Volumen

zugegeben und die Losung unter Vermeidung von Luftblasen gemischt.

4.4.4 Endoskopische Untersuchung der Zellen

Zur Validierung und Bestimmung der Nachweisgrenze der verwendeten Endoskope wurden
in vitro Untersuchungen mit SK-MES1- und SK-MES1FP635- Zellen durchgefiihrt. Hierzu
wurden zum einen 3D-Modelle mit SK-MES1FP635-Zellen in unterschiedlicher Konzentration
und zum anderen eine Mischung aus transfizierten und untransfizierten Zellen hergestellt.
AuBerdem wurden konfluent gewachsene SK-MES1- und SK-MES1FP635-Zellen mit einem
peptischen Kontrastmittel (D1ATTO495) bzw. Radachlorin kontrastiert und die

Kontrastmittelaufnahme der Zellen beobachtet.

4441 Vorbereitung der Zellen

Fir die endoskopische Untersuchung konfluent gewachsener Zellen wurden diese auf
Glasdeckglaschen ausgesat. Dazu wurden sterile Deckgldschen in 24-Kavitdten Platten
vorgelegt. Dann wurden 5x10° Zellen in die Kavititen pipettiert. Nach 20-24 h waren die

Zellen konfluent gewachsen.

Zur Imitation der Tumore in vitro wurden die 3D-Modelle produziert. Daflir wurde die SK-
MES1FP635-Zellsuspension 1:1 mit Matrigel gemischt. Von dieser Mischung wurden 1 pul-
Tropfen auf die Oberflache einer Limox Schale oder einer 8-Kavitdaten Zellkulturkammer
pipettiert. Die Proben wurden fiir 1-2 Min bei 37°C inkubiert, wodurch die Tropfen eine feste
Konsistenz annahmen. AnschlieBend wurden die Proben mit warmem Medium
Uberschichtet und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden

die dreidimensionalen Zellkulturen untersucht.
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4442 Kontrastierung der Zellen

Die Kontrastierung der konfluent gewachsenen Zellen bzw. der dreidimensionalen Zellkultur
wurde entweder durch die Behandlung mit fluoreszierender Peptidlésung oder mit
Radachlorin erreicht. Die Kontrastmittel wurden mit warmem Medium auf die gewiinschte
Konzentration verdinnt (D1ATTO495 10 uM, Radachlorin 50 pg/ml) und unmittelbar nach
dem Ansetzen auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte fir 60 bzw. 90 Min im
Brutschrank. Danach wurden die Kontrastmittelldsungen abgenommen und die Proben 2-3
mal mit warmem PBS gewaschen, bevor sie endoskopisch untersucht wurden. Alle Arbeiten

wurden bei moglichst wenig Licht durchgefiihrt.

4.4.4.3 Endoskopie der Zellen

Die endoskopischen Untersuchungen der Zellen wurden in einem dunklen Raum
durchgefihrt. Die zu untersuchenden Zellen wurden mit temperiertem PBS bedeckt und
entweder mit dem Xenon-basiertem Endoskop oder mit dem Mehrkanal-Endoskopsystem
betrachtet. Daflir wurden die Endoskope an einem Stativ fixiert und in einem Winkel von 20-

60° auf die Zellen ausgerichtet.

4.4.5 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der quantitativen und qualitativen Analyse
der Fluoreszenzeigenschaften und Morphologie von Zellen. Hierzu werden die Zellen mittels
eines Flussigkeitsstroms vereinzelt und durch eine Kapillare geleitet. In dieser wird jede Zelle
nacheinander mit verschiedenen Lasern bestrahlt und das emittierte Licht analysiert. Der
Hauptvorteil dieser Technik ist die Charakterisierung einer groRen Zahl an Zellen in kurzer

Zeit.

Fiir die Durchflusszytometrie wurden die Zellen nach dem Trypsinieren in kaltem FACS
(fluorescence activated cell sorting) Puffer aufgenommen und auf 1x10° lebende Zellen/ml
eingestellt. Tote Zellen wurden durch Verwendung von Trypanblau beim Zahlen markiert
und bei der Bestimmung der Zellzahl nicht mit einbezogen. Der Anteil an toten Zellen lieferte

einen wichtigen Hinweis auf die Vitalitdt der Zellen.
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Wichtig bei der Probenvorbereitung ist, dass die Zellen gut vereinzelt werden, um die
Verstopfung der Kapillare im Durchflusszytometer zu vermeiden. Zudem miissen die Proben
bis zur Vermessung bei 4°C gelagert werden. Pro Messung wurden bis zu 0,5 ml
Zellsuspension (entspricht 5x10° Zellen) verwendet. Die Fluoreszenzanalyse erfolgte am

Gerat LSR Il (BD Biosciences).

Um die Fluoreszenz der Zellen zu messen, wurden sie mit einem blauen Laser bei 488 nm
angeregt und die emittierte Fluoreszenz mittels eines 675-715 nm Filters detektiert. Fir die
Analyse mittels der Auswertesoftware FlowJo wurden so genannte gates gesetzt, die eine
Trennung der relevanten Zellen von toten Zellen oder Zelltrimmern ermoglichte
(Abbildung 5Abbildung 5, gate P1). AuBerdem wurde mit Hilfe der gates ein cutoff zwischen
untransfizierten, nicht fluoreszierenden und transfizierten, fluoreszierenden Zellen
festgelegt. Die Grenze wurde so definiert, dass mindestens 95 % der untransfizierten Zellen

im negativen gate P2 lagen (Abbildung 5, gate P2).

001-L5-174T ohne Transfektion 001-1L5-174T ahne Transfektion
¢ =
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m2 o34 A2 P3 P4
o
IIIIIII| T T II.IIII| T I.IIIIII| T IIIIIII| T ,CI_E
1n? 10? 0 10 E
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-l P3 42 04 0.4
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Abbildung 5: Setzung der gates fiir die Durchflusszytometrie

Die Fluoreszenzanalyse erfolgte alle 14 Tage Uber einen Zeitraum von sechs Wochen. Nach
dem Auftauen und ersten Passagieren der Zellen wurde Messung 1 durchgefiihrt (Tag O
genannt). Die an Tag O fiur jede Zelllinie festgelegten Einstellungen wurden innerhalb des
Untersuchungszeitraums von 42 Tagen nicht verdndert, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten. Zudem wurden die untransfizierten Zellen bei jeder Messung

als Kontrolle mitgefihrt.
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FACS-Puffer PBS ohne Ca&Mg
1% FCS
0,05 % NaN3

4.4.6 Ausbleichversuche

Das Verhalten des Fluoreszenzproteins TurboFP635 unter Lichteinfluss wurde an SK-
MES1FP635-Zellen untersucht. Hierfiir wurden 5x10° Zellen/Kavitat in eine 24-Kavitaten
Platte ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium der (iber Nacht konfluent
gewachsenen Zellen durch Medium ausgetauscht, dem Thymidin in einer Endkonzentration
von 2 mM zugesetzt war. Thymidin unterdriickt die Zellteilung, so dass die Zellen in der S-
Phase (Synthesephase) synchronisiert werden. Nach 20-24-stiindiger Inkubation im

Thymidin-haltigen Medium wurde mit den Ausbleichversuchen gestartet.

Das Ausbleichen der Fluoreszenz wurde am Mikroskop Olympus IX-81 mit integriertem ,Live-
Cell-Imaging-System”“ und 103 W Quecksilberlampe als Lichtquelle durchgefiihrt. Zur
Anregung und Detektion der Fluoreszenz wurde ein Filterwirfel 530-550 nm und 570-
590 nm verwendet. Die Zellen wurden mit einer Lichtleistung von 0,8 W/cm? belichtet. Die
Ausbleichversuche wurden in der am Mikroskop integrierten Klimakammer mit 5% CO,,

37°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60-80 % durchgefiihrt.

Die Fluoreszenz der SK-MES1FP635-Zellen wurde an definierten Stellen im Zellrasen durch
eine 35-min(itige permanente Belichtung ausgeblichen. Wahrend des Ausbleichens wurden

automatisch im Abstand von 5 Min Fotos mit einer Belichtungszeit von 2 Sek aufgenommen.

Nach 35 Min, als in den ausgeblichenen Bereichen im Zellrasen kaum noch Fluoreszenz
sichtbar war, wurde die Belichtung gestoppt und mit der Regenerationsphase begonnen. Die
Veranderung der Fluoreszenzintensitat in den Zellen wurde fir weitere 42 h beobachtet.
Hierzu wurden die ausgeblichenen Stellen alle 20 Min mit denselben Einstellungen wie beim

Ausbleichen fotografiert.

Zur Beurteilung des Verhaltens des Fluoreszenzproteins wurden die Fotos aus drei
unabhangigen Versuchen mit der Bildanalyse-Software FlJI ausgewertet. Fiir jedes Foto
wurde die mittlere Graustufe Uber das gesamte Bild bestimmt. Dann wurde jeweils der

Mittelwert aus den Fotos der drei Versuche errechnet. Der Mittelwert der unbehandelten
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Zellen zum Zeitpunkt O wurde als 100 % definiert. Alle weiteren Werte wurden im Verhaltnis
dazu berechnet. Fiir die Hintergrundwerte wurde eine Kavitdt mit Medium ohne Zellen

fotografiert.

4.4.7 Fixierung der Zellen

Verdachtiges Gewebe der Versuchstiere, welches sich nach der Zellimplantation gebildet
hat, sollte histologisch auf Tumore untersucht werden. Hierzu kdnnte die intrinsische
Fluoreszenz der implantierten Tumorzellen genutzt werden. Fir die histologische
Untersuchung musste allerdings das Gewebe fixiert werden. Um das Verhalten des
Fluoreszenzproteins in den SK-MES1FP635-Zellen wahrend der Fixierung beurteilen zu
kénnen, wurden daher folgende Fixative getestet: 4 % Paraformaldehyd (Kim et al), Zink-

Fixativ, PLP-Fixativ und Glutaraldehyd.

5x10° SK-MES1FP635- bzw. SK-MES1-Zellen wurden in 24-Kavititen Platten ausgesat und
Uber Nacht konfluent werden lassen, bevor sie mit den genannten Fixativen behandelt
wurden. Hierzu wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen 1x mit PBS mit Ca&Mg
gewaschen. Dann wurde je 1 ml Fixativ-LOsung in die Kavitdaten gegeben und die Fluoreszenz
der Zellen am Mikroskop Olympus IX-81 bei RT beobachtet. Uber einen Zeitraum von 3 h

wurden im Abstand von 15 Min Fotos an definierten Stellen im Zellrasen aufgenommen.

Je 2 Fotos aus 3 unabhangigen Versuchen wurden wie unter 4.4.6 beschrieben ausgewertet.
Der Mittelwert unbehandelter Zellen wurde als 100 % definiert und alle weiteren Werte im

Verhaltnis dazu errechnet. Fiir die Hintergrundwerte wurden untransfizierte SK-MES1-Zellen

fotografiert.
4 % PFA pH 7-7,2 25 ml 16 % PFA

75 ml 0,125 M Phosphatpuffer
Zink-Fixativ 0,5 g Calciumacetat

5 g Zinkacetat
5 g Zinkchlorid

Auf 1 L mit Tris Puffer auffillen.
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PLP-Fixativ pH 7,4 50 ml 0,1 M Phosphatpuffer
33,3 ml 8 % PFA
50 ml 0,2 M Lysin HCI
0,3 g Natriummetaperiodat

0,2 M Lysin HCI

7,32 g Lysin HCI
200 ml 0,1 M Phosphatpuffer
8 % PFA

20 ml 16 % PFA
20 ml A. bidest.

Glutaraldehyd-Fixativ pH 7,4 8 ml 25 % Glutaraldehyd
25 ml 8 % PFA

66 ml 0,15 M Phosphatpuffer

4.4.8 Cryoeinbettung der Zellen

Zusatzlich zur Fixierung (s.4.4.7) wurde auch die klassische Cryoeinbettung als eine mogliche
Vorbereitungsmethode zur histologischen Untersuchung von Gewebeproben getestet. Auch

hier wurde das Verhalten des Fluoreszenzproteins beobachtet.

Fur die Cryoeinbettung wurden 5x10° SK-MES1FP635- bzw. SK-MES1-Zellen wie unter 4.4.4.1
beschrieben auf Glasdeckglaschen ausgesat und lGber zwei Tage konfluent werden lassen.
Dann wurden die bewachsenen Deckglaschen der 24-Kavitaten Platte entnommen, mit der
Zellseite nach oben auf Objekttrager platziert und mit TissueTec-Einfriermedium Uberdeckt.
Die Proben wurden mit fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen aufgetaut und wie unter 4.4.7 beschrieben am Mikroskop

fotografiert.
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4.5 Arbeiten mit Gewebe

4.5.1 Behandlung der Darmschleimhaut mit Trypsin

Um vor den in vivo Versuchen, bei denen die Schleimhaute des Darms und der Trachea von
RNU-Ratten mit Trypsin behandelt wurden (s. 4.6.3.1 und 4.6.3.2), die Wirkung von Trypsin
auf die Schleimhdute abschdatzen zu koénnen, wurde diese Wirkung an explantiertem

Darmgewebe einer Ratte untersucht.

Der frisch praparierte Dickdarm einer Ratte wurde in ca. 1 cm lange Abschnitte geteilt. Das
eine Ende der Abschnitte wurde mit einem Faden verschlossen. Dann wurden 150 pl Trypsin-
Losung (0,5mM bzw. 1 mM) in das Innere pipettiert und das andere Ende ebenso
verschlossen. Die Darm-Abschnitte wurden in eine 12-Kavitaten Platte mit 100 pl PBS
platziert und bei 37°C fir 15 Min inkubiert. Danach wurden die Darm-Abschnitte an einem
Ende gedffnet, 150 pl 0,1 mM Aprotinin-Lésung zugegeben und wieder verschlossen. Nach
weiteren 5 Min der Inkubation wurden die Darmstilicke ge6ffnet und mit PBS gespiilt. Die
Enden der Darmstlicke wurden abgeschnitten und verworfen. Das verbliebene Gewebe
wurde in ca. 2x2x2 mm kleine Sticke geschnitten und fir die Untersuchung im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) weiter bearbeitet (s. 4.5.2). Fiir die Kontrollreihe

wurde das Gewebe mit PBS anstatt Trypsin behandelt.

Trypsin-Lésung 1 mM Trypsin (10x) pur in PBS
Gekauft bei PAA, die Aktivitat betrug 20819,1 Unit/ml

Trypsin-Losung 0,5 mM 5 ml Trypsin (10x) in PBS
5 ml PBS
Aprotinin-Losung 0,1 mM 6,7 mg Aprotinin
1 ml PBS
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4.5.2 Elektronenmikroskopie

Der Zustand des Darmgewebes nach der Behandlung mit Trypsin im Vergleich zum

Kontrollgewebe ohne Trypsinbehandlung wurde elektronmikroskopisch untersucht.

Wahrend der Fixierung wird das Gewebe hart und briichig. Um ein Zerstéren des Gewebes
wahrend der Fixierung und Entwasserung zu vermeiden, wurden alle Lésungen vorsichtig

seitlich in die Glaschen pipettiert und abpipettiert, ohne das Gewebe zu berlhren.

Die ca. 2x2x2 mm  kleinen  Gewebesticke  wurden in  Glaschen mit 5ml
Natriumcacodylatpuffer gegeben. Nach kurzer Inkubation wurde der Puffer durch 1 ml frisch
angesetztes Fixativ ersetzt. Die Fixierung dauerte 90 Minuten. In dieser Zeit wurde das
Fixativ alle 10 Min durch frisches ersetzt. Danach wurde das Gewebe fiir 10 Min in 5 ml
Natriumcacodylatpuffer gewaschen. Im nachsten Schritt wurde das Gewebe mittels einer
Ethanolreihe (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 95 %, 2 mal 100 %, jeweils 15 Min) entwdssert. Danach
folgte zweimalig eine flinfmindtige Inkubation in 2 ml Propylenoxid. Nach der Fixierung und
Entwdsserung wurden die Gewebestlicke ber Nacht bei 4°C mit einem Gemisch aus
50 % Epon 1:1 und 50 % Propylenoxid behandelt. Am nachsten Tag wurde die Mischung
durch Epon 1:1 ersetzt und die Proben fiir 3 h bei RT inkubiert. Die Gewebestlicke wurden
zusammen mit Beschriftungsschildern in Einbettformen platziert, diese wurden mit Epon 1:1
aufgefillt. AnschlieBend folgte eine 48 stiindige Aushartung bei 60°C.

Von den ausgehdrteten Gewebeblockchen wurden mittels eines Pyramitoms und
Glasmessern Semidiinnschnitte von etwa 200 nm Dicke angefertigt. Anhand der Schnitte
wurden die Bereiche ausgewdhlt, die im TEM untersucht werden sollten.

Zur Herstellung der Ultradiinnschnitte wurde zunachst am Pyramitom eine Pyramide um den
ausgewahlten Bereich des Gewebes geschnitten. Dann wurden am Mikrotom
Ultradinnschnitte von 50-100 nm Dicke hergestellt. Diese wurden auf Dlinnsteg-Netzchen
aufgezogen und getrocknet. Die Schnitte wurden kontrastiert, indem die Diinnsteg-Netzchen
erst 5 Min mit den Schnitten nach unten auf einen Tropfen Uranylacetatlésung und nach
einem kurzen Waschgang in A. bidest. fir 15 Min auf einen Tropfen Bleicitratlésung gelegt
wurden. Danach wurden die Schnitte kurz in Waschlosung sowie in A. bidest. gewaschen und

getrocknet, bevor sie im TEM untersucht und fotografiert wurden.
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Natriumcacodylatpuffer 0,1 M Cacodylsaure, Natriumsalz (pH 7,4)

Fixativ 0,25 ml Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Stammldsung (SL)
0,25 ml 2 % Osmiumtetroxid

0,5 ml Fixativ-Vormischung

Kaliumhexacyanoferrat(ll)-SL 1,5 g Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat
ad 100 ml A. bidest.

(Losung nicht langer als einen Tag verwenden)

2 % Osmiumtetroxid (w/v) 1 g Osmiumtetroxid

50 ml A. bidest.

Fixativ-Vormischung 2 ml 25 %ige Glutaraldehydlosung
5 ml 0,2 M Cacodylsaure, Natriumsalz (pH 7,4)
3 ml A. bidest.

(Losung nicht langer als einen Tag verwenden)

Epon 1:1 2 Teile Epon-SL A
1 Teil Epon-SL B
2 % (v/v) DMP 30

Epon-SL A 6,2 ml Epon 812
10 ml DDSA
Epon-SL B 10 ml Epon 812
8,9 mI NMA
Uranylacetatlosung 1 ml Uranylacetat-SL
1 ml Aceton
Uranylacetat-SL 1,6 g Uranylacetat

ad 20 ml A. bidest.
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Bleicitratlésung 0,665 g Blei(ll)nitrat
0,88 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
20 ml kochendes A. bidest.
20 min schitteln
0,16 g Natriumhydroxid
ad 25 ml A. bidest.
Ultraschallbehandlung, bis Losung klar ist
pH mit NaOH auf 12,0 einstellen

Waschlosung 10 ml A. bidest.
1 Tropfen 1 M NaOH

4.5.3 Molekularbiologisches Arbeiten

Nach der Implantation von humanen transfizierten Tumorzellen in die Ratte (s. 4.6.3) wurde
verandertes Gewebe mit Tumorverdacht mittels PCR-Analyse als eine von der Endoskopie
unabhangige Methode untersucht, um eine moégliche humane Tumorentwicklung bestatigen
zu kénnen. Hierfur wurden die Tiere maximal 16 Wochen nach der Zellimplantation getotet,
der Darm bzw. die Trachea entnommen, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C

bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

45.3.1 DNA-Isolierung

Zur Isolierung der DNA von verdachtigem Gewebe wurde ein ,innuPREP DNA Mini Kit”
(Analytik Jena) verwendet. Arbeitsflaichen, Gerdate und Pipetten wurden mit ,DNA-Away“
(Sigma — Aldrich) gereinigt. Das zu untersuchende Gewebe wurde mit einem Einmal-Skalpell
in 15 - 20 mg Sticke geschnitten. Die Gewebestlicke wurden in Reaktionsgefalle liberfiihrt

und gemaR Protokoll bearbeitet.

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte am BioPhotometer (Eppendorf) mittels OD-
Messung bei einer Wellenldange von 260 nm. Zudem wurden die Verhaltnisse 260/280 nm

und 260/230 nm bestimmt, um Aussagen Uber die Reinheit der Proben machen zu kénnen.
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Die Proben wurden zur kurzfristigen Verwendung im Kihlschrank aufbewahrt. Zur spateren

Verwendung wurde das Material bei -20°C gelagert.

4.5.3.2 PCR-Analyse

Fir die PCR-Analyse der isolierten DNA (s. 4.5.3.1) wurden mittels der Webseite ,,Primer3
Input” Version 4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) Primer kreiert. Um das Anwachsen der
Tumorzellen im Tier nachweisen zu kénnen, wurden Primer ausgesucht, die spezifisch fiir
das Fluoreszenzprotein TurboFP635 sind, mit den Sequenzen 5'-CCTGGCTACCAGCTTCATGT
und 5 -AGTTCACCCCGTTGATCTTG. Die ProduktgroRe betragt 206 Basenbare (bp). Die DNA
einer unbehandelten Ratte, DNA der SK-MES1FP635-Zellen und Wasser wurden als

Kontrollen verwendet.

Es wurde ein gemeinsamer Mastermix angesetzt (Tabelle 1). Von diesem Mastermix wurden
je 19 ul zu 1 pl der zu untersuchenden DNA-Proben in PCR-Reaktionsgefdle pipettiert. Die
Konzentration der DNA betrug je nach Ansatz 10-20 ng/ul. Die Amplifikation erfolgte im
Thermocycler mit dem auf die Primer und die Polymerase angepassten Programm ,,95°C 3

Min, {95°C 30 Sek, 57° 30 Sek, 72°C 30 Sek}39x, 72°C 5 Min, 10°C“.

Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese lberprift. Hierzu wurde ein Agarose-
Gel gegossen und in eine mit TAE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer gelegt. Die PCR-
Produkte wurden mit je 3,8 ul Loading Dye (6 x) gemischt und je 15 ul Probe in die
Geltaschen pipettiert. In eine Tasche wurden 4 ul DNA Marker (50 bp) pipettiert. Fir die
Elektrophorese wurde das Programm ,5 Min — 65V und 50 Min — 95 V* verwendet. Im

Anschluss wurde das Gel unter UV-Licht am ,Electrophoresis Power Supply” fotografiert.

Tabelle 1: Mastermix fiir PCR

Mastermix Bestandteile Endkonzentration
Primer vorwarts 0,3 uM

Primer rickwarts 0,3 uM

dNTP 0,4 uM
Reaktionspuffer 1x

Polymerase 1 Unit/Reaktion
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Agarose-Gel: 0,7 g Agarose

1,65 g Synergel

ad 100 ml 1xTAE Puffer

10 pl Ethidiumbromid (1 %)
10xTAE Puffer: 48,46 g Tris

20 ml 0,5 M EDTANa,xH,0

2,9 ml 100 % Essigsaure

ad 1000 ml A. bidest.

pH 8 mit Essigsaure einstellen. Fiir PCR 1:10 mit A. bidest. verdinnt.

4.6 Arbeiten zur Etablierung eines orthotopen Tumormodells

Alle Untersuchungen an den Tieren wurden entsprechend dem genehmigten
Tierschutzantrag G266 durchgefiihrt.

4.6.1 Tierhaltung

Alle in vivo Untersuchungen wurden an RNU-Ratten durchgefiihrt. Die Tiere wurden bei
Charles River im Alter von 5-7 Wochen gekauft und in der Tierhaltung des
Forschungszentrums Borstel bei 21-23°C und 65 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Die
Adaptionsphase zwischen Transport der Tiere von Charles River und Versuchsbeginn betrug
eine Woche. Die Tiere wurden im Laufe des Versuches einmal pro Woche gewogen und der

Allgemeinzustand beobachtet.

4.6.2 Narkose

Zwei Narkosearten wurden wahrend der in vivo Versuche angewandt: bei den Tieren mit
dem Zielorgan Darm wurde eine Inhalationsnarkose mit Sevofluran verwendet, die Tiere mit

dem Zielorgan Trachea bekamen eine Injektionsnarkose mit Ketamin-Xylazin.
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4.6.2.1 Inhalationsnarkose

Zum Einleiten der Inhalationsnarkose wurde eine Kleintier-Anasthesieanlage verwendet. Als
Narkosegas wurde Sevofluran mit dem Tragergas O, verdampft. Zunachst wurden die Tiere
in eine mit Sevofluranatmosphare geflutete Induktionskammer gesetzt. Nach eingetretener
Narkose wurden die Tiere der Kammer entnommen und an eine Gesichtsmaske
angeschlossen. Die Narkose wurde mit 3 - 4 % Sevofluran und 1 L/min O, aufrechterhalten.

Die Lid- und Zwischenzehenreflexe wurden vor und wahrend des Eingriffes Gberprift.

4.6.2.2 Ketamin-Xylazin Narkose

Die Ketamin-Xylazin Mischung wurde intraperitoneal (IP) verabreicht. 10 — 20 Min nach der
Injektion wurden die Reflexe lberprift. Die Gesamtdauer der Narkose betrug 1-1,5h. Um
den Kreislauf aufrecht zu erhalten, wurden die Tiere vor und nach dem Eingriff unter einer

Rotlichtlampe platziert.

Ketamin-Xylazin Mischung 1 ml Ketamin (100 mg/ml)
250 pl Xylazin (20 mg/ml)

Arbeitskonzentration: (100+5) mg/kg Ratte

Beispiel: Eine 200 g schwere Ratte bekam 250 ul der Mischung.

4.6.3 Zellimplantation

Die Zellen zur Implantation wurden je nach Versuchsgruppe (Tabelle 2 und 3) entweder in
Medium aufgenommen oder zur Erhéhung der Anwachsrate der Zellen im Tier zusatzlich mit

Matrigel gemischt.

Vor der Zellimplantation wurden die Tiere gewogen und am Ohr markiert. Nach der
Zellimplantation wurde den Tieren subkutan (SC) einmalig Metacam (2 mg/kg) zur Analgesie

und Gentamicin (5 mg/kg) zum Verhindern von Entziindungen verabreicht.
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46.3.1 Zellimplantation in den Darm

Fiir die Zellimplantation in den Darm wurden LS-174TFP635- und SW480FP635-Zellen

verwendet. Die Zellen wurden wie unter 4.4.3 beschrieben vorbereitet.

Die Tiere wurden mittels Inhalationsnarkose betdubt (s. 4.6.2.1). Nach Eintreten der
Toleranzphase wurden sie auf eine Thermomatte in Rickenlage platziert. Auf die Augen der
Tiere wurde Bepanthen Salbe aufgetragen, um ein Austrocknen zu vermeiden. Bei der
Methode 1 wurden die Zellen ohne Trypsinvorbehandlung des Darms appliziert (Tabelle 2).
Fiir die Methoden 2 und 3 wurde der Darm gemdaR Tabelle 2 fir 15 Min mit Trypsin
vorbehandelt, gefolgt von einer flinfminltigen Aprotininbehandlung zum Abstoppen der
Trypsinaktivitat. Vor der Zellimplantation in den Darm wurden Trypsin und Aprotinin durch
vorsichtiges Einflihren eines Q-Tips in den Darm abgetupft. Alle Applikationen erfolgten mit
200 pl Spitzen und der entsprechenden Pipette. Die Pipettenspitze wurde ca. 5 mm in den
Enddarm eingefiihrt und die Losung appliziert. Im Anschluss an die Behandlung wurden
Metacam und Gentamicin verabreicht. 10 Min spater wurde den Tieren die Narkosemaske

entfernt.

Tabelle 2: Gruppenaufteilung fiir die Zellimplantation — Zielorgan Darm

Methode LS-174TFP635 SW480FP635
M1
G1 G4
Ohne 6 6
Zellen: 4x10° - 10 Min Zellen mit Matrigel: 9x10° - 10 Min

Trypsinvorbehandlung

G2 G5

M2
Trypsin: 100 pl - 15 Min Trypsin: 70 pl - 15 Min

Trypsin 0,1 mM
0,1 mM Aprotinin: 100 pl - 5 Min 0,1 mM Aprotinin: 70 ul - 5 Min
Zellen in Matrigel: 4x10°- 10 Min Zellen: 1x10 - 10 Min
G3 G6

M3 Trypsin: 100 pl - 15 Min Trypsin: 70 pl - 15 Min

Trypsin 1 mM 0,1 mM Aprotinin: 100 ul - 5 Min 0,1 mM Aprotinin: 70 pl - 5 Min
Zellen: 4x10°- 10 Min Zellen in Matrigel: 1x10’ - 10 Min

G 1-G6: Gruppennummer
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4.6.3.2 Zellimplantation in die Trachea

Fir die Zellimplantation in die Trachea wurden SK-MES1FP635-Zellen verwendet. Die Zellen

wurden wie unter 4.4.3 beschrieben vorbereitet.

Die Tiere wurden mit einer Ketamin-Xylazin Mischung narkotisiert (s. 4.6.2.2) und die Augen
mit Bepanthen Salbe befeuchtet. Nach Erreichen der Toleranzphase wurden die Tiere mit
den oberen Zdhnen an einer Halterung fixiert (Abbildung 6). Um die Sichtbarkeit im Maul zu
verbessern, wurde eine Kaltlichtlampe verwendet. Mit einem abgerundeten Spatel wurde
der Kehlkopf gedffnet, indem er von oben nach unten leicht angedriickt wurde. Dann wurde
eine 20G Kanilile mit abgeschliffener stumpfer Spitze in die Trachea eingefiihrt. Bei der
Methode 1 wurden die Zellen ohne Trypsinvorbehandlung der Trachea mit einer 1 ml Spritze
durch die Kanile in die Trachea appliziert (Tabelle 3). Bei den Methoden 2 und 3 hingegen
wurden gemall dem in Tabelle 3 gezeigten Schema zunachst Trypsin, gefolgt von Aprotinin
und schlieBlich die Zellen verabreicht. Zwischen den Applikationen wurde die Kaniile aus der
Trachea entfernt. Nach dem Eingriff wurden Metacam und Gentamicin verabreicht und die

Tiere zum Aufwachen unter einer Rotlichtlampe platziert.

Tabelle 3: Gruppenaufteilung fiir die Zellimplantation — Zielorgan Trachea

M1 M2 M3
Ohne Trypsinvorbehandlung Trypsin 0,1 mM Trypsin 1 mM
G1 G4 G5

Zellen: 50 pl — 7x10*

G2

Zellen in Matrigel: 100 pl - 2,5x106
G3

Zellen in Matrigel: 100 pl - 2,5x106

Trypsin: 50 pl — 10 Min
0,1 mM Aprotinin: 50 pl - 5 Min

Zellen in Matrigel: 50 pl - O,9x106

Trypsin: 50 pl — 10 Min
0,1 mM Aprotinin: 50 ul - 5 Min
Zellen: 50 ul—7x104

40



Methoden

Abbildung 6: Applikation der Zellen

4.6.4 Endoskopie der Tiere

Die Endoskopie des Darmes (Koloskopie) wurde bei den Ratten unter Sevofluran-Narkose (s.
4.6.2.1) durchgefiihrt. Es wurde ein Stablinsenendoskop mit einem Arbeitskanal fur die
Luftzufuhr verwendet. Mittels einer kleinen Luftpumpe wurde der Darm kontrolliert
insuffliert. Um den Kreislauf zu unterstiitzen, wurden die Tiere auf eine Warmematte gelegt.

Die Dauer der Endoskopie einer Ratte betrug zwischen fiinf und zehn Minuten.

Die Bronchoskopie erfolgte unter Ketamin-Xylazin Narkose (s. 4.6.2.2) mit einem
Faserbindelendoskop (d=1,2 mm). Aufgrund der geometrischen Verhaltnisse der
Rattentrachea musste die Bronchoskopie zligig, innerhalb von ein bis zwei Minuten
durchgefiihrt werden. Die Augen wurden mit Bepanthen vor dem Austrocknen geschitzt.
Nach der Bronchoskopie wurden die Tiere bis zum Aufwachen unter einer Rotlichtlampe

platziert.

Die Lid- und Zwischenzehenreflexe wurden vor und wahrend der Endoskopie des Darms und

der Trachea Uberprift.
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5 Ergebnisse

5.1 Auswabhl der Zelllinien zur Transplantation

Zur Beantwortung der Fragestellung des Projekts war es notwendig die Entwicklung von
Tumoren im Tiermodell in einem fir die nachfolgenden Endoskopieuntersuchungen
akzeptablen Zeitrahmen induzieren zu koénnen. Hierfir waren geeignete Zellen von
entscheidender Bedeutung. Nach intensiver Literaturrecherche wurde eine Vorauswahl der
in Frage kommenden Zelllinien getroffen, wobei folgende Kriterien herangezogen wurden:
bereits publizierte erfolgreiche Anwendung in Tumormodellen, haufiger Tumortyp, isoliert
aus einem solidem Tumor, kommerzielle Verfligbarkeit. Die nach diesen Kriterien potentiell
zur Inokulation geeigneten Tumorzelllinien sind in Tabelle 4 (humane Darmtumorzelllinien)

und Tabelle 5 (humane Lungenzelllinien) zusammenfassend aufgefiihrt.

Zur Etablierung der Tumormodelle wurden aus diesen Tabellen anhand der Haufigkeit der

Tumorart und der Herkunft drei Zelllinien ausgesucht:

Fir das Zielorgan Darm wurde die metastasenbildende Adenokarzinom-Zelllinie LS-174T und
weniger aggressive SW480 mit adenokarzinomem Ursprung gewahlt. Adenokarzinome
zahlen zu den besonders haufigen Tumorarten. Beide Zelllinien wurden aus primaren soliden
Tumoren gewonnen. Ferner wurden sie bereits in unterschiedlichen Tiermodellen

erfolgreich eingesetzt.

Aus einer Metastase isolierte Zellen kdnnen ihre Eigenschaften verdndern, was spatere
Schlussfolgerungen auf den primaren Tumor im Frihstadium erschwert. Dies galt als ein
wichtiges Ausschlusskriterium fir die Auswahl der Zelllinie (z.B. bei Zelllinie SW620).
Ebenfalls nicht in Betracht gezogen wurden Zellen, fiir die nach erfolgter Implantation nur

eine geringe Anwachsrate im Zielgewebe beschrieben wurde (z.B. bei Zelllinie Caco-2).

Fiir das Zielorgan Trachea wurde die aus dem haufig vorkommenden Plattenepitheltumor
isolierte SK-MES1 Zelllinie ausgewdhlt. Diese Zelllinie wurde ebenfalls bereits erfolgreich bei
Tiermodellversuchen verwendet. Zelllinien mit unklarem oder Metastasen-Ursprung, wie

Calu-6 und H-209, kamen fiir das Lungen-Tumormodell nicht in Frage.

Die drei ausgewahlten Zelllinien wurden von der Firma Marinpharm (Luckenwalde) mit dem
Gen fir das Fluoreszenzprotein TurboFP635 stabil transfiziert. Die Zelllinien erhielten

entsprechend die Bezeichnungen LS-174TFP635, SW480FP635 und SK-MES1FP635.
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Tabelle 4: Charakteristika der infrage kommenden Darmkrebszelllinien

Zelllinie  Herkunft Tumorentwicklung im Tiermodell Morphologie Zelltyp Referenz

Caco-2 Darmtumor In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Adeno- (Flatmark et al
Implantation in den Blinddarm von Monolayer karzinom 2004)
2x2x2mm subkutan gewachsenen
Tumorstiicken zu 40%, LKM-25%. CLs

DLD-1 Darmtumor In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Adeno- (Cespedes et
Injektion in den Blinddarm zu 88%, adhéarent karzinom al 2007)
davon LKM-57%.

HT-29 Darmtumor In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Adeno- (Flatmark et al
Implantation in den Blinddarm von Monolayer karzinom 2004)
2x2x2mm subkutan gewachsenen
Tumorstiicken zu 69%, LKM-83%. CLS

HCT116 Darmtumor In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Kolorektales  (Cespedes et
Implantation in den Blinddarm von adhédrent Karzinom al 2007,
2x2x2mm subkutan gewachsenen Flatmark et al
Tumorstiicken zu 100%, LKM-70%. 2004)

Bei der Injektion in den Blinddarm zu ATCC
75%, davon LKM-100%.
LS-174T Adeno- In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Adeno- (Bhullar et al
karzinom submukosalen Injektion in den Darm zu  adharent karzinom 2011, Kashtan
80%, LKM-0%. et al 1992)
Zellimplantation in den Darm mit CLS
beschadigter Mukosaschicht 100%.

SW480 Darmtumor In immundefizienten M&usen bei der Epithelial/ Adeno- (Flatmark et al
Implantation in den Blinddarm von Monolayer karzinom 2004)
2x2x2mm subkutan gewachsenen
Tumorstiicken zu 100%, LKM-0%. CLS

SW620 Aus der In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Adeno- (Cespedes et

Metastase im  Injektion in den Blinddarm zu 75%, adharent karzinom al 2007, Witty
Lymphknoten  davon LKM-50-100%. et al 1994)
von SW480

CLS — Cell Line Service, ATCC - American Type Culture Collection, LKM-Lymphknotenmetastase.
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Tabelle 5: Charakteristika der infrage kommenden Lungenkrebszelllinien

Zelllinie  Herkunft Tumorentwicklung im Tiermodell Morphologie Zelltyp Referenz
A549 Lungentumor  Bei bestrahlten Ratten 100 % Epithelial/ Adeno- (Mase et al
Tumorentwicklung nach intratrachealer Monolayer karzinom 2002)
Injektion.
ATCC
Calu-6 Ana- In immundefizienten Ratten bei der Epithelial/ Anaplast- (March et al
plastisches intratrachealen Calu-6 Zellimplantation ~ Monolayer isches 2001)
Karzinom mit EDTA 100%. Karzinom
vermutlich CLS
Lunge
H-209 Metastase im  In immundefizienten Mausen bei der Spharoid, SCLC (lochmann et
Knochenmark intra-trachealen Injektion 50-80%. vereinzelt und al 2012)
im Klumpen/ in
SCLC Suspension CLS
H-441 Perikardiale In immundefizienten Ratten bei der Epithelial/ Adeno- (Nagamachi
Flussigkeit bei  intrapleuralen Injektion-100%. Monolayer karzinom et al 1998)
Patient mit
Adeno- ATCC
karzinom
der Lunge
H-460 Lungen In immundefizienten Mausen bei der Epithelial LCLC (McLemore et
Tumor orthotopen Injektion der Zellen. al 1987)
ATCC
PC-14 Adenokarzino  In immundefizienten Mausen bei der Sphéroide, Aden- (Mase et al
m der Lunge intratrachealen Injektion 25 %. Runde Zellen/ okarzinom 2002)
in Suspension
und adhirent Sigma-Aldrich
SK- Pleuraerguss In immundefizienten Mausen bei der Epithelial/ Platten- (Lietal 2011)
MES1 der Lunge subkutanen Injektion. Monolayer epithel-
karzinom CLS

CLS — Cell Line Service, ATCC - American Type Culture Collection, SCLC — small cell lung cancer, LCLC — large cell

lung cancer.
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5.2 Charakterisierung der ausgewahlten Zelllinien

Nach stabiler Transfektion wurden die Zellen (iber mehrere Passagen kultiviert und sowohl
fluoreszenzmikroskopisch als auch durchflusszytometrisch charakterisiert. Die Parameter
Fluoreszenzstarke sowie die Homogenitat und Stabilitdt der Transfektion wurden dabei

Uberprift.

5.2.1 Morphologie der Zellen

Zunachst wurden Morphologie und Wachstumsverhalten der LS-174TFP635, SW480FP635
und SK-MES1FP635 Zellen in unterschiedlichen Wachstumsstadien mikroskopisch

untersucht.

Die Zellen aller drei Zelllinien haben eine epitheliale Form. Ein adhdrentes Wachstum ist
typisch. Die Zelllinie SW480FP635 beinhaltet einen zweiten, runden Zelltypus, welcher
oberhalb des Zellrasens als Suspensionskultur wachst (Abbildung 7C, D). Die LS-174TFP635
Zellen bilden keinen konfluenten Zellrasen aus, sondern wachsen in Inselstrukturen, was das
Passagieren und Vereinzeln der Zellen erschwert (Abbildung 7A, B).

Die SK-MES1FP635 hingegen ist eine als homogener Zellrasen wachsende Zelllinie, welche
eine konfluente Schicht ausbildet und sich gut vereinzeln lasst (Abbildung 7E, F). Aus diesem
Grund wurde die Lungenkrebszelllinie SK-MES1FP635 vorwiegend in den nachfolgenden in

vitro Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 7: Morphologie der ausgewahlten Zelllinien

LS174TFP635 (A, B), SW480FP635 (C, D), SK-MES1FP635 (E, F) jeweils Durchlichtbild und
Fluoreszenzbild (TRITC-Kanal). Die Fluoreszenzbilder wurden mit einem 10x Objektiv und einer
Belichtungszeit von 500 ms am Olympus 1X-81 Mikroskop aufgenommen.
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5.2.2 Stabilitat und Homogenitat der Transfektion

5.2.2.1 Durchflusszytometrie

Die Tumorentwicklung im Tiermodell benétigt Zeitrdume von wenigen Wochen bis hin zu
mehreren Monaten. Fiir die nachfolgende Fluoreszenzendoskopie war es essentiell, dass die
Stabilitat der Transfektion Uber den gesamten Zeitraum gewahrleistet war. Als wichtige
Parameter wurden daher die Intensitat der Fluoreszenz in den einzelnen Zellen, die
Verteilung fluoreszenter Zellen innerhalb der Population sowie die Langzeitstabilitat der
Fluoreszenz (ber mehrere Passagen angesehen. Mittels durchflusszytometrischer
Messungen wurden diese Parameter fiur alle drei Zelllinien iber mehrere Zellteilungen

hinweg flir insgesamt 42 Tage untersucht.

Nach dem Auftauen und ersten Splitten wurde mit einem Teil der Zellen die erste Messung
durchgefihrt (Tag 0), die restlichen Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO, weiter kultiviert. Im
Rhythmus von zwei Wochen folgten weitere durchflusszytometrische Analysen. Das
Fluoreszenzprotein TurboFP635 wurde hierbei jeweils mit dem 488 nm-Laser des
Durchflusszytometers angeregt. Das emittierte Licht wurde nach Passieren eines 700/30 nm

Filters detektiert.

Als Kontrolle dienten die jeweils untransfizierten Zellen, welche bei jeder Messung
mitgefiihrt wurden. Als fluorenzenz-negativ wurde der Bereich definiert in welchem >95 %

der untransfizierten Zellen lagen.

Bei den Darmkrebszelllinien LS-174FP635 und SW480FP635 war jeweils eine deutliche
Abnahme der Fluoreszenz lGber mehrere Zellteilungen zu beobachten. Schon bei der ersten
Messung, Tag0 (Abbildung 8A, B blaue Linie) war eine Inhomogenitat der Population
festzustellen. 17 % der LS-174TFP635 und 10 % der SW480FP635 lagen im Bereich der
untransfizierten Kontrollzellen. Nach 42 Tagen (Abbildung 8A, B rote Linie) war eine
deutliche Zunahme der Zellzahl im Bereich der untransfizierten Zellen zu beobachten. Bis zu
37 % der LS174TFP635 und 17 % der SW480FP635 wiesen keine detektierbare Fluoreszenz
mehr auf. Die Fluoreszenzintensitdt in allen Zellen war zudem unterschiedlich stark
ausgepragt. Dies bestatigt die schon mikroskopisch beobachtete unregelmaBige Verteilung

der Fluoreszenz in den Zellpopulationen (Abbildung 7B und D).
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse der Homogenitat und Stabilitdt der

Transfektion

LS-174TFP635 (A), SW480FP635 (B), SK-MES1FP635 (C). Die gezeigten Grafiken basieren auf der

Messung von je 10.000 Ereignissen.

Fir die Lungenkrebszelllinie SK-MES1FP635 war hingegen eine hohe Stabilitat der

Transfektion Uber 42 Tage zu beobachten (Abbildung 8C). Im Zeitraum der Untersuchung

wurde eine Zunahme des Anteils nicht fluoreszierender Zellen von 0,5% am TagO auf

lediglich 1,2 % am Tag 42 festgestellt. Die beiden Populationen der untransfizierten und

transfizierten Zellen lielen sich zudem gut voneinander abgrenzen. Dies ist auf die starke

Fluoreszenzintensitdt und homogene

Verteilung der Fluoreszenz innerhalb der

Zellpopulation SK-MES1FP635 zuriickzufihren, was sich ebenfalls durch die mikroskopischen

Beobachtungen bestatigen liel? (Abbildung 7F).
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5.2.2.1 Mikroskopische und endoskopische Betrachtung der Zellen

Fir die tierexperimentellen Studien wurde geplant die Tiere bis zu drei Monaten nach der
Zellimplantation zu beobachten und zu endoskopieren. Es war wichtig zu wissen, ob bzw.

wie sich die Zellen in diesem Zeitraum in Bezug auf die visuelle Betrachtung verandern.

Die Fluoreszenz und Morphologie der Zellen wurden nach drei Monaten kontinuierlichen

Wachstums in der Zellkultur sowohl mikroskopisch als auch endoskopisch untersucht.

LS-174TFP635 Zellen wiesen nach drei Monaten Kultur ein klumpiges Wachstum ohne
konfluente Schicht auf. Eine schwache Fluoreszenz innerhalb der Inseln konnte sowohl
mikroskopisch als auch endoskopisch identifiziert werden (Abbildung 9A und B). Dabei war
die Fluoreszenz jedoch nicht so intensiv wie bei den frisch aufgetauten und analysierten

Zellen (Abbildung 7B).

SW480FP635 Zellen bildeten nach drei Monaten Kultur einen Zellrasen mit wenigen
mehrschichtigen Strukturen aus. Eine schwache Fluoreszenz war mikroskopisch und
endoskopisch zu beobachten (Abbildung 9C und D). Trotz doppelter Belichtungszeit beim
Fotografieren wurde die Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu den Zellen direkt nach dem

Auftauen schwacher (Vergleich Abbildung 7D).

SK-MES1FP635 Zellen bildeten im Verlauf einer langeren Kultivierung einen Zellrasen mit
sternférmigen Zellhaufen aus. Auch nach drei Monate der Inkubation blieb die Fluoreszenz
stark und konnte sowohl mikroskopisch als auch endoskopisch gut beobachtet werden

(Abbildung 9E und F).
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Abbildung 9: Aufnahmen der Zellen nach 3 Monate Inkubation

LS174FP635: mikroskopisch (A), endoskopisch (B), SW480FP635: mikroskopisch (C), endoskopisch
(D), SK-MES1FP635: mikroskopisch (E), endoskopisch (F). Mikroskopische Aufnahmen wurden mit
einer Belichtungszeit von 1000 ms mittels 10x Objektiv des Olympus IX-81 Mikroskops gemacht. Die

endoskopischen Aufnahmen erfolgten mit einer Xenonlichtquelle mit Stablinsenendoskop (d=2 mm).
Die Kamera wurde auf die maximale Belichtung eingestellt.
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5.3 Charakterisierung des Fluoreszenzproteins TurboFP635

5.3.1 Ausbleichverhalten des Fluoreszenzproteins

Zur Durchfiihrung fluoreszenzendoskopischer Untersuchungen im Tiermodell waren

folgende Fragen zu beantworten:

a) Wie stabil ist die Fluoreszenz in den Zellen bei Bestrahlung mit Licht einer
bestimmten Wellenlange?

b) Wird nach dem Ausbleichen neues Protein in den Zellen synthetisiert?

Um das Verhalten des Proteins unter Lichteinfluss zu analysieren, wurden fluoreszierende
SK-MES1FP635-Zellen in vitro im Fluoreszenzmikroskop mit einer Wellenlange von 530-
550 nm und einer Leistung von 0,8 W/cm?® 35 Minuten permanent belichtet. Die
Zellfluoreszenz wurde im Abstand von 5 Minuten fotografisch dokumentiert. Um das
Regenerationsverhalten der Fluoreszenz nach abgeschlossenem Ausbleichen zu beobachten,
wurden die so behandelten SK-MES1FP635 (iber 40 Stunden in Abstanden von jeweils 15
Minuten fotografiert. Wahrend des gesamten Versuchs standen die Zellen unter regularem
Kulturmedium bei einer Atmosphdre von 5% CO, und 37°C. Zur Verhinderung der
Zellteilung wurde zudem 20 Stunden vor Versuchsbeginn zum Wachstumsmedium Thymidin
gegeben. Hierdurch wurde die Beobachtung der gleichen Zellen (iber den gesamten

Zeitraum des Experiments gewahrleistet.

Zur Beurteilung des Fluoreszenzverhaltens wurde die Fluoreszenz der Zellen vor der
Belichtung als 100 % definiert, die Fluoreszenz der behandelten Zellen wurde hierzu

prozentual ins Verhaltnis gesetzt.

Innerhalb der ersten 5 Minuten der Belichtung war eine leichte Zunahme der Fluoreszenz zu
beobachten. Im weiteren Verlauf nahm die Fluoreszenz erwartungsgemaRR ab. Nach
35 Minuten Belichtung reduzierte sich die Fluoreszenzintensitat auf 38 % (Abbildung 10C)
und war somit kaum noch sichtbar (Abbildung 10B). In der Regenerationsphase nahm die
Fluoreszenz wieder zu (Abbildung 10D), bis sie nach 40 Stunden wieder 68 % des

Ausgangswertes erreicht hatte (Abbildung 10E).
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Abbildung 10: Verhalten des Fluoreszenzproteins in den SK-MES1FP635 Zellen unter
Lichteinfluss

Zellen vor der Belichtung (A), Zellen nach 35 Min permanenter Belichtung (B), graphische Darstellung
der Fluoreszenzabnahme wahrend des Ausbleichens, n=3 (C), ausgeblichene Zellen nach 42 Std

Regeneration (D), graphische Darstellung der Fluoreszenzzunahme wiahrend der Regenerations-
phase, n=3 (E).
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5.3.2 Einfluss von ZellfixierungsmalRnahmen auf das Fluoreszenzverhalten von

TurboFP635

Die histologische Beurteilung des Tiergewebes nach der Zellimplantation sollte durch einen
visuellen Nachweis des Fluoreszenzproteins erfolgen. Um ein optimales Fixierungsverfahren
zu ermitteln, die eine Gewebeeinbettung unter Erhaltung der Fluoreszenz erlauben wiirde,
wurden an konfluent gewachsenen SK-MES1FP635-Zellen verschiedene Fixierungs- und
Einbettungsmethoden erprobt. Die Testreihen wurden fortlaufend fotografisch
dokumentiert und die Fluoreszenz wurde anhand der Grauwerte der Bilder unter

Verwendung der Bildverabeitungssoftware FlJI bestimmt.

In Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Cryoeinbettung und der Behandlungen mit

unterschiedlichen Fixantien dargestellt.

Nach Cryoeinbettung im TissueTec Medium war keine Fluoreszenz mehr sichtbar
(Abbildung 11B). Bei Inkubation der Zellen mit Zink-Fixativ oder 4 % PFA sank die Fluoreszenz
bereits nach der ersten Stunde auf 40 bzw. 30 % des Ausgangswertes ab (Abbildung 11D und
F). Nach drei Stunden war in beiden Fallen ein Wert nahe 30 % erreicht und die Fluoreszenz
war kaum mehr sichtbar (Abbildung 11C und E). Im Gegensatz dazu wurde bei Verwendung
von Glutaraldehyd-Fixativ nach 3 Stunden eine hohe Fluoreszenzintensitdat beobachtet
(Abbildung 11G). Allerdings wiesen auch die untransfizierten Kontrollzellen nach Inkubation
mit Glutaraldehyd-Fixativ eine vorher nicht vorhandene Fluoreszenz auf (Abbildung 11H).
Hier muss also von einer hohen unspezifischen Fluoreszenz unter diesen experimentellen
Bedingungen ausgegangen werden, was diese Fixierungsmethode fir unsere Zwecke
ungeeignet macht. Bei der Verwendung von PLP als Fixativ wurden wahrend der Fixierung
sogenannte blebs gebildet (Abbildung 111): das Fluoreszenzprotein trat offenbar aus den
Zellen in das umgebende Medium. Auch dieser Effekt macht eine korrekte Auswertung
unmoglich und diese Methodik fur eine Analytik der fluoreszierenden Tumorzellen im

Gewebe unbrauchbar.

Zusammengenommen zeigten die Fixierungs-Experimente mit transfizierten Zellen, dass
keines der standardmaRBig in histologischen Untersuchungen verwendeten Verfahren auf

TurboFP635-enthaltende Proben unter Erhalt der Fluoreszenz angewendet werden kann.

53



Ergebnisse

120- D
100

Fluoreszenzintensitat t; [%]

o
o
[=]
[}

1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5

120+ F
100+
80~
60~

40+

Fluoreszenzintensitat t, [%]

Zeit [h]

Abbildung 11: Abnahme der Fluoreszenz in den
SK-MES1FP635 Zellen wihrend der Zellfixierung
Unbehandelte Zellen (A), nach Cryoeinbettung (B), 3
Stunden in Zink-Fixativ (C), in PFA 4% (E), in
Glutaraldehyd-Fixativ SK-MES1FP635 (G), untransfizierte
SK-MES1 in Glutaraldehyd-Fixativ (H), SK-MES1FP635-
Zellen in PLP-Fixativ (l). Graphische Darstellung der
Fluoreszenzabnahme wahrend der Zellfixierung mit Zink-
Fixativ, n=3 (D) und mit PFA 4 %, n=3 (F).
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5.4 Charakterisierung der verwendeten Endoskope in vitro

Neben der Etablierung eines orthotopen Tumormodells war es eine der Hauptaufgaben des
Projektes, die von der Firma Karl Storz GmbH zu Verfligung gestellte Endoskope zu
validieren. Hierfiir sollte zunachst in vitro unter Verwendung der zuvor charakterisierten

Zellen die endoskopische Nachweisgrenze bestimmt werden.

In Rahmen des Projektes wurde ein Endoskopsystem mit konventioneller Xenon-Lichtquelle,
und ein auf schnell schaltbaren Laserdioden basierendes Mehrkanal-Endoskopsystem
eingesetzt. Wahrend das Xenon-basierte System ein manuelles Schalten von WeiBlicht in
den Fluoreszenz-Beobachtungsmodus erforderte, war mit dem Laserdioden-basierten
Mehrkanal-Endoskopsystem eine parallele Erfassung eines Weillichtbildes und zusatzlich

zweier Fluoreszenzbilder moglich.

Bei der Verwendung einer Xenon-Lichtquelle wird fir die Fluoreszenzendoskopie in die
Lichtquelle ein optischer Sperrfilter eingeschwenkt. Der erste Filter stellt Licht im
Wellenldangenbereich von 506 - 594 nm zu Anregung des TurboFP635-Fluoreszenzproteins
der transfizierten Zellen zur Verfligung. Ein zweiter Filter liefert Licht im Bereich von ca. 380 -
431 nm zur Anregung der Kontrastmittel. Die dazu komplementdaren Beobachtungsfilter
transmittieren entsprechend > 620 nm fir den ersten Filter (intrinsische Fluoreszenz der
Zellen), bzw. >450nm fir den zweiten Filter (Fluoreszenz des Kontrastmittels). Die
Verwendung des WeiRlichtmodus sowie der jeweiligen Anregungs- und Detektionsfilter ist

nur getrennt, flr die jeweiligen Fluoreszenzen moglich.

Das Prinzip des verwendeten Mehrkanal-Endoskopsystems beruht auf quasi-simultaner
Beobachtung des Weildlichts und unterschiedlicher Fluoreszenzen in getrennten Kanalen. Die
unterschiedlichen Beleuchtungsmodi werden anhand der elektronischen
Nacheinanderschaltung der integrierten Laser ver