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1. Zusammenfassung

1.1 Hintergrund und Ziele

Bestrahlung hat eine grof3e Auswirkung auf unseren Korper. Bereits nach Millisekun-
den verursacht sie eine Stresswirkung auf unser Endothel. Bei langerer Exposition von
Strahlung kann es zu einer Dysfunktion bis hin zum Zelluntergang kommen (Baselet
et al., 2019). Diese Wirkung trifft nicht nur gesunde Zellen, sondern auch auf entartete
Zellen zu. Dafur verantwortlich sind Defekte in der DNA-Reparatur (Xu et al., 2015),
welche aber auch gleichzeitig der Grund fur Resistenzen gegen bestimmte Medika-
mente sind (Huang and Zhou, 2020). Viele Behandlungen gegen Krebs beinhalten be-
reits Bestrahlung in der Therapie. Nachgewiesen wurde zudem auch das Zusammen-
spiel zwischen Bestrahlung und gleichzeitiger Gabe von bestimmten Medikamenten,
welche Tumorresistenzen gezielt angreifen, wie z.B. in der Therapie von Tyrosinkinase
Inhibitoren (TKI) -resistenten NSCLC (Zhuang, 2018). Durch den gemeinsamen Effekt
kommt es zur gegenseitigen Verstarkung, was sich positiv auf den Krankheitsverlauf
des Patienten ausuben kann. Aber auch andere zellulare Vorgange scheinen das Tu-
morfortschreiten zu beeinflussen. So wurde bereits 2007 der Begriff ,Entose’ (Over-
holtzer et al., 2007) beschrieben und 2015 erklarte die Arbeitsgruppe von Schwegler
aus Erlangen einen Zusammenhang zwischen nicht professioneller Phagozytose und
der Prognose der Erkrankung (Schwegler, Wirsing, Dollinger, et al., 2015; Schwegler,
Wirsing, Schenker, et al., 2015).

Lebendzellaufnahmen sind daher perfekt dafur geeignet, um kleinste Veranderungen
und Vorgange im zeitlichen Ablauf von physiologischen oder Tumorzellen bei Gabe

von Medikamenten mit gleichzeitiger Bestrahlung zu detektieren.
1.2 Materialien und Methoden

Drei verschiedene Versuchsreihen wurden durchgefuhrt, um diese Methode zu verifi-
zieren. Die untersuchten Zellen, je nach Versuchsreihe entweder BEAS-2B, A549 oder
U251, wurden in T25 Kulturflaschen angesét. Die bendtigte Zellanzahl (6 — 8 x10° Z/ml)
entsprach etwa einer 80 % Bewachsung der Flasche. Bei einer ausreichenden Zellan-
zahl wurde das Medium auf 10 ml reduziert und mit 25 nM Tetramethylrhodamine ver-
setzt und bei 37 °C und 5 % COz fur 45 min inkubiert. Danach wurde das Medium mit
FluoroBrite™ DMEM ausgetauscht und die Fluoreszenzfarbstoffe DRAQ7 und CellE-
vent Caspase 3/7 mit den Konzentrationen von 3 yM und 10 uM dazugegeben und
zusatzlich auch 10 mM von Good'’s Puffer HEPES. Die Zellsuspension wurde geteilt
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und bei den Versuchen mit Medikamenten wurde einem Teil 1 uM TKI oder Perampa-
nel hinzugefugt. Dann wurde die Suspension auf zwei Rhombic Chamber Microfluidic
Chips aufgeteilt und in das Mikroskop eingespannt. Nach 3 Stunden wurde einer der
Chips mit 2 Gy durch einen ISOVOLT Titan Rontgengerat bestrahlt. Das Leica
DMG6000B zeichnete alle 20 min (Zell-in-Zell Ereignisse) oder 45 min (Versuchsreihe
mit Medikamenten) mit verschiedenen Beleuchtungen (DIC und Fluoreszenz) und un-
terschiedlicher Wellenlangen uber einen Zeitraum von drei Tagen Aufnahmen auf. Fur
die Lebendzellaufnahmen wurde das Mikroskop in ein Inkubationssystem umgebaut.
Vier verschiedene Positionen wurden je einer Kondition zugeordnet. Jede Versuchs-
reihe wurde mindestens 3-mal wiederholt. Die Bildauswertung wurde mit Biomas Soft-
ware durchgefuhrt, wobei der Hintergrund abgezogen wurde, um das Rauschen im
Bild zu minimieren und die Fluoreszenzfarbe zu verstarken. Die verschiedenen Farb-
stoff-Intensitaten wurden gemessen und anschlie3end in eine Excel-Tabelle als zeit-
lich aufgeloste Daten eingefuigt und mit GraphPad Prism9 ausgewertet.

1.3 Ergebnisse

Bei den Versuchen mit der Zellreihe BEAS-2B zur Detektion von Zell-in-Zell (CiC) Er-
eignissen konnten wir bei jedem Durchgang in fast allen Positionen des Microfluidic
Chips mindestens eine, wenn nicht sogar mehrere, nicht professionelle Phagozytosen
beobachten. Die nekrotischen Zellen lielen sich mittels Fluoreszenzfarbstoffen gut
von den lebenden unterscheiden. Ebenso konnte man die Zelllyse, welche mit Farb-
stoffverlust der Zelle einherging, zeitlich und bildlich erfassen.

Die Lebendzellaufnahmen der Versuchsreihe BEAS-2B/A549 mit Behandlung von 1
MM Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Alectinib/Crizotinib zeigte keine relevanten Unter-
schiede zwischen den beiden Zelllinien oder TKIs. Lediglich Crizotinib bewirkte bei den
physiologischen Lungenepithelzellen eine etwas starker ausgefallene Apoptose. Bei
den Zellen malignen Ursprungs konnte dies nicht beobachtet werden, was auf blo-
ckierte oder unzureichende Apoptose-Signalwege der A549 Zellen deuten konnte. Ins-
gesamt gaben diese Experimente Aufschlisse daruber, dass bei einer Konzentration
von 1 yM beider TKils keine relevante Toxizitat besteht. Auch durch verstarkte Bestrah-
lung konnte keine erhdhte Toxizitat im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden.
Die Glioblastomzellen mit negativer Mutation von Isocitratdehydrogenase-1- oder -2-
Gen (IDH) oder negativer Translokation des O6-Methylguanine-DNA-Methyltrans-
ferase (MGMT) -Gens reagierten bei Behandlung mit Perampanel und gleichzeitiger

ionisierender Strahlung nur mit Verlangsamung des Wachstums. Diese Versuchsreihe
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zeigte uns, dass das Medikament in dieser Konzentration nicht toxisch war und das
bereits bestehende Wissen Uber die Korrelation des Glutamat Rezeptor mit der Pro-
gredienz des Tumors bestatigt. Zum einen wurde dies durch bildmorphologische Be-
weise dargestellt, zum anderen durch die fehlende Steigerung der, sich eher konstant
verhaltende Mitochondrienaktivitat.

14 Schlussfolgerung

Mit unserer Methode der Lebendzellmikroskopie konnten wir einige Vor- und Nachteile
ausmachen. Bildaufnahmen auf zellularer Ebene fur einen Zeitraum von ca. drei bis
funf Tagen lassen sich bildmorphologisch sehr gut darstellen und auswerten. Somit ist
diese Vorgehensweise optimal fur Aufzeichnungen von Zellprozessen wie z.B. CiC-
Ereignissen. Sie konnen als zusatzliche Ergebnisse zu bestehenden Studien dienen.
Fur Aufnahmen, welche langer als funf Tage dauern, wird jedoch ein anderes Behaltnis
fur die Untersuchung der Zellen bendtigt. Dies konnte daran liegen, dass mit unseren
gewahlten Microfluidic Chips die Zellen beim Wechseln des Mediums durch zu hohen
Druck oder Scherkrafte zugrunde gehen konnten. Zudem limitieren allgemein die Ef-
fekte des Photobleaching und der Phototoxizitat die Moglichkeit langerer Aufnahmen
(Diaspro et al., 2006; Icha et al., 2017).
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2. Summary

2.1 Background and aims

Radiation has a huge impact on our body. Already after milliseconds it is stressing the
endothelial cells. With longer expositions they can end in dysfunction or even cell
death. Not only healthy cells but also abnormal ones will sense the impact. In particular
tumor cells will notice the effect, because of the damage of their DNA repairing system
(Xu et al., 2015). That is on the other hand also the reason why there are many drug-
resistances (Huang and Zhou, 2020). A lot of therapies already included radiation to
their schedule. The proved correlation of gain, while using radiation in combination with
drugs, is used for example in the therapy of tyrosinkinase inhibitor (TKI) -resistant
NSCLC (Zhuang, 2018). However, other cellular processes also appear to influence
tumor progression. The term 'entosis' (Overholtzer et al., 2007) was already described
in 2007 and in 2015 Schwegler's working group from Erlangen questioned a connec-
tion between non-professional phagocytosis and the prognosis of the disease (Sch-
wegler, Wirsing, Dollinger, et al., 2015; Schwegler, Wirsing, Schenker, et al., 2015).
Therefore, Live Cell Imaging is perfect for detecting even the smallest change while
the cells are interacting with each other or drugs and radiation.

2.2 Methods

Three different test series were accomplished to verify the method. Cells were seeded
into T25 flasks. The calculated number of required cells (6 — 8 x10° cells/mL) correlated
with approximately 80 % coverage of the flask’s surface. After reaching the adequate
cell number, the medium was reduced to 10 mL and the cells were incubated for 45
min with 25 nM Tetramethylrhodamine at 37 °C and 5 % CO.. Subsequently, the me-
dium was changed to FluoroBrite™ DMEM and the fluorescent stains DRAQ7 and
CellEvent Caspase 3/7 were added with the concentration of 3 yM and 10 uM. Fur-
thermore, 10 mM of Good’s Buffer HEPES was added. The mixture of cells and stain
was split. If needed the mixture was added with 1 uM tyrosinkinase inhibitor (TKI) to
one part. After that it was divided into two Rhombic Chamber microfluidic chips, which
were then inserted under the microscope. After 3 hours one of the chips was irradiated
with 2 Gy by an ISOVOLT Titan X-ray generator. A Leica DM6000B recorded the im-
ages every 20 (Cell-in-Cell) or 45 min (drug experiments) for 3 days with differing wave-
lengths per each staining. For live cell imaging, the microscope was transformed into
an incubating system. Four different positions were attributed to every condition. 30-
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50 individual cells were analyzed within one position. Each experiment was repeated
at least 3 times. The imaging analyses was performed with Biomas Software, where
the background noise was then reduced, thus allowing the fluorescent color to inten-
sify. The intensity of the different stains was inserted into data tables where Microsoft
Excel and GraphPad Prism9 were then used for data evaluation.

2.3 Results

In the experiments with the BEAS-2B cell series for the detection of Cell-in-Cell (CiC)
events, we were able to observe at least one, if not several, non-professional
phagocytosis in almost all positions of the microfluidic chip in each run. The necrotic
cells could easily be distinguished from the living ones using fluorescent dyes. It was
also possible to record the lysis, which was accompanied by the loss of dye in the cell,
in terms of time and images.

Live Cell Imaging from the experiments with BEAS-2B/A549, which were treated with
1 uM TKIl alectinib/crizotinib, showed no relevant differences between the two cell lines
or treatment with both TKils. Only crizotinib caused some stronger apoptosis in the
physiological lung epithelial cells. This could not be observed in the cells of malignant
origin, which could indicate blocked or insufficient apoptosis signaling pathways of the
A549 cells. Overall, these experiments provided information that at a concentration of
1 UM both TKIs have no relevant toxicity. This was also not increased by additional
radiation.

Glioblastoma cells with a negative mutation of Isocitratdehydrogenase-1- or -2-gene
(IDH) or a negative translocation of the MGMT (O6-Methylguanine-DNA-Methyltrans-
ferase) gene reacted to treatment with perampanel and simultaneous ionizing radiation
only by slowing down their growth. This series of experiments showed us that the drug
was not toxic at this concentration and confirmed what was already known about the
correlation of the glutamate receptor with tumor progression. On one hand, this was
illustrated by image morphological evidence, as well as by the lack of an increase in
mitochondrial activity, which was rather constant.

2.4 Conclusions

With our method of live cell imaging, we were able to identify some advantages and
disadvantages. Image recordings at cellular level for a period of approximately three
to five days can be displayed and evaluated very well in terms of image morphology.

This procedure is therefore ideal for recording cell processes such as CiC. They can
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serve as additional results to existing studies. However, for recordings longer than five
days, a different container for the examined cells is required. With our chosen
microfluidic chip, the cells perish when changing the medium due to high pressure or
shear forces. In addition, the effects of photobleaching and phototoxicity limit the
possibility of longer exposures (Diaspro et al., 2006; Icha et al., 2017).
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3. Einleitung

3.1 Entwicklung des Mikroskops

Die Entstehung des Mikroskops hat ihren Ursprung um ca. 100 v.Chr. Damals benutz-
ten bereits die Romer geschliffenes Glas als Lupen oder Brennglaser (Gerabek, 2005).
Ende des 16. Jhd. gelang es den hollandischen Brillenmachern Hans und Zacharias
Janssen, das erste Mikroskop zu bauen. Zwei Linsen wurden jeweils am Anfang und
Ende in einer langlichen Rohre befestigt. Dieses Konstrukt vergrof3erte ein Objekt zwi-
schen 3- bis 9-fach (Fournier, 1996). Jedoch waren die damaligen Fertigkeiten zur
Herstellung einer Linse noch nicht ausgereift und es kam nicht selten vor, dass das
mikroskopierte Bild oft verzerrt und fehlerhaft war (Mifl3feld, no date). Robert Hooke,
ein Forscher der Mikroskopie, verbesserte schliel3lich 1665 das Verfahren und baute
das erste Auflichtmikroskop. In den folgenden Jahren danach fertigte er die ersten
maldstabgetreuen Zeichnungen von diversen Pflanzen und Tieren z.B. Laus, Floh und
Mucke (Fournier, 1996; Gerabek, 2005). Beim Mikroskopieren von Kork bemerkte er
Jleere Boxen’, welche er als Zellen bezeichnete und legte damit die Grundlage fur die
heutige Zellenlehre (Joachim Herz Stiftung, no date). Ca. 1670 gelang schlieRlich An-
ton van Leeuwenhoek die Herstellung von 1 mm dinnen Linsen. Er fand auch heraus,
dass je starker die Kruimmung der Linse, umso starker die VergroRerungen des Ob-
jektes waren (Gerlach, 2009). Mit Hilfe eines zusatzlichen Wassertropfens gelang es
ihm, Objekte mit einer Vergrof3erung von 200-fach darzustellen. Die ersten Bilder und
Aufzeichnungen von nicht nur toten, sondern auch lebenden Bakterien oder Kleinstle-
bewesen wurden aufgenommen (Gerlach, 2009; Joachim Herz Stiftung, no date;
Zeiss, no date). Ein Physiker namens Ernst Abbe stellte 1863 fest, dass man mittels
Lichtmikroskopie nur einen minimalen Objektabstand von 0,25 pym darstellen kann.
Man nennt dies auch das Abbe Limit (Rebohm, 2017). Mit Hilfe von UV-Licht kann man
jedoch kleinere Abstande darstellen, was schlie3lich August Kohler, ein Forscher bei
Carl Zeiss, entdeckte und entwickelte. 1893 baute dieser anschlieRend das erste Mik-
roskop mit einer UV-Lampe als Lichtquelle (Zeiss, no date). Mit dem 20. Jhd. kamen
folgende Erfindungen hinzu (Van Helden, 2010):

1904 Ultraviolett Mikroskop

1908 Fluoreszenz Mikroskop

1930 Phasenkontrast Mikroskop

1931 Elektronenmikroskop
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- 1942 Laser-Scan Mikroskop

- 1978 Konfokal Mikroskop
Aufgrund der neuen Mikroskope explodierte die Forschung im Bereich Medizin Anfang
des 20. Jahrhunderts bis zum heutigen Zeitpunkt. Wir durfen uns in den nachsten Jah-

ren weiterhin auf bahnbrechende Erfindungen freuen.
3.2 Lebendzellaufnahmen

Bereits Mitte des 20. Jhd. hat es erste Nachforschungen hinsichtlich Zelldarstellung
auf kleinster Ebene mit Fluoreszenz gegeben. Ab Anfang des 21. Jhd. gab es immer
mehr Interesse an Lebendzellmikroskopie. Erkennbar ist dies beispielsweise an der
Anzahl von Veroffentlichungen, beispielsweise auf Pubmed. Siehe Schlagwort ,Live
Cell Imaging’: Jahr: 2000 — 73 veroffentlichte Arbeiten, 2010 — 877, 2020 — 2054
(PubMed, no date). Durch die wachsende Bedeutung hat sich in den letzten Jahren
einiges in der Lebendzellmikroskopie getan. Viele verschiedene fortschrittliche Tech-
niken zur Bildgebung lebender Zellen wurden entwickelt. Ein groRer Vorteil gegentber
dem klassischem Farben von statischen Zellschnitten mit Immunofluoreszenz-Farb-
stoffen ist, dass man Zellprozesse in Zeitraffer Aufnahmen genauestens untersuchen
kann. Doch es gibt dabei viele Faktoren zu beachten und nicht selten sind solche Ver-
fahren sehr kostspielig. So ist die Auswahl des richtigen Kamerasystems, sei es Kon-
fokal oder Lichtmikroskopie, bis hin zur Aufrechterhaltung der Zellgesundheit letztlich
entscheidend fur die Bildqualitat (Cole, 2014).

3.3 Zell-in-Zell Ereignisse

Overholtzer definierte im Jahr 2007 den Begriff der ,Entose’ (Overholtzer et al., 2007).
Dieser Terminus beschreibt ein nicht-apoptotisches Zelltodprogramm fur in Matrix-ab-
geloste Zellen, das durch einen zuvor unerkannten und ungewohnlichen Prozess initi-
iert wird. Dabei dringt eine lebende in eine andere vitale Zelle und baut diese mit lyso-
somalen Enzymen ab. Der umgekehrte Mechanismus, dass nekrotische Zellen von
lebenden Zellen phagozytiert und danach eliminiert werden, wird als Zell-in-Zell (CiC)
Ereignis definiert (Schwegler, Wirsing, Dollinger, et al., 2015). Die Ergebnisse dieser
Arbeitsgruppe gab Aufschluss Uber den Mechanismus der Beseitigung nekrotischer
Zellen durch Tumorzellen und normale Fibroblasten der Haut in vitro. Es ist davon
auszugehen, dass diesen Vorgangen eine wichtige Rolle bei Entzindungen und Au-
toimmunerkrankungen im Normalgewebe, sowie bei Tumoren hinsichtlich der Infiltra-

tion von Immunzellen zugeschrieben wird (Fais and Overholtzer, 2018). Die
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Beseitigung nekrotischer Zellen durch nicht professionelle Phagozyten tragt zur pha-
gozytischen Aktivitat von Makrophagen bei und kann die mit entzindungsfordernden
verbundenen Schaden inhibieren. Dieser Vorgang kann die Prognose des Tumorver-
laufs positiv beeinflussen (Schwegler, Wirsing, Schenker, et al., 2015).

3.4 Nicht kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC)

Das Lungenkarzinom gehort nach wie vor zu den haufigsten Krebstodesursachen welt-
weit (Bade and Dela Cruz, 2020). Unterschieden werden das kleinzellige und nicht-
kleinzellige Lungenkarzinom (Torre, Siegel and Jemal, 2016). Die Unterteilung basiert
auf der Zellteilungsrate. So teilen sich die Zellen des kleinzelligen schneller als die des
nicht-kleinzelligen. Dies hat therapeutische Konsequenzen und wirkt sich zudem auf
die Prognose aus (Gadgeel, Ramalingam and Kalemkerian, 2012). Zum NSCLC ge-
horen unter anderem das Plattenepithelkarzinom und das Adenokarzinom. Ca. 3-7 %
aller NSCLC Patienten weisen eine Mutation der anaplastischen Lymphomkinase
(ALK) auf (Allen et al., 2020, p. 1). Einen Zusammenhang mit der ALK Mutation und
einer Tumorerkrankung konnte erstmals 1997 nachgewiesen werden (lwahara et al.,
1997; Morris et al., 1997), jedoch wurde erst 2013 der erste Tyrosinkinase Inhibitor
namens Crizotinib auf dem Markt gebracht (O’'Bryant et al., 2013; Kazandjian et al.,
2014). Ende 2014 wurde zudem im New England Journal eine Studie Uber die Wirk-
samkeit von Crizotinib bei NSCLC Patienten mit einer Translokation im ROS1-Gen
veroffentlicht (Shaw et al., 2014). Da die Translokation auf dem ROS1-Gen der Muta-
tion der ALK ahnelt (Patil et al., 2019), konnte das Medikament in beiden Fallen ein-
gesetzt werden. Einige Resistenzen gegenuber dem first generation TKI zeigten sich
jedoch im Laufe der Zeit nach Einsetzen des Medikaments (European Medicines
Agency, 2017). So wurde anschlieRend second generation TKS wie Alectinib entwi-
ckelt, welche sich durch eine hohere Wirksamkeit kennzeichnen (Avrillon and Pérol,
2017). Die ALEX lll-Studie fuhrte schlieB3lich zur Zulassung von Alectinib und zeigte,
dass beide Inhibitoren Nebenwirkungen vom Grad 3-5 verursachen, der second gene-
ration TKI Alectinib (41 %) jedoch weniger als Crizotinib (50 %) (Hida et al., 2017).

3.5 Glioblastom

Gliome sind der haufigste primare intrakranielle Tumor und machen 81 % der bdsarti-
gen Hirntumoren aus (Omuro, 2013; Wirsching, Galanis and Weller, 2016). Obwohl sie
selten sind, verursachen sie eine erhebliche Mortalitat und Morbiditat (Witthayanuwat

et al., 2018). Das Glioblastom, die haufigste Gliom-Histologie (ca. 45 % aller Gliome),
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hat eine 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 5 % (Ostrom et al., 2014). Die Therapie un-
terscheidet sich in der weiteren Klassifizierung (Komori, 2022). 10 % aller Glioblastome
weisen eine Mutation im Isocitratdehydrogenase-1- oder -2-Gen (IDH) auf (Reuss et
al., 2015). Das Gegenstuck (IDH Wildtyp) macht dementsprechend 90 % aus und die
Behandlung wird anhand des MGMT (O6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase-
Gen) -Promotor-Hypermethylierung Status unterteilt. Denn eine starke DNA-Methylie-
rung des Promotors vom MGMT-Gen ist ein positiver Pradiktor furs Ansprechen auf
Chemotherapeutika vom Typ Alkylantien (Wirsching, Galanis and Weller, 2016). Trotz
der verschiedenen Therapiemoglichkeiten kommt es nicht selten im Rahmen der
Glioblastom Erkrankung zu unkontrollierbaren Epilepsien (Lange, Hérnschemeyer and
Kirschstein, 2021). Neue Erkenntnisse zeigen, dass durch neuronale Stimulation das
Wachstum von Gliomen angeregt wird (Venkataramani et al., 2019). Insbesondere
kann Glutamat die Proliferation, das Uberleben und die Invasivitdt von Tumorzellen
nach Bindung an verschiedene Klassen von Glutamatrezeptoren erhdhen (Takano et
al., 2001; Ishiuchi et al., 2002; Rzeski, lkonomidou and Turski, 2002). Da das An-
tiepileptikum Perampanel den AMPA-Rezeptor, ein Glutamat-Rezeptor, hemmt
(European Medicines Agency, 2020), kommt dieser besonders fur weitere praklinische
Studien und klinische Studien in der Neuroonkologie infrage. Am ehesten spielen wohl
Patienten mit sowohl negativem IDH als auch negativem MGMT-Gen eine Rolle hin-
sichtlich dieser moglichen Studien (Rosche et al., 2015).

3.6 Ziele dieser Arbeit

Um detailreiche Bildaufnahmen von lebenden Zellen abzubilden, bedarf es nichtimmer
teurer Ausrustung. Vorherige Arbeiten zeigten bereits, dass man schon mit einem ein-
fachen Lichtmikroskop und ein paar Umbauten Live Cell Imaging betreiben kann. Mit
dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass dieses Verfahren die Moglichkeit wiederum zur
Detektion von CiC Ereignissen oder von Interaktionen zwischen Zellen mit diversen

Medikamenten bietet.
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4. Materialien und Methoden

Nahere Angaben zu Bezeichnungen der verwendeten Zelllinien, Herstellern der ver-
wendeten Materialien sowie zu Zusammensetzungen von Lésungen und Medien und

Abkurzungen finden sich im Anhang ab Kapitel 8.

4.1 Kamera, Mikroskop und Software
411 Leica DM6000B

Das automatisierte, aufrechte Mikroskop-System Leica DM6000B kann alle Durchlicht-
und Kontrastverfahren bewerkstelligen. Mit motorisierten Z-Focus kénnen Fokus-Po-
sitionen abgespeichert werden. Es kann zwischen dem Differentialinterferenzkontrast
(DIC) und Fluoreszenz-Aufnahmen wechseln (Leica, no date). Um die Fluoreszenzbil-
der genaustens den dazugehorigen Zellen zuordnen zu kénnen, wurden DIC-Bilder
abgebildet. Aufnahmen, welche nur mit Breitfeldbeleuchtung erfasst wurden, wirkten
meist flach und detailarm und erschwerten uns die korrekte Zuordnung (Abbildung 1).

Abbildung 1: DIC (links) und Breitfeld-Beleuchtung (rechts) eines Zellhaufens

Dies zeigt die Notwendigkeit von DIC zur verbesserten Darstellung und somit fir eine genauere Be-
trachtung.

entnommen von: https://www.leica-microsystems.com/science-lab/differential-interference-contrast-dic/

Das liegt daran, dass die Praparate zwar mit Licht reagieren, dies aber nicht im sicht-
baren Bereich liegt. So unterscheidet man zum einen zwischen Amplituden-Objekten,
die die Amplitude und fur das menschliche Auge die Helligkeit beeinflussen, und zum
anderen Phasen-Objekten, welche die Phasen der Wellenlange verschieben kdnnen
und fur unsere Wahrnehmung nur als flacher und detailarmer aufgenommen werden
(Jiang and Yin, 2016). Bei der DIC-Aufnahme wird ein Gradient in optischer Wellen-
lange verwendet. Dadurch wirken die Bilder reliefartig und scheinen einen Schatten zu
besitzen (Centonze Frohlich, 2008). Zwei Lichtstrahlen mit polarisiertem Licht werden

11



Materialien und Methoden

hierfur orthogonal zerlegt, sodass die beiden Strahlengange sehr nah beieinander lie-
gen. Vereinen sich diese wieder, storen sie sich gegenseitig und werden elliptisch po-
larisiert. Durch eine Amplitudenverschiebung mit einem Analysator konnen diese
Strahlen in einen fur das menschliche Auge sichtbaren Bereich umgewandelt werden
(Ockenga, 2011) (Abbildung 2).

Amplitude and phase objects Interference

AVATAVAY

Abbildung 2: Amplituden- und Phasenobjekte

Auf der linken Seite wird schematisch beschrieben, wie Amplituden- bzw. Phasenobjekte den Licht-
strahlengang beeinflussen. Auf der rechten Seite wird bildlich gezeigt, wie die Interferenz durch eine
Verschiebung des Intervalls den Strahlengang wieder fir das menschliche Auge hervorhebt.
entnommen von: https://downloads.leica-microsystems.com/Leica%20DMi8/Posters/Leica_DMi8_DIC-
Poster_A1_en_2016.02.18.pdf

4.1.2 Inkubationssystem

Das DM6000B wird nicht regular in der Lebendzellmikroskopie verwendet, weshalb es
daher auch keine erhaltlichen Inkubationssysteme fur dieses Lichtmikroskop gibt. Es
wurden einige Umbauten vorgenommen. Eine quaderférmige Ummantelung aus Poly-
styrol (Abbildung 3) diente als Gehause und damit als Schutz und zur Temperaturauf-
rechterhaltung. Um die Arbeitstemperatur von 37 °C konstant halten zu kdnnen, wur-
den vier Heizmatten mit einer Leistung von 6 W mit je einer Flache von 17 cm x 17 cm
benutzt. Zudem wurde ein Thermostat zur On/Off-Steuerung vorgeschaltet. Damit die-
ser auch die richtige Temperatur einstellte, wurde an zwei verschiedenen Punkten im
Gehause die Warme mittels eines Temperaturmessgerats gemessen. Sobald die
Quecksilberdampflampe fur die Fluoreszenzmikroskopie in Betrieb ist, wird Licht durch
das Lichtleiterkabel geleitet. Egal ob gerade Aufnahmen laufen oder nicht
(Abramowitz, M., et al., no date).

Selbst bei geschlossener Blende — also keinen laufenden Bildaufnahmen — treffen die

Photonen auf diese und geben ihre Energie in Form von Warme ab. Die aufgestaute
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Hitze brachte die Arbeitstemperatur auf Gber 37 °C, weshalb ein handelstblicher CPU-

Lufter auf die Kamera montiert wurde.

Abbildung 3: Fotografie des Inkubationssystem (links)
Die Leica DM6000B ist mit Styroporgehause umhdillt, welches als Inkubationssystem dient.

Abbildung 4: Fotografie vom Inneren des Inkubationssystem (rechts)
Zu sehen sind die Leica DM6000B, ein Teil des Styropor-Inkubationssystem, die Heizplatten und die
darauf liegenden Aluminiumwinkel, welche als Warmespeicher dienen.

Damit beim Offnen der Klappe die Temperatur nicht sofort entweicht, wurden auf den
Heizplatten Aluminiumwinkel gelegt, die die Warme in der Konstruktion speichern
sollte (Abbildung 3 und 4). Durch diese Methode blieb die Temperatur nahezu kon-
stant.

Fir Lebendzellaufnahmen gibt es diverse Zellkultur-Platten. Wir entschieden uns je-
doch fir die Microfluidic Chips der Firma ,microfluidic ChipShop‘. Um diese an Ort und
Stelle festzuhalten, benutzten wir den Chiphalter der gleichen Firma und kleine Keile,
welche wir zwischen dem Halter und dem Mikroskoptisch einspannten (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Fotografie der Befestigung des Microfluidic-Chiphalters
Durch Keile wird dieser an Ort und Stelle gehalten. Zudem sind die Sonden des Thermostats erkennbar
(blaues und schwarzes Kabel).

41.3 Verwendete Softwares fir Analyse und Auswertung

Mithilfe von LASX, einer Software von Leica, lie® sich das Mikroskop gut steuern. Man
konnte jegliche Funktionen am Computer einstellen, wie z.B. Aufnahmezeit, Aufnah-
medauer usw. Auch der notwendige Autofocus konnte hiermit eingestellt werden (Ab-
bildung 6). Um Phototoxizitat und Photobleaching zu vermeiden, wurde am Programm
die Signalverstarkung (Gain) auf héchste Stufe (= 10) eingestellt. Die Bildaufnahmen
konnte man schlieBlich in Tiff-Dateien umwandeln. War eine Photobleachingkorrektur
notig, so wurde sie mit dem Programm ImagedJ durchgefuhrt. Die finale Auswertung
erfolgte mit dem auf der Bildanalysesoftware Optimas basierenden Programm Biomas
unter Zuhilfenahme eines von Prof. Dr. Distel geschriebenen Programmteils. Bei den
Fluoreszenzbildern musste zunachst ein starker Hintergrundabzug erfolgen. Die ein-
zelnen Bilder wurden im nachsten Schritt dann zusammengefligt, sodass alle verschie-
denen Aufnahmen in einem Farbbild vereint waren. Nun konnte man die auszumes-
senden Flachen bestimmen. Die Intensitat der drei verschiedenen Fluoreszenzfarben
(gran, blau und rot) wurden nun vermessen und in einer Excel Tabelle ausgegeben.
Mithilfe von GraphPad Prism9 wurden die Excel-Tabellen schlie3lich ausgewertet und

in Box Plots oder Graphen ausgewertet.
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Abbildung 6: Autofocus

Zeigt die Notwendigkeit von Autofocus. Bei diesen Versuchen verwendeten wir lebende Zellen, welche
nicht statisch an einer Stelle gebunden waren und daher der Focus alle 3-5h automatisch justiert werden
musste.

4.2 Microfluidic Chips

Wir entschieden uns zum Kultivieren von Zellen fir die Microfluidic Chips (Abbildung
7). Sie zeigten sich als gut geeignet, aber dennoch musste auf einiges geachtet wer-
den. Die Chips waren deutlich kleiner als die herkémmlichen Zellkulturflaschen. Sie
besitzen ein 2,5- bis 3-mal so hohes Verhaltnis von Oberflache zu Volumen, weshalb
das Zellmedium o6fters gewechselt werden muss. Denn es akkumulieren Stoffwechsel-
produkte schneller als bei den gangigen Zellkulturflaschen. Auffallig war jedoch, dass
die Zellen nach Mediumwechsel schneller starben als bei keinem. So hielten z.B. Zel-
len der Zellreihe BEAS-2B/U251 ohne das Austauschen von Medium gute 3-4 Tage
aus und mit teilweise nur 1-2 Tage. Beim Auswahlen des Mediums sollte darauf ge-
achtet werden, dass es sich um farbloses Medium handelt, da die meisten Medien
Phenolrot enthalten, welches Fluoreszenzfarbstoffe im sichtbaren Wellenlangenbe-
reich I6schen kann (Yamaguchi, Tamura and Maeda, 1997). Zudem herrscht bei die-
sen Bildern meist ein hoheres Hintergrundrauschen, was die Auswertung erschwert.
Viele der Medien enthalten neben Phenolrot auch noch autofluoreszierende Kompo-
nenten wie Riboflavin, die das Signal zum Hintergrund reduzieren kénnen (Monici,
2005).

Es sollte beim Umgang mit den Chips auf eine sterile Umgebung geachtet werden.
Zellsuspensionen, die mit Schlauchen Gber Mini-male Luer Konus verbunden sind,

kénnen Uber Spritzen direk in die Chips eingegeben werden. Dabei dirfen keine
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Luftblasen in das System gelangen. Diese wirden die Bilder sonst unbrauchbar ma-
chen. Die Microfluidic Chips kann man nach Trypsinierung und anschlief’ender Spu-
lung mit Isopropanol und PBS mehrmals wiederverwenden. Jedoch ist das auch nur
begrenzt mdglich, da sehr haufig Materialermidung an den Schnittstellen auftritt. Trotz
der Umwandlung des Mikroskops in ein Lebendzellmikroskop kann keine kontrollierte
Atmosphare mit 5 % CO2 gewahrleistet werden. Daher muss das Medium anderweitig
gepuffert werden. Good-Puffer HEPES eignet sich gut fur die Zellkultur (Good et al.,
1966).

o R

Abbildung 7: Fotografie zweier Rhombic Chamber Mikrofluidic Chips
Zu sehen sind die Microfluidic Chips, welche mit Schlauch- und Drei-Wege-Hahn-System und Mini-Male
Luer Konus verbunden sind

4.3 Zellreihen

4.3.1 BEAS-2B

Bei der Zellreihe BEAS-2B handelt es sich um humane Lungenepithelzellen, welche
fur Forschungszwecke als in vitro Zellmodell standardisiert worden sind (Han et al.,
2020). Die Zellen zeigen ein adharentes Wachstumsverhalten. Das Medium DMEM

wurde zur Kultivierung mit 10 % FKS und 1 % PIS versetzt.
43.2 A549

Die humanen Adenokarzinomzellen der Lunge der Zelllinie A549 stammen von einem
58-jahrigen weillen Amerikaner (Cooper et al., 2016). Sie wachsen ebenfalls adharent.

Diese Zellen werden haufig in Versuchsreihen als ALK/ROS1 Wildtyp eingesetzt (Jost
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et al., 2022). Das zu verwendete Medium DMEM wurde 5 % FKS und 1 % PIS hinzu-
gefugt.

4.3.3 U251

Die Zellreine U251 ist vergesellschaftet mit humanen Glioblastomzellen des Gehirns
(Qi and Liu, 2016). Sie stammen von einem mannlichen weilen Europaer. Sie besitzen
keine IDH-Mutation oder Translokation des MGMT-Gens. Auch diese Zellen wachsen
adharent. lhrem Medium DMEM wurde 10% FKS und 1 % PIS beigesetzt.

4.4 Medikamente

441 Crizotinib

Im Jahr 2008 fand man heraus, dass manche der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzi-
nome bei Nicht-Rauchern eine Mutation in dem ALK-Gen aufwiesen (Soda et al.,
2007). Die ersten Medikamente hierzu wurden entwickelt. Crizotinib gehort zu der ers-
ten Generation von Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI), die gegen ALK-positive NSCLC
eingesetzt wurden (Alice T. Shaw, M.D., Ph.D, 2014). Jedoch verlor das Medikament
nach langerer Nutzung an Wirkung (European Medicines Agency, 2017). Man fand
heraus, dass die Tumorzelle sich anpasste und so wurden schlie3lich zweit Generati-
onen TKIls entwickelt (Song, Wang and Zhang, 2015). Die Wirksamkeit in vivo ist do-
sisabhangig und korreliert mit der pharmakodynamischen Hemmung der Phosphory-
lierung von ALK-Fusionsproteinen. Das Medikament spricht im Durchschnitt 11 Mo-
nate bei nicht Vorbehandlung an (European Medicines Agency, 2017).

442 Alectinib

Alectinib gehort zu den TKIs der zweiten Generation (Avrillon and Pérol, 2017; Euro-
pean Medicines Agency, 2018). Es wird haufig in der Simultantherapie verwendet. Ein-
gesetzt wird es bei ALK positiven Patienten, die bereits vorher eine Therapie mit Crizo-
tinib hatten und deren Krankheitsverlauf stagniert oder deren Krankheit sehr weit fort-
geschritten ist und bis dato noch keine Therapie erhalten hatten (European Medicines
Agency, 2018).

443 Perampanel

Als erster Vertreter der selektiven nicht kompetitiven Antagonisten des AMPA-Rezep-
tors wird Perampanel zur Behandlung von primar generalisierten tonisch-klonischen
Anfallen eingesetzt (European Medicines Agency, 2020). Bei Patienten mit
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gleichzeitiger Erkrankung an Glioblastomen fand man heraus, dass der Einsatz von
diesem Medikament eine Verzogerung des Krankheitsverlaufs hervor rief (Lange et
al., 2019). Die Ausschuttung von Glutamat regt die Neuronen zur Apoptose an und
gleichzeitig bewirkt die neuronale Aktivitat ein progredientes Tumorzellwachstum
(Takano et al., 2001). Durch Hemmung des AMPA-Rezeptors, welcher ein Glutamat-
Rezeptor ist (Chen and Gouaux, 2019), kann dieser Vorgang verlangsamt werden.
Dies wird jedoch nur bei Glioblastiomen ohne IDH-1 und ohne MGMT-Promoter Muta-
tion verwendet (ROsche et al., 2015).

4.5 Verwendete Farbstoffe

Bei der Wahl des Farbstoffes musste einiges beachtet werden. Er sollte chemisch
stabil sein, damit bei langen Versuchsaufnahmen auch am Ende der Aufnahmezeit
immer noch ein ausreichendes Signal vorhanden ist. Zudem darf er nicht bzw. wenig
zytotoxisch sein. Die Bilder wurden nur mit kurzen Belichtungszeiten aufgenommen,
um die zusatzliche Phototoxizitat zu minimieren, die ein entscheidender limitierender
Faktor in der Fluoreszenzmikroskopie ist (Watkins and St. Croix, 2013). Dabei sollte
der Farbstoff trotz allem eine starke Fluoreszenz aufweisen. Das Spektrum von Exzi-
tation und Emission ist ebenso entscheidend. Langwellige Spektren sind weniger to-
xisch, weshalb wir auch auf Farbstoffe im blauen Bereich vollstandig verzichtet haben.
Die Zellen wurden in drei verschiedenen Stadien untersucht: lebend, apoptotisch und
nekrotisch.

Zur Farbung von lebendigen Zellen entschieden wir uns fur TMRM. In gesunden Zellen
mit unterschiedlichen elektrischen Membranpotentialen akkumuliert der Farbstoff in
den Mitochondrien. Bei Verlust des Potentials schwacht das Signal ab oder verliert
sich ganz. Exzitations- und Emissionsmaxima liegen bei 548 nm und 574 nm (Thermo
Fischer Scientific Inc., 2017) (Abbildung 8).

Cell Event Caspase 3/7 ist ein Peptid aus vier Aminosauren (DEVD — Aspartat, Gluta-
mat, Valin, Aspartat) und der ideale Farbstoff fur apoptotische Zellen. Die Aktivitat von
Caspase 3 ist entscheidend fur die Apoptose. Das Substrat DEVD ist konjugiert an
einem Farbstoff mit Exzitations- und Emissionsmaxima von 502/530 nm. Die Sequenz
des Peptids entspricht der Spaltstelle vom Enzym und erst beim Abspalten leuchtet
der Farbstoff durch Bindung an die DNA (Thermo Fischer Scientific Inc., no date).

Da TMRM und Caspase 3/7 sich bereits im grinen und gelben Spektralbereich befin-

den, entschieden wir uns fur DRAQ7. Dieser Farbstoff hat sein Exzitations- und
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Emissionsmaxima bei 678 nm/697 nm und wird somit eher im roten bis infraroten Be-
reich angeregt. Somit konnten wir unnétige Uberschneidungen vermeiden und bessere
Bildergebnisse erzielen (Abb.8). DRAQ7 verbleibt im Medium und stellt nekrotische
Vorgange dar. Zellen mit intakter Zellmembran waren undurchlassig fur den Farbstoff.

Erst mit Durchgangigkeit der Membran der Zelle verbindet sich der Farbstoff mit der
dsDNA (abcam, no date) (Abbildung 9).

Abbildung 8: Exzitations- und Emissionsmaxima

Die schematische und bildliche Darstellung der Exzitations- und Emissionsmaxima der Farbstoffe
TMRM, Caspase 3/7 und DRAQY zeigt, dass durch diese Wahl die Farbspektren sich nur geringfligig
Uberlappen. Griiner Bereich — Caspase 3/7, gelber Bereich — TMRM, rot/infraroter Bereich — DRAQ7
Bildquelle: thermofischer

Abbildung 9: Farbbilder vom Anfang und Ende eines Versuches

Diese Farbbilder (beispielsweise vom Versuch BEAS-2B + Alectinib) verdeutlichen die Notwendigkeit
von verschiedenen Farbspektren zur einfacheren Darstellung der verschiedenen Konditionen Mito-
chondrien- (griin), Apoptose (blau) und Nekrose Aktivitat (rot). Das linke Bild zeigt die Zellenpopulation
am Anfang. Viele dieser Zellen sind noch gesund und lebendig und speichern daher den Farbstoff fir
die Mitochondrien kraftig. Das rechte Bild wurde ca. nach drei Tagen aufgenommen. Viele dieser Zellen
sind bereits apoptotisch oder sogar nekrotisch.

451 Phototoxizitat und Photobleaching

In der Lebendzellmikroskopie ist die Toxizitat des Lichtes, besonders die des fluores-
zierenden Lichts, ein limitierter Faktor hinsichtlich der Expositionszeit und der daraus
resultierenden Bildqualitat (Magidson and Khodjakov, 2013; Watkins and St. Croix,
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2013). Durch die wiederholte Anregung der Fluorophore kommt es zum sogenannten
Photobleaching. Dieser Vorgang beruht darauf, dass die Molekule durch Licht ange-
regt werden und die Struktur des Farbstoffes zerstéren oder verandern. Dadurch ver-
liert das Farbemittel seine Fluoreszenz und die Reaktionsprodukte, die dadurch ent-
standen sind, sind mitunter toxisch (Diaspro et al., 2006; Waters, 2013). Reaktionspro-
dukte wie ROS (Sauerstoffradikale) sind wiederum Grund fur die Phototoxizitat. Phy-
siologische Zellen sind in der Regel in der Lage Sauerstoffradikale zu eliminieren. Je-
doch bei zu gro3er Menge konnen sie dieses nicht mehr bewaltigen (Kiepas et al.,
2020). Neben den toxischen Produkten des Photobleachings kommt hinzu, dass einige
Zusatze im Medium auch Phototoxizitat auslésen kdnnen, wie z.B. HEPES. Um der
Toxizitat entgegenzuwirken, konnte man zusatzlich Antioxidantien, wie z.B. Pyruvat
hinzufligen (Spierenburg et al., 1984; Icha et al., 2017). Ein grol3er Nachteil ist jedoch,
dass diese Zusatze den Sauerstoffgehalt im Medium senken. Da die Zellgesundheit
uns wichtiger war, verzichteten wir darauf. Um dennoch den Faktor des Photob-
leaching und der Phototoxizitat zu minimieren, kann man die Aufnahmebedingungen
an sich noch optimieren. Mit dem Programm Leica LASX lasst sich zum einen die Auf-
nahmezeit regulieren und zum anderen kann man computertechnisch eine maximale
Signalverstarkung (Gain) einstellen, sodass die Zellen letztlich so wenig wie moglich
dem Fluoreszenzlicht ausgesetzt sind. Somit optimiert man das System und erzielt ein
maximales Signal zu geringsten Storungen. Durch den Gain-Faktor herrscht ein hohe-
res Grundbildrauschen, welches aber hinterher mit diversen Programmen bearbeitet
werden kann. Eine Photobleachingkorrektur konnte man zudem mit der ImageJ Soft-

ware anwenden (Abbildungen 10 und 11).
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Abbildung 10: Photobleachingkorrektur
Linke Aufnahme (ca. 44 Belichtungen) vor der Bearbeitung, sowie rechts dieselbe Aufnahme nach Be-
arbeitung mit der Histogram Matching Methode des Programms ImageJ.

Abbildung 11: Photobleachingkorrektur (Bilderserie)
Obere Zeile: Unbearbeitete Aufnahmen nach 1, 288, 864 und 1728 Belichtungen. Untere Zeile: Diesel-
ben Aufnahmen nach Bearbeitung mit der Histogram Matching Methode des Programms ImageJ

4.6 Zellkulturverfahren

4.6.1 Kultivieren von Zellen

Die Zellen wurden in T75-Kulturflaschen mit dem jeweiligen bendtigten Medium (Kapi-
tel 10) bei 37 °C, 5 % CO:2 im Brutschrank kultiviert. Bei zirka 80 % bewachsener Fla-
che wurden die Zellen gesplittet. Zunachst wurde hierfur das alte Medium abgesaugt
und die Zellen wurden mit sterilen PBS ausgewaschen. Danach wurden die Zellen mit
2 ml Trypsin beschichtet und bei 37 °C fur maximal vier Minuten inkubiert. So 16sten
sie sich von der Flasche ab. Durch Zugabe mit frischem Medium wurde die Trypsin
Aktivitat wieder aufgehoben. Je nach Zelldichte bzw. benotigter Konzentration wurden
sie dann im Verhaltnis von 1/3 oder 1/4 gesplittet und mit frischem Medium versetzt.

4.6.2 Bestimmung der Zellzahl

Der CASY® Cell Counter wurde zur Bestimmung der Zellzahl verwendet. Von den ab-
gelosten Zellen wurden 100 pl Zellsuspension mit 10 ml CASY®-Ton pipettiert. Das
passende Zahlprogramm fur die jeweilige Zellreihe wurde nun ausgewahlt. Durch das
Durchflussprinzip misst das CASY® Partikel, die durch die Messpore stromen. Unter
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Berucksichtigung der Pulsflache kann das Gerat zwischen vitaler und avitaler Zellen

unterscheiden.

4.7 Detektion von Zell in Zell Ereignissen

4.71 Hintergrund

Das CiC-Phanomen, einschliel3lich Emperipolese, Entose und Kannabalismus, und
deren biologischen Auswirkungen wurden in den letzten Jahren in der Forschung zu-
nehmend untersucht. Es gab einige Studien dazu, dass CiC als potenzieller histopa-
thologisch pradiktiver und prognostischer Marker bei Krebs gilt (Bauer et al., 2021). Mit
Hilfe von Lebendzellaufnahmen konnten wir die nicht-professionelle Phagozytose bei
BEAS-2B Zellen zeitlich und systematisch aufzeichnen und genauer untersuchen.

4.7.2 Versuchsaufbau

Bei den ersten Versuchen wurden zwei Doppelkammern Rhombic Chamber Microflu-
idic Chips mit 250.000 Zellen pro Kammer 250 pl beimpft und einen Tag lang im Mik-
roskop inkubiert. Nach 24 h Anwachsen wurden sie dann mit frischem Medium und
der gleichen Menge an nekrotischen Zellen versetzt. Dabei ist aufgefallen, dass meis-
tens beim Mediumwechsel Zellen untergingen und gleichzeitig leichter Luftblasen ins
System gelangen. Die theoretische Uberlegung war, dass wir somit einen guten Zell-
rasen generieren, aber die praktische Erfahrung zeigte, dass bei simultaner Beimpfung
ein besseres Ergebnis entstand. Daher wurden die Zellen, die phagozytieren sollten,
in einer T25 Zellkulturflasche mit 25 nM TMRM fur 45 min bei 37 °C und 5 % CO2
behandelt. Eine andere Zellkulturflasche wurde wahrenddessen fur 45 min bei 60 °C
im Wasserbad hitzenekrotisch bearbeitet. Nach der beschriebenen Zeit wurde die
erste Zellkulturflasche mit PBS ausgespult und anschlief3end wurde 1 ml Trypsin dazu
gegeben, um die Zellen von der Flache zu I6sen. Um die Trypsinaktivitat schlieRlich
wieder aufzuheben, wurde 3 ml farbloses FluoroBrite™ DMEM hinzugegeben. Die
Zellsuspension der zweiten Flasche mit den hitzenekrotischen Zellen wurde mit Hilfe
einer Pipette in ein Reaktionsrohrchen aufgenommen und bei 170 g fur 5 min zentrifu-
giert. Das Uberstehende Medium wurde dann im nachsten Schritt vorsichtig abge-
saugt. Die ubrig geblieben Zellen wurden anschlieRend mit etwas farblosen Medium
vermengt und der anderen Zellsuspension dazu gegeben. Der Farbstoff DRAQ7 und
Good-Puffer HEPES wurden danach noch mit einer Konzentration von 3 yM und 10
mM beigefugt. Nach guter Durchmischung wurde das Gemisch unter sterilen

22



Materialien und Methoden

Bedingungen und ohne Luftblasen im System mit einer 1 ml Spritze aufgezogen und
in Rhombic Chamber Microfluidic Chips mit einem Fassungsvermogen von 250 pl Gber
Schlauche und Mini Male Luer Konus eingegeben. Danach wurden die Doppelkam-
mer-Chips ins Mikroskop eingespannt und die Positionen der Aufnahmen bestimmt.
Pro Kammer wurden vier verschiedene Markierungen festgelegt und alle 10 min nahm
das Mikroskop Bilder auf. Bei jeder Aufnahme wurden je ein Bild mit der DIC-Lampe
und zwei Bilder mit der Fluoreszenzlampe - fur die verschiedenen Konditionen ,Mito-
chondrien Aktivitat' und ,Nekrose’- aufgenommen. Dabei war zu beachten, dass die
Aufnahmezeit der Fluoreszenz so gering wie moglich zu halten ist. Im Schnitt wurden
die DIC-Bilder zwischen 8 ms — 10 ms aufgenommen. Wahrend die Aufnahmen fur die

Mitochondrienaktivitat und Nekrose sich im Bereich von 50 ms — 60 ms befanden.
4.7.3 Auswertung

Wie schon unter 4.1.3 genannt, wurden alle Bilder am Computer mit Hilfe des Pro-
gramms LASX von Leica aufgenommen und schliel3lich in TIFF-Dateien umgewandelt.
Auf einer externen Festplatte gespeichert, konnten wir diese Daten dann mit dem Pro-
gramm Optimas/Biomas nach ihren Konditionen (DIC, Mitochondrien- und Nekrose-
Aktivitat) sortieren. Das Fluoreszenzsignal der Zellen wurde anschlieffend verstarkt,
indem wir den Hintergrund abzogen und das allgemeine Hintergrund-/Bildrauschen
verminderten. Die korrigierten Bilder der einzelnen Konditionen wurden anschliel3end
zu einem Farbbild vereinigt. Als ein Video zusammengefugt, lieen sich diese Dateien
einfacher durchschauen. Ist beim Betrachten dieses Clips eine interessante Stelle auf-
gefallen, so lielRen sich mit dem Programm Biomas Bildbereiche einfach eingrenzen
und auch zuschneiden. Mit Photoshop wiederum haben wir dieses Farbbild mit den
DIC-Bildern Ubereinandergelegt und dadurch konnten wir vorher erblickte CiC besser

beurteilen und auch verifizieren.

4.8 Interaktion Tumorzelle mit Bestrahlung und Medikament
4.8.1 BEAS-2B/A549 + Alectinib und Crizotinib im Vergleich

4.8.1.1 Hintergrund

Die Hauptursache fur krebsbedingte Todesfalle durch bosartige Tumore weltweit ist
nach wie vor Lungenkrebs (Torre, Siegel and Jemal, 2016). Das anaplastische Lym-
phomkinase-Fusionsgen-Rearrangement (ALK-positiv) nicht-kleinzelliger Lungenkar-
zinome (NSCLC) ist eine einzigartige Untergruppe, die 3-7% der NSCLC-Falle
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ausmacht (Allen et al., 2020). In den letzten Jahren, mit EinfUhrung der ALK-Inhibito-
ren, hat sich die Behandlung des fortgeschrittenen ALK-positiven NSCLC komplett
verandert und die Prognose fur die Patienten deutlich verbessert (Zhuang, 2018).
Crizotinib ist der erste entwickelte ALK-Inhibitor, der bei NSCLC Patienten mit ALK-
positivim Vergleich zur Chemotherapie eine systematische Wirksamkeit und stark ver-
besserte Ergebnisse gezeigt hat (European Medicines Agency, 2017). Die second ge-
neration ALK-Inhibitoren, wie z.B. Alectinib, wurden speziell als wirksameres und se-
lektiveres Anti-ALK-Therapeutikum entwickelt, welches die Crizotinib-Resistenz um-
gehen soll (Avrillon and Pérol, 2017). Mit Hilfe von Lebendzellaufnahmen unter Gabe
beider Medikamente konnten wir die Unterschiede der zwei Inhibitoren bei den Zellli-
nien BEAS-2B und A549 zeitlich und systematisch aufzeichnen und genauer betrach-

ten.
4812 Versuchsaufbau

Die Zellbewachsung von 70 — 80 % des Bodens einer T-25 Flasche entsprach der
bendtigten Zellanzahl fir den Versuch (ca. 6 — 8 x10° Zellen/ml). Fir den Versuch
wurde das Medium der Flasche auf 10ml reduziert und mit 25 nM TMRM versetzt. Die
Flasche wurde fur 45 min bei 37 °C und 5 % COzinkubiert. Danach wurden die Zellen
mit PBS ausgewaschen und mit 1 ml Trypsin versetzt, um sie vom Flaschenboden zu
trennen. Mit 3 ml farblosem DMEM Fluorobrite™ wurde die Trypsinaktivitat wieder auf-
gehoben. Das Gesamtvolumen von 4 ml Zellsuspension wurde dann im nachsten
Schritt gleichmalig in zwei Reaktionsgefale aufgeteilt. Dem ersten Gefal® wurde dann
3 uM DRAQ7, 10 yM CellEvent Caspase 3/7, 10 mM HEPES-Puffer und je nach Ver-
such 1 uyM Alectinib oder Crizotinib hinzugefugt. Dem zweiten Gefal} wurde ebenso
alles bis auf das Medikament dazugegeben. Nun wurden zwei 2-Kammer-Microfluidic
Chips bereitgelegt. Diese wurden mit einem Schlauchsystem und Drei-Wege-Hahne
ausgestattet. Nach guter Durchmischung der Zellsuspension wurde sie in die Microflu-
idic-Chips mit einer 1 ml Spritze eingegeben. Je Chip sollte dann eine Kammer mit und
ohne Medikament beflllt sein. Beim Aufziehen der Spritze und Beflllen des Materials
sollte penibel auf Vermeiden von Luftblasen im System geachtet werden, sowie auf
das sterile Arbeiten. Danach wurden die beiden Teile in den Mikroskoptisch einge-
spannt und es wurden alle 45 min Bilder in verschiedenen Wellenlangenbereichen auf-
genommen. Je Kammer wurden vier Positionen festgelegt. Es wurden zudem vier ver-
schiedene Aufnahmen aufgenommen: DIC (Aufnahmedauer (AD) 8 - 10 ms; DIC
Lampe), Mitochondrien Aktivitat (Farbstoff: TMRM; AD 50 ms; Fluoreszenzlampe mit
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den Einstellungen Ex: 460-500, DC: 505, EM: 512-542), Apoptose Aktivitat (Farbstoff:
CellEvent Caspase 3/7; AD 60 ms, Fluoreszenzlampe mit den Einstellungen Ex: 390-
410 + 487-503 + 560-580, DC: 415 + 510 + 590, EM: 455-475 + 515-545 + 620-660)
und Nekrose Aktivitat (Farbstoff: DRAQ7; AD 50-60 ms, Fluoreszenzlampe mit den
Einstellungen Ex: 610-630, DC: 660, EM: 662-738). Bei den Aufnahmen wurde darauf
geachtet, dass die Aufnahmezeit so gering wie moglich gehalten wurde, um Phototo-
xizitat und Photobleaching zu vermeiden. Es wurde zudem so eingestellt, dass bei
jedem funften Durchgang der Autofocus die Zellenebene wieder scharf einstellte. Nach
drei Stunden wurde einer der Chips einmalig mit 2 Gy bestrahlt und wieder eingesetzt.
Insgesamt lief ein Versuch mindestens drei Tage lang.

Die erste Kammer (erster Chip) entsprach der Kontrolle (Zellen ohne Medikament,
keine Bestrahlung). Die zweite Kammer (erster Chip) sollte die Behandlung darstellen
(Zellen mit Medikament, keine Bestrahlung). Die dritte Kammer (zweiter Chip) stellte
die reine Bestrahlung dar (Zellen ohne Medikament, Bestrahlung 2 Gy). Die vierte
Kammer (zweiter Chip) zeigte die Kombinationstherapie an (Zellen mit Medikament,
Bestrahlung mit 2 Gy).

4.8.1.3 Auswertung

Die Auswertung ahnelt der von 4.7.3. Auch hier wurden die Aufnahmen mit Hilfe des
Programms LASX von Leica in TIFF-Dateien umgewandelt und extern gespeichert.
AnschlieRend wurden diese Daten nach den folgenden Merkmalen sortiert: DIC-Bild,
Mitochondrien-, Apoptose- und Nekrose-Aktivitat. Im nachsten Schritt wurde das Sig-
nal der Fluoreszenzbildern mit Hilfe des Programmes Optimas/Biomas verstarkt, in-
dem wir einen Hintergrundabzug durchfuhrten, um das allgemeine Hintergrund-/Bild-
rauschen zu vermindern. Die einzelnen Hintergrundabgezogenen Bilder wurden an-
schlielend zu einem Farbbild (merge) vereinigt. In diesem Merge-Bild wurden nun die
einzelnen Bereiche (mittels einer Farbauswahl von grun, blau und rot) markiert, die

gemessen werden sollen (Abbildungen 12 und 13).
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Abbildung 12: Farbbild Auswertung

Oben: Farbbild (beispielsweise vom Versuch BEAS-2B + Crizotinib) mit allen drei Zustanden (griin=
Mitochondrien-, blau= Apoptose- und rot= Nekrose-Aktivitat). Unten: dazugehdriges Threshhold Bild,
welches als Maske ein schwarz-weil3es Bild bildet. Dieses |asst sich besser bearbeiten. Ausgewahlt
bzw. eingegrenzt wurden die auszumessenden Bereiche mit Hilfe von gezielter Farbauswahl. Wurden
durch das Programm Positionen miteinbezogen, welche fiir uns uninteressant waren, konnte man diese
dann noch nachtraglich handisch mit dem Mauszeiger nachziehen und ausgrenzen (eigekreiste Flache).
Man konnte aber im Gegenzug auch interessante Stellen noch hinzufiigen (Pfeil).

Die gemessenen Intensitaten der verschiedenen Farben (grun, blau, rot) wurden von
Biomas direkt in einer Excel-Tabelle eingefugt. Aus diesen Werten bildeten wir den
Mittelwert. Bei mehreren Versuchen (mind. 3) einer Versuchsreihe wurden zudem die
gemittelten Werte gesammelt und nochmals gemittelt. Mit SSPS wurde die Statistik
ausgerechnet (FISH) und mit Hilfe von GraphPad Prism9 wurden Boxplots und Dia-
gramme erstellt. Einzelne Bilder konnte man zudem zu einem Video zusammenstellen.
Folgende QR-Codes zeigen Kurzfiime des Versuchs BEAS-2B mit dem TKI Alectinib
und A549 mit dem TKI Crizotinib.
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Abbildung 13: DIC-Bild und Farbbild Korrelat

Ausschnitt eines DIC-Bildes und dessen bereits zusammengefiigtes und Hintergrundabgezogenes
Farbbild-Korrelat. Im letzten Bild wurden die beiden vorherigen schlieRlich Gbereinandergelegt, um Zel-
len und Zustande (grin = Mitochrondrien-, blau = Apoptose-, rot = Nekrose — Aktivitat) richtig zueinander
zuordnen zu kénnen.

4.8.2 U251 + Perampanel
4.8.2.1 Hintergrund

Patienten mit Glioblastomen leiden haufig gleichzeitig an nicht kontrollierbaren epilep-
tischen Anfallen, die oft eine antikonvulsive Behandlung erfordern (Lange, HOrn-
schemeyer and Kirschstein, 2021). Wahrend klinische Leitlinien alle zugelassen An-
tikonvulsiva empfehlen, ist bislang noch unklar, welches der verfugbaren Medikamente
die beste Therapieoption zur Behandlung von Gliom-assoziierten Anfallen ist (Lian,
Engelsen and Storstein, 2012). Es gibt einige Studien, die besagen, dass das Hemmen
des Glutamat-Rezeptors eine positive Auswirkung hinsichtlich des verminderten
Wachstums des Tumors habe, da Glioblastomzellen Glutamat-Rezeptoren wegen ih-
res Wachstums exprimieren (Lange et al., 2019). Perampanel ist ein selektiver, nicht
kompetitiver Antagonist des ionotropen AMPA-Rezeptors postsynaptischer Neuronen
und wird haufig in der Behandlung von status epilepticus eingesetzt (Strzelczyk et al.,
2019). Zudem scheint bei simultaner Behandlung mit dem oben genannten Antiepilep-
tikum eine Verzogerung des Wachstums des Glioms erkennbar zu sein (Résche et al.,
2015).

48272 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau dieser Versuchsreihe ist genauso aufgebaut wie unter 4.8.1.2
beschrieben, nur dass wir hier statt der Lungenepithel- und Lungenkarzinomzellen
Glioblastomzellen verwendeten und anstatt den TKIs Alectinib und Crizotinib das An-
tiepileptikum Perampanel benutzten. Daher haben wir auch fur diesen Versuch ca. 6
— 8 x10° Zellen/ml in einer T-25 Zellkulturflasche anwachsen lassen. Das Medium
wurde dann auf 10 ml reduziert und mit dem Farbstoff TMRM in einer Konzentration
von 25 nM versetzt. Fur 45 min wurde die Flasche bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert.
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Anschlielend wurden die behandelten Zellen mit PBS gewaschen und 1 ml Trypsin
wurde hinzugegeben, um sie vom Boder der Flasche abzuldsen. Um die Trypsinakti-
vitat wieder aufzuheben, wurde 3 ml farbloses DMEM Fluorobrite™ beigegeben. Die
gut durchmischte Zellsuspension mit einem Gesamtvolumen von 4 ml wurde im nachs-
ten Schritt gleichmalig in zwei Reaktionsgefalle aufgeteilt. Dem ersten Gefald wurde
3 uM DRAQ7, 10 uM CellEvent Caspase 3/7, 10 mM HEPES-Puffer und 1 uyM Peram-
panel hinzugefugt. Dem anderen Gefal® wurde bis auf das Medikament die gleichen
Stoffe beigefugt. Zwei 2-Kammer-Microfluidic Chips wurden mit einem Schlauchsys-
tem, Linc-Konuse und Drei-Wege-Hahne ausgestattet und nach guter Durchmischung
der Zellsuspension mit einer 1 ml Spritze geflllt. Beim Aufziehen der Spritze und Be-
fullen des Materials sollte penibel auf Vermeiden von Luftblasen im System geachtet
werden, sowie auf das sterile Arbeiten. Die beiden Chips sollten nun wie folgt befullt
sein: Je eine Kammer mit Medikament und je eine Kammer ohne Medikament. Im
nachsten Schritt wurden die beiden Objekte in den Mikroskoptisch eingespannt und
alle 45 min wurden in verschiedenen Wellenlangenbereichen Aufnahmen durchge-
fuhrt. Pro Kammer wurden vier Positionen festgelegt. Pro Aufnahme wurden vier ver-
schiedene Zustande aufgenommen: DIC (Aufnahmedauer (AD) 8 - 10 ms; DIC
Lampe), Mitochondrien Aktivitat (Farbstoff: TMRM; AD 50 ms; Fluoreszenzlampe mit
den Einstellungen Ex: 460-500, DC: 505, EM: 512-542), Apoptose Aktivitat (Farbstoff:
CellEvent Caspase 3/7; AD 60 ms, Fluoreszenzlampe mit den Einstellungen Ex: 390-
410 + 487-503 + 560-580, DC: 415 + 510 + 590, EM: 455-475 + 515-545 + 620-660)
und Nekrose Aktivitat (Farbstoff: DRAQ7; AD 50-60 ms, Fluoreszenzlampe mit den
Einstellungen Ex: 610-630, DC: 660, EM: 662-738). Die Aufnahmedauer wurde so ge-
ring wie moglich gehalten, um Photobleaching und Phototoxizitat zu vermeiden. Nach
jedem funften Durchgang wurde mit Hilfe des Autofocus die Zellebene wieder scharf
eingestellt. Nach drei Stunden wurde einer der Chips einmalig mit 2 Gy bestrahlt und
wieder eingesetzt. Je nach Zellgesundheit lief ein Versuch mindestens drei Tage lang.
Mit den vier verschiedenen Kammern der zwei Microfluidic Chips konnte man vier Kon-

ditionen untersuchen: Kontrolle, Behandlung, Bestrahlung und Kombinationstherapie.
4.8.2.3 Auswertung

Wie der Versuchsaufbau ist auch die Auswertung der vorherigen Versuchsreihe gleich.
So wurden auch hierfur die Aufnahmen, welche mit LASX aufgenommen wurden, in
TIFF-Dateien auf einer externen Festplatte gespeichert. Diese wurden anschliel3end
nach ihren Konditionen sortiert (DIC, Mitochondrien-, Apoptose-, Nekrose Aktivitat).
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Bei allen Bildern wurde der Hintergrund mit dem Programm Optimas/Biomas abgezo-
gen und dadurch wurde die Fluoreszenzfarbe verstarkt und das Bildrauschen vermin-
dert. Die einzelnen Bilder der verschiedenen Konditionen wurden dann im nachsten
Schritt zu einem Farbbild (merge) zusammengefugt. In dieser Komposition markierten
wir einzelne — fur uns interessante — Zellen, dessen Fluoreszenzfarbstoffintensitat an-
schlieBend gemessen und in einer Excel-Datei in Form einer Tabelle eingepflegt wor-
den sind. Aus den gemessenen Intensitatswerten bildeten wir Mittelwerte. Mit SSPS
wurde die Statistik ausgerechnet und mit Hilfe von Graph Pad Prism9 wurden Grafiken

wie Boxplots und Diagramme erstellt.
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5. Ergebnisse

5.1 Detektion von Zell in Zell (CiC) Ereignissen

In den folgenden Bildserien (Abbildungen 14 und 15) wurden mehrere CiC Ereignisse
beobachtet. Man erkennt in Abbildung 14 besonders gut, wie normale Lungenepithel-
zellen als ,Fresszellen' beginnen, die rot gefarbten hitzenekrotischen Zellen (gelber,
weiller und schwarzer Pfeil) mit ihrer Zellmembran umhullen. Die abgestorbene Zelle
wird absorbiert und der Zellkern, welche mit dem Farbstoff DRAQ7 markiert ist, verliert
im Laufe der Zeit seine Fluoreszenz. Wie unter 4.5 bereits beschrieben, verbleibt
DRAQ?7 im Medium und stellt nekrotische Vorgange dar. Zellen mit intakter Zellmemb-
ran sind daher undurchlassig flr den Farbstoff. Erst mit Auflésen der Schutzmembran
der Zelle verbindet sich der Farbstoff mit der dsDNA der nekrotischen Zelle. Bildmor-
phologisch lassen sich die nekrotischen Zellen zwar noch abgrenzen, aber im Farbbild
ist das rote Signal nicht mehr sichtbar. Selbst nach starker Bearbeitung mit der Histo-
gram Matching Methode des Programms Imaged ist dies nicht der Fall. Zwischen der
Phyagozytose und dem Fluoreszenzverlust vergeht ein Zeitraum von ca. acht Stun-
den, was auf eine Zelllyse hindeutet. Denn der Farbstoff bendétigt nur wenige Minuten,

um die Membran der nekrotischen Zellen zu passieren.

Abbildung 14: Zeitrafferaufnahmen mehrerer Phagozytosen

Zu sehen sind drei Phagozytosen in einem Bildausschnitt. Gekennzeichnet sind diese mit einem gelben,
weilRen und schwarzen Pfeil. Die Farben stellen wie folgt diese Zustande dar: griin = Mitochondrien
Aktivitot, rot = nekrotisch. Die Bilder sind von links nach rechts zu lesen und es sind Ausschnitte einer
Zellposition nach 10 min, 60 min, 100 min, 200 min, 290 min, 330 min, 390 min, 430 min erkennbar.
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Abbildung 15: Zeitrafferaufnahme einer Phagozytose (schwarzer Pfeil)

Zu sehen ist eine nicht professionelle Phagozytose. Die Farben griin und rot stellen die Mitochondrien-
und Nekrose Aktivitat dar. Der zeitliche Abstand zwischen den Bildern ist (von rechts nach links und von
oben nach unten zu lesen): 10 min, 20 min, 50 min, 100 min, 200 min, 300 min, 400 min, 460 min.

In unseren Versuchen zur Beobachtung von CiC Ereignissen konnten wir in fast allen
Positionen mehrere nicht professionelle Phagozytosen erfassen. Jedoch war es
ebenso mdglich, genauso viele Situationen aufzuzeichnen, in denen die vitale Zelle
nekrotische nur mit sich ,herumtrug‘. Die folgende Bilderserie (Abbildung 16) soll dies

verdeutlichen.

Abbildung 16: Zeitrafferaufnahmen von BEAS-2B Zellen

In diesem Bildausschnitt wurde die rot markierte nekrotische Zelle (Pfeil) nicht phagozytiert und ist auch
noch nach 8h gut sichtbar. Griin gefarbte Zellen stellen vitale Zellen dar. Es sind Aufnahmen nach 20
min, 120 min, 220 min, 320 min, 420 min, 520 min, 620 min und 720 min zu sehen. Zu lesen sind die
Bilder von links nach rechts und von oben nach unten.
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5.2 BEAS/A549 + Alec/Crizo

Die Ergebnisse wurden bereits in ,Influence of alectinib and crizotinib on ionizing radi-
ation - in vitro analysis of ALK/ROS1-wildtype lung tissue cells‘ und auf einem Poster
fur die DEGRO 2021 vorgestellt.

Im Vergleich mit den Ergebnissen der anderen Versuchsreihen fallen die Kurven vom
Versuch BEAS-2B mit dem Medikament Alectinib (Abbildung 17) optisch auf, da sie
auf den ersten Blick anders aussehen. Dies liegt daran, dass wir hier alle 20 min eine
Aufnahme gemacht haben. In den darauffolgenden Versuchen entschieden wir uns
aber fur alle 40 min ein Bild. Da die Speicherkapazitat der einzelnen Versuche sonst
zu grof® waren und es im Endeffekt nichts geandert hatte. Schliefl3lich betrachten wir
den Verlauf der Versuche uber mehrere Tage. Daher liegt unser Augenmerk nicht auf
einzelne Zeitpunkte. Dennoch nahmen wir diesen Versuch mit in unsere Studie auf.
Betrachtet man die Kurven der verschiedenen Konditionen, so findet man optisch kei-
nen grofden Unterschied in den untersuchten Variablen. Statistisch betrachtet unter-
scheiden sich zum Zeitpunkt t = 2160 jedoch fast alle Aktivitatskurven der verschiede-
nen untersuchten Zustande (Behandlung, Bestrahlung oder Kombinationstherapie)

verglichen mit der Kontrollgruppe wie die folgende Tabelle zeigt.

Tabelle 1: Verschiedene p-Werte vom t-Test unabhangiger Variablen des Versuchs BEAS-2B mit
dem TKI Alectinib
Die untersuchten Variablen mit p-Werten kleiner gleich 0,05 unterscheiden sich signifikant.

t-Test bei unabhan- | Kontrollgruppe - | Kontrollgruppe - | Kontrollgruppe -

gigen Stichproben | Behandlung Bestrahlung Kombinationsthe-
rapie

Mitochondrienakti- | p-Wert = 0,377 p-Wert = 0,021 p-Wert = 0,020

vitat

Apoptoseaktivitat p-Wert = 0,244 p-Wert = 0,001 p-Wert = 0,001

Nekroseaktivitat p-Wert = 0,197 p-Wert = 0,03 p-Wert = 0,001
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Abbildung 17: Fluoreszenz-Intensitiatskurven vom Versuch BEAS-2B mit Alectinib

Von oben nach unten: Mitochondrien-Aktivitat, Apoptose-Aktivitat, Nekrose-Aktivitat. Die blauen Kurven
beschreiben die Zellen der Kontrolle, die orangenen Kurven die der Behandlung mit 1 uM des TKis, die
grauen Kurven die der reinen Bestrahlung mit 2 Gy und die gelben Kurven die der Kombinationstherapie
mit 1 uM TKI und gleichzeitiger Bestrahlung mit 2 Gy. Man erkennt keine grof3en Unterschiede zwischen
den einzelnen Konditionen. Nur einen leichten Anstieg der Apoptoseaktivitat (Abb.9) nach Bestrahlung
bzw. Kombinationstherapie bei ca. t (2560).
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Die erste Grafik der nachsten Versuchsreihe (Abbildungen 18) zeigt die Aktivitat der
Mitochondrien der BEAS-2B Zellen. Man erkennt anfangs keine gro3en Unterschiede
der einzelnen Kurven. Jedoch wenn man sie einzeln betrachtet, fallt auf, dass der Ab-
fall der Kurven bei t = 2250 min am starksten in denen der Bestrahlung und der Kom-
binationstherapie ausfallt, sowie beim Zeitpunkt t = 2160 unterscheiden sich fast alle
Kurven signifikant zur Kontrollgruppe. Die p-Werte bewegen sich zwischen p = 0,318
—0,04. In der nachsten Figur, welche die Apoptose Aktivitat zeigt, kann man eine Ten-
denz erkennen, dass sowohl das Medikament Crizotinib (orangene Kurve, p = 0,146)
als auch die einmalige Bestrahlung mit 2 Gy (graue Kurve, p = 0,467) eine Wirkung
auf die Zellen hat. Am starksten I6sten die ionisierende Strahlung und die Kombination
aus Medikament und Bestrahlung (gelbe Kurve, p = 0,126) die Apoptose aus (Tabelle
1: Apoptose Maximalwerte). Auch in der nachsten Grafik erkennt man, dass bei der
alleinigen Behandlung keine erhohten Nekrose Werte zu erkennen sind. Die bereits
sehr hohen Startpunkte der Kurven im Diagramm der Nekrose lassen sich auf einige
bereits nekrotischen Zellen zurlckfuhren, welche von Anfang an mit in den Chip ein-
gesat worden waren. Proportional zu den anderen Kurven sind auch hier die Kurven

der Bestrahlung und Kombinationstherapie am steilsten.

Tabelle 2: Apoptose-Maximalwerte des Versuchs BEAS-2B mit dem TKI Crizotinib
Die einmalige Bestrahlung mit 2 Gy und die Kombinationstherapie 16sten bei den BEAS-2B Zellen eine
starke Apoptose aus

t (min) Maximalwerte (Intensitat)
Kontrolle t (3810) 2,5
Behandlung mit Crizotinib (1uM) | t (2100) 3,2
Bestrahlung (1x 2Gy) t (2400) 6,2
Kombination (2 Gy + 1 yM) t (2400) 6,2
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Abbildung 18: Fluoreszenz-Intensitatskurven vom Versuch BEAS-2B mit Crizotinib

Von oben nach unten: Mitochondrien-, Apoptose- und Nekrose-Aktivitat. Die blauen Kurven beschreiben
die Zellen der Kontrolle, die orangenen Kurven die der Behandlung mit 1 uM des TKis, die grauen
Kurven die der reinen Bestrahlung mit 2 Gy und die gelben Kurven die der Kombinationstherapie mit 1
MM TKI und gleichzeitiger Bestrahlung mit 2 Gy. Die Bestrahlung und die Kombinationstherapie 16sen
bei den BEAS-2B Zellen am ehesten eine Apoptose aus. Die Behandlung allein scheint weniger wirksam
zu sein.
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Mehrere Versuche der A549 Zellreihe mit gleichzeitiger Behandlung von Alectinib und
Bestrahlung (Abbildungen 19) zeigten, dass - zumindest mit dieser Methodik - keine
relevanten Ergebnisse erzielt werden konnten. Die Reaktion der Zellen darauf war
nicht nur verzogert, sondern gar nicht vorhanden. Statistisch betrachtet lassen sich nur
p-Werte uber 0,05 abgrnezen. Es zeigte sich keine Apoptose Aktivitat, auch wenn die
Graphen ab ca. t = 1200 min zu steigen scheinen. Die Intensitatswerte der Apoptose
in dieser Versuchsreihe bewegten sich alle in einem Bereich von ca. 0,20 — 1,00 (Ta-
belle 2 zum Vergleich: Intensitatswerte der Apoptose des Versuches BEAS-2B + Crizo-
tinib -> ca. 1,0 — 6,5). Die Mitochondrien- und Nekrose Werte waren in allen Konditio-
nen ahnlich, mit der Ausnahme, dass jene Zellen, die entweder die einmalige Bestrah-
lung oder die Bestrahlung in Kombination mit dem Medikament bekamen, geringfugig
schneller nekrotisch wurden als die anderen. Die hohen Anfangswerte in allen drei
Diagrammen lassen sich durch die anfangliche Form der Zellen erklaren. Da sie vor
der Adhasion noch kugelig vorliegen, konzentriert sich der Farbstoff und das Signal
wird an einer Stelle summiert und dementsprechend hoch fallen die Intensitatswerte
aus. Sobald sich die Zellen jedoch anheften und langziehen, pendelt sich dieser ein.
Dieser Effekt scheint bei den Tumorzellen (A549) starker auszufallen als bei den phy-
siologischen Zellen (BEAS-2B). Der rapide Abfall der Mitochondrien Aktivitat um ca.
3600 min herum Iasst sich zudem durch Photobleaching und durch den Computer nicht
mehr mogliche Nachbelichtung erklaren. Denn bildmorphologisch lasst sich kein Mas-
senzellsterben abgrenzen. Ebenso wie im vorherigen Textabschnitt, lassen sich die
hohen Nekrose Werte durch bereits im Chip befindenden nekrotischen Zellen erklaren.
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Abbildung 19: Fluoreszenz-Intensitatskurven vom Versuch A549 mit Alectinib

Die Grafiken zeigen von oben nach unten die Fluoreszenz-Intensitatskurven der Mitochondrien-,
Apoptose- und Nekrose Aktivitat vom Versuch A549 mit dem TKI Alectinib. Die vier Kurven der ver-
schiedenen Konditionen (Kontrolle, Behandlung, Bestrahlung und Kombinationstherapie) unterscheiden
sich kaum in den verschiedenen Zustanden.
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Die drei Graphen der Abbildung 20 zeigen den Versuch der A549 mit dem Medikament
Crizotinib und gleichzeitiger einmaliger ionisierender Bestrahlung mit 2 Gy. Diese Ver-
suchsreihe stellte sich genau wie die vorherigen Experimente dar. Die Tumorzellen
reagierten kaum bis gar nicht, weder auf die Gabe vom Medikament noch auf Bestrah-
lung. Man konnte keine nennenswerten Veranderungen bei der Beobachtung von Mi-
tochondrien-, Apoptose- oder Nekrose Aktivitat feststellen. Die hohen Mitochondrien-
und Nekrosewerte lassen sich ebenfalls durch die Ausgangsform der Zellen und be-

reits abgestorbene erklaren.

Tabelle 3: Gemessene Intensitatsbereich der Apoptose Aktivitidt der verschiedenen Versuchsrei-
hen

Erwartungsgemaf wiirde man nach ca. 1,5 Tage eine Reaktion der Zellen auf das Medikament oder
die Bestrahlung erwarten. Wir konnten jedoch nur bei der Behandlung von BEAS-2B Zellen mit dem TKI
Crizotinib eine Apoptose Reaktion erfassen.

Versuchsreihen (Zellen + TKI) Intensitatsbereich der Apoptose zwischen
t=2160 und t = 2880

BEAS-2B + Alectinib Ca.0,5-14

BEAS-2B + Crizotinib Ca.1,5-6,2

A549 + Alectinib Ca.0,3-0,8

A549 + Crizotinib Ca.1,0-2,0
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Abbildung 20: Fluoreszenz-Intensitatskurven vom Versuch A549 mit Crizotinib

Von oben nach unten sind dargestellt die Fluoreszenz-Intensitatskurven der Zustédnde: Mitochondrien-,
Apoptose- und Nekrose-Aktivitat der Zellen des Versuchs A549 mit dem TKI Crizotinib. Auch hier, wie
in den bereits beschriebenen oberen Grafiken zu A549, gibt es keine groRe Reaktion der Zellen auf das
Medikament. Alle Kurven der verschiedenen Konditionen der verschiedenen Zustande unterscheiden
sich kaum.
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5.3 U251 + Perampanel

Abbildung 21 gibt den Versuch U251 Zellen mit der Behandlung von Perampanel wie-
der. Man erkennt, dass die Mitochondrienaktivitat von Anfang bis Ende hoch erhalten
bleibt und nur gegen Ende findet man nekrotische Signale. Schaut man sich die Nek-
roseaktivitat an, so sieht man, dass alle Konditionen zum Zeitpunkt t = 2160 (verglichen
mit der Kontrollgruppe) sich signifikant unterscheiden. Die p-Werte des t-Test lagen
alle unter 0,05. Jedoch muss man dies kritisch betrachten, da auch die Zellen der Kon-
trollgruppe zu diesem Zeitpunkt unabhangig von Medikament oder Bestrahlung nekro-
tische Aktivitat aufweist. Obwohl die Apoptose um ca. t = 1000 min herum zu steigen
scheint, ist diese irrelevant, da sie sich nur in einem Bereich von 0,0 — 0,2 bewegt (zum
Vergleich: BEAS-2B + Alectinib: 1,0 — 6,2).

Ein anderer Versuch dieser Versuchsreihe zeigt Abbildung 22. Dieser verhalt sich
ebenfalls wie der Vorherige. Die Mitochondrienaktivitat ist von Anfang bis zum Ende
hin kraftig, was man im Farbbildkorrelat auch gut sehen kann (Abbildung 23). Die
Apoptose fallt geringfugig starker aus als im vorherigen Versuch, aber die Nekroseak-
tivitat dagegen steigt nicht proportional. Zwar wurden die Zellen der Kombinationsthe-
rapie (1M + 2 Gy) schneller nekrotisch, aber die Zellen der anderen Konditionen ver-

halten sich konstant zum vorherigen Versuch.
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Abbildung 21: Fluoreszenz-Intensitatskurven vom Versuch U251 mit Perampanel (V1)

Die Grafiken zeigen von oben nach unten die Fluoreszenz-Intensitatskurven der Mitochondrien-,
Apoptose- und Nekroseaktivitat vom Versuch U251 mit Perampanel. Es sind keine nennenswerten Un-
terschiede in allen drei Kurvendiagrammen zu sehen. Die scheinbare Steigung der Apoptose Aktivitat
ist mit einem Bereich von 0,0 — 0,2 nicht aussagekraftig und somit zu vernachlassigen. Ebenso die
Intensitatssteigerung der Nekrose gegen Ende des Versuchs Iasst sich nicht auf die Behandlung oder
Bestrahlung zurtckfiihren.
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Abbildung 22: Fluoreszenz-Intensitatskurven vom Versuch U251 mit Perampanel (V2)

Von oben nach unten werden hier die Fluoreszenz-Intensitatskurven der Mitochondrien-, Apoptose- und
Nekroseaktivitdt vom Versuch U251 mit Perampanel gezeigt. Auch dieser Versuch verhalt sich dhnlich
wie der zuvor gezeigte. Es gibt kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Konditionen der beobach-
teten Zustande. Hier reagierten die U251 Zellen nach der Kombinationstherapie etwas mehr apoptotisch
und wurden schlieBlich nekrotisch als im Vorversuch.
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Abbildung 23: Fluoreszenzfarbbild vom Versuch U251 mit Perampanel

Das linke Bild wurde ca. 2 h nach Einsaen in den Chip aufgenommen und das rechte Bild zeigt eine
Aufnahme nach ca. 48 h. Es wurden dieselben Fluoreszenzfarbstoffe wie in den vorherigen Versuchen
verwendet (TMRM/griin = Mitochondrienaktivitat, CellEvent Caspase 3/7 /blau =Apoptoseaktivitat,
DRAQ7/rot = Nekroseaktivitat). In der Spataufnahme (rechts) erkennt man neben dem griinen Signal
nur wenig von den anderen Farbstoffen (vereinzelt rote Stellen, aber kein blau).
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6. Diskussion

Mit unserer Methode der Lebendzellaufnahmen konnten wir zellulare Vorgange gut
beobachten und beschreiben. So haben wir bei unseren Versuchen hinsichtlich der
CiC Aktionen von BEAS-2B Zellen in fast jeder aufgenommenen Position mehrere
nicht professionelle Phagozytosen beobachten konnen. Wir konnten diese zeitlich und
bildlich aufzeichnen. Den Mechanismus der Beseitigung nekrotischer Zellen durch
,normale‘ Zellen, welche keine Makrophagen sind (Schwegler, Wirsing, Dollinger, et
al., 2015), konnten wir durch diese Methodik bestatigen. Als Ursachen fur den Farb-
verlust der phagozytierten Zellen sind sowohl ein schneller Abbau der aufgenomme-
nen Zellen als auch eine Verdunnung des Farbstoffes denkbar. Denn die Phagozyten-
zelle nimmt mit Aufnahme und Zersetzung der nekrotischen Zelle ebenso etwas Farb-
stoff aus der ursprunglichen Zelle mit auf, weshalb dieser moglicherweise nicht mehr
in ausreichender Konzentration vorliegend ist und daher nicht gentigend an die dsDNA
beider Zellen anreichert und anfarbt. Jedoch weshalb und wann eine solche Zelle eine
nicht professionelle Phagozytose durchfuhrt, 1asst sich daraus nicht schlieRen. Wir
konnen nur vermuten, dass mehrere Faktoren dies begunstigen. Zum einen waren der
allgemeine Platz- und Nahrstoffmangel denkbar, sowie die Verminderung freigesetzter
Mediatoren durch nekrotische Zellen (Schwegler, Wirsing, Dollinger, et al., 2015; Joffe,
Bakalar and Fletcher, 2020). Was schlussendlich dafur in Frage kommt, musste man
in einer anderen Versuchsreihe genauer untersuchen. Dass dieser Vorgang jedoch
groRen Einfluss hinsichtlich der Tumorprognose hat, ist durchaus denkbar. Da CiC
bereits auch im Tumorgewebe beobachtet worden ist (Schenker et al., 2017).

Die Ergebnisse zur Versuchsreihe der BEAS-2B/A549 Zellen mit gleichzeitiger Be-
strahlung und Behandlung von TKils (Alectinib und Crizotinib) wurden bereits in ,/In-
fluence of alectinib and crizotinib on ionizing radiation - in vitro analysis of ALK/ROS1-
wildtype lung tissue cells‘ vorgestellt. Weshalb hier nur kurz auf die wichtigsten Punkte
eingehen werden. Die gleichzeitige Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren und
Strahlentherapie kann zu unerwarteten und teilweise schweren Nebenwirkungen fuh-
ren (Hecht et al., 2018). Es liegen jedoch zu wenige Daten vor, um dies genau zu
definieren. Daher wurden sukzessiv Versuche durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob
eine Kombinationstherapie der ALK/ROS1-Kinase-Inhibitoren Crizotinib (first genera-
tion TKI) oder Alectinib (second generation TKI) mit ionisierender Strahlung die Wir-
kung der Strahlentherapie insbesondere im normalen Gewebe (ALK/ROS1-Wildtyp)

beeinflussen konnte. Lebendzellaufnahmen wurden fir einen Nachweis der
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mitochondrialen Aktivitat, Apoptose und Nekrose im zeitlichen Kontext verwendet.
Zeitaufgeloste Daten geben direkt nach der Behandlung tiefere Einblicke in zellulare
Prozesse. Im Allgemeinen fuhrte die Behandlung mit beiden Inhibitoren gleichzeitig mit
ionisierender Strahlung meist nicht zu einer Erhdhung der Toxizitat bei BEAS-2B und
A549 (ALK/ROS1 wt). Allein Crizotinib scheint bei BEAS-2B im Vergleich zu A549 mit
Crizotinib eine starkere apoptotische Reaktion auszuldsen. Hier sehen wir moglicher-
weise einen Einfluss des malignen und nicht-malignen Ursprungs der beiden Zelllinien.
Entsprechend den Kennzeichen von malignem Gewebe ist es wahrscheinlich, dass
Tumorzellen (wie z.B. A549) blockierte oder unzureichende Apoptose-Signalwege be-
sitzen (Zhou et al., 2014). Eine zusatzliche Bestrahlung fuhrte nicht zu einer Erhdhung
des Zelltods. Dies konnte im Hinblick auf das Risiko einer Strahlenpneumonitis als
einer der haufigsten Nebenwirkungen bei der Behandlung von NSCLC von Interesse
sein. Wir konzentrierten uns auf die Behandlung der Zellen mit 1 yM TKI, was eine
physiologisch relevante Konzentration darstellt (Alecensa; FDA-Zulassung ,prescri-
bing information®). Die G2-Blockierung nach Behandlung mit Crizotinib (Zhou et al.,
2014; Shrestha et al., 2019) und die damit einhergehende Empfindlichkeit gegenuber
Bestrahlung (Sinclair, 2012), was wiederum zu erhéhtem Zelltod fuhrt, sahen wir mit
unserer Methode nicht. Dies konnte an mehreren Faktoren liegen. Zum einen kann ein
G2-Arrest auch zu ausgepragter Seneszenz (Gire and Duli¢, 2015, p. 2) statt zum Zell-
tod fuhren und zum anderen konnte die Konzentration des TKIs nicht ausreichend
hoch gewesen sein. Auch wenn 1 yM, wie oben genannt, der physiologisch relevanten
Konzentration entsprach, konnten wir keine Toxizitat anhand steigender Nekroseakti-
vitat feststellen. Eventuell hatte man bei langerer Aufnahmedauer (>3 Tage) und/oder
hoherer TKI-Konzentration andere Ergebnisse erzielen konnen. Jedoch wurde dies
weitere technische Hurden mit sich bringen. Wir machten die Erfahrung, dass die Zel-
len nach Wechsel des Mediums schneller nekrotisch wurden. Dies konnte an dem zu
hohen Druck durch das Eingeben der Flussigkeit durch die 1 ml Spritze und Schlauch-
system liegen, weshalb man bei langeren Aufnahmen die Aufbewahrung der Zellen
uberdenken sollte und gegebenenfalls ein grofieres Behaltnis wahlen musste. Auller-
dem musste man durch vermehrte Aufnahmen mit Fluoreszenz, ebenfalls einen er-
hohten Photobleaching und Phototoxizitateffekt beachten. Wirde man jedoch nur die
Konzentration des TKIs erhohen bei gleichbleibender Aufnahmedauer, sollten die Ex-
perimente ohne Probleme durchfuhrbar sein.
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Nach den bestehenden Erkenntnissen uber den Zusammenhang von neuronaler Akti-
vitat, Aktivitat des Glutamat-Rezeptors und progredientem Wachstum von Glioblasto-
men (Lange et al., 2019; Venkataramani et al., 2019) wurden mehrere Studien Uber
den Mehrwert von Inhibitoren des AMPA-Rezeptors durchgefuhrt. Das Antiepileptikum
Perampanel, welches bereits zugelassen ist (Strzelczyk et al., 2019; European Medi-
cines Agency, 2020), spielt dabei eine zentrale Rolle (Rosche et al., 2015; Lange et
al., 2019). Wie in der vorherigen Versuchsreihe konnten wir hier mittels Lebendzellauf-
nahmen die Prozesse auf zellularer Ebene hinsichtlich Mitochondrien-, Apoptose- und
Nekroseaktivitat als zeitaufgeloste Daten wiedergeben. Wir verwendeten die U251
Zellreihe, da diese dem IDH/MGMT Wildtyp entspricht. Da bereits fur Glioblastome mit
IDH Mutation bzw. Translokation des MGMT-Rezeptors eine Therapie nach Goldstan-
dard besteht (Gritsch, Batchelor and Gonzalez Castro, 2022), konzentrierten wir uns
auf die Fragestellung, wie der Wildtyp mit dem Medikament Perampanel, welches ein
selektiver, nicht-kompetitiver Antagonist des ionotropen AMPA-Rezeptors ist, intera-
giert. Im Allgemeinen wirkte die Behandlung der Zellen bei gleichzeitiger ionisierender
Bestrahlung nicht toxisch. Die Mitochondrienaktivitat war in allen Versuchen vom An-
fang bis Ende hoch. Mit dem Hintergrundwissen, dass bei Blockierung des Glutamat-
Rezeptors, welcher durch den AMPA-Rezeptor dargestellt wurde, lediglich das progre-
diente Wachstum der Tumorzellen gehemmt wird (Takano et al., 2001; Lange et al.,
2019), konnten wir dieses durch unsere Beobachtung bestatigen. Wir konnten zum
einen zeigen, dass die Zellpopulation sich bildmorphologisch nicht verandert hat. Man
konnte lediglich sehen, dass gegen Ende des Versuchs sich eher Zellhaufen gebildet
haben, anstatt dass diese verstreut lagen. Zudem war, wie oben bereits beschrieben,
die Mitochondrienaktivitat konstant hoch, was fur eine gute Zellgesundheit, selbst am
Ende des Versuches, spricht. Jedoch konnte keine Steigerung der Fluoreszenzinten-
sitat der Mitochondrien festgestellt werden. Dies spricht auch wieder fur kein progre-
dientes Wachstum der Tumorzellen. Auch die zusatzliche einmalige Behandlung mit
ionisierender Strahlung zeigte beim IDH/MGMT Wildtyp keine Wirkung. Hier sehen wir
moglicherweise die Unempfindlichkeit der Glioblastomzellen gegenuber der Bestrah-
lung und die damit einhergehende Schwierigkeit in der derzeitigen Behandlung vom
IDH/MGMT Wildtypen (Noch, Ramakrishna and Magge, 2018). Die fehlende Reaktion
der Tumorzellen auf die Bestrahlung konnte aber auch an der zu geringen und nur
einmalig durchgefuhrten Methode liegen. Zudem konnte die Ursache auch die zu kurze
Beobachtung sein. Somit ware auch in dieser Versuchsreihe eine langere

46



Diskussion

Aufnahmedauer eventuell interessant. Dies bringt jedoch die gleichen Schwierigkeiten
mit sich, wie zuvor im Text bereits genannt.

Unsere verschiedenen Versuche mit der Lebendzellmikroskopie zeigten uns die Vor-
und Nachteile mit dieser Methode auf. Gut geeignet fur diese bestimmte Durchfuhrung
sind Aufnahmen in einem Zeitraum von ca. drei bis funf Tagen. Es sind sehr gute bild-
morphologische Beobachtungen auf zellularer Ebene moglich, welche als eine Ver-
laufskontrolle oder als zusatzliche Ergebnisse fur bestehende Studien dienen kdonnen.
Zellprozesse, wie zum Beispiel unsere Versuche der CiC Ereignisse, konnen mit Hilfe
dieser Methode optimal aufgezeichnet werden. Auch die Fluoreszenzfarbstoffauswahl
ist, trotz leichter Uberlappung der Spektren, ausreichend unterschiedlich, sodass die
drei Zustande (Mitochondrien-, Apoptose- und Nekroseaktivitat) gut voneinander ab-
grenzbar sind. Sollten Zellen Uber einen langeren Zeitraum beobachtet werden, wobei
ein Wechsel des Zellenmediums notwendig ist, musste ein anderes Behaltnis fur die
Zellen gewahlt werden. Denn, wie oben bereits beschrieben, gehen die Zellen mog-
licherweise durch den zu hohen Druck oder die zu grof3en Scherkrafte durchs Einbrin-
gen neuer Flussigkeiten unter. Zudem limitieren die Effekte des Photobleaching und
der Phototoxizitat die Moglichkeit langerer Aufnahmen mit der Fluoreszenzlampe
(Diaspro et al., 2006; Icha et al., 2017). Man musste den kompletten Aufbau Uberden-
ken, eventuell unmittelbar mit hoheren Konzentrationen starten bzw. die Beleuchtung

mit der Fluoreszenz-Quelle zeitlich minimieren.
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10.1 Zelllinien

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien

Tabellenverzeichnis

Bezeichnung Zellart

BEAS-2B Lungenepithelzellen

A549 Lungenadenokarzinomzellen
U251 Glioblastomzellen

10.2 Zellkulturmedien

Tabelle 5: Medium fur BEAS-2B

Substanz Menge
Medium DMEM 500 ml

FBS 50 ml (=10 %)
Penicillin/Streptomycin 5ml (=1 %)
Tabelle 6: Medium fur A549

Substanz Menge
Medium DMEM 500 ml

FBS 25 ml (=5 %)
Penicillin/Streptomycin 5ml (=1 %)
Tabelle 7: Medium U251

Substanz Menge
Medium DMEM 500 ml

FBS 50 ml (=10 %)

Penicillin/Streptomycin

5ml (=1 %)
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Tabelle 8: Farbloses Medium fur die Inkubation in den Microfluidic Chips

Substanz Menge
FluoroBrite™ DMEM 500 ml

FBS 50 ml (=10 %)
L-Glutamin 2 ml (=4 mM)
Penicillin/Streptomycin 5ml (=1 %)

10.3 Zusammensetzung verwendeter Losungen

Tabelle 9: Working solution TMRM SL1 (=10 mM)

Substanz Menge
TMRM 25 mg
DMSO 5ml

Tabelle 10: Working solution TMRM SL2 (=100 uM)

Substanz Menge
SL1 TMRM 10 pl
DMSO 990 pl

Tabelle 11: Working solution CellEvent Caspase 3/7 (=20 uM)

Substanz Menge

CellEvent Caspase 3/7 1l

PBS 19 ul

104 Medikamente

Tabelle 12: Verwendete Medikamente

Substanz Hersteller

Alectinib Selleck Chemicals, Planegg, Deutsch-
land

Crizotinib Selleck Chemicals, Planegg, Deutsch-
land
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Perampanel

Selleck Chemicals, Planegg, Deutsch-

land

10.5 Medien, Farbstoffe und Reagenzien

Tabelle 13: Verwendete Medien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

CASY-ton

Innovatis AG

CellEvent Caspase 3/7

Life Technologies GmbH

DHE (Dihydroethidium)

Sigma-Aldrich

DMEM Pan Biotech GmbH
DRAQ7 Beckman Coulter Inc.
FluoroBrite™ DMEM Life Technologies GmbH
FKS Merck KGaA

HEPES Biochrom GmbH
L-Glutamine Life Technologies GmbH
PBS Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin Life Technologies GmbH
RPMI-Medium Sigma-Aldrich

TMRM Life Technologies GmbH
Trypsin Life Technologies GmbH
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10.6 Verbrauchsmaterial

Tabelle 14: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

CASY-Ton Roéhrchen

Innovatis AG

Dreiwegehahn

Fresenius Kabi Deutschland GmbH

Eppendorf-Reaktionsgefalle Eppendorf AG

Einmal-Pipetten Greiner Bio-One International GmbH
Heizmatte Witte+Sutor GmbH

Microfluidic Rhombic Chamber Chips Microfluidic ChipShop

Miniluer male & female Microfluidic ChipShop
Pipettenspitzen Gilson Inc.

Petrischalen Nunc A/S

Schlauch Microfluidic ChipShop

Spritze 1ml Injekt® B. Braun SE

Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One International GmbH

Zentrifugenrohrchen

Greiner Bio-One International GmbH
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10.7 Gerate

Tabelle 15: Verwendete Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Brutschrank Heraeus Instruments GmbH
CASY Innovatis AG
CPU-LUfter Akasa Ltd.

Durchflusszytometer Gallios Flow Cytometer

Beckman Coulter

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Imaging

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Lichtmikroskop Primo Vert

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Magnetruhrer MR 2002

Heidolph Instruments GmbH

Pipettierhilfe ,Pipetboy*

IBS Integra Biosciences

Schuttler Rotamax 120

Heidolph Instruments GmbH

Temperaturmessgerat

Conrad Electronic AG

Thermostat UT 200-2

ELV Elektronik AG

Vortex-Schittler MS1 Minishaker

IKA-Werke GmbH

Zentrifuge Megafuge 1.0RS

Heraeus Instruments GmbH

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich AG
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