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1 Einleitung

Die erfolgreiche Behandlung onkologischer Erkrankungen erfordert heutzutage
einen multidisziplinaren sowohl diagnostischen als auch therapeutischen
Einsatz (lllert et al., 2023). Insbesondere die Fortschritte der letzten Jahre
haben gezeigt, dass Tumoren unterschiedlicher Patienten keineswegs
vergleichbar sind, sondern sich in verschiedenen Aspekten unterscheiden. Und
selbst Primartumor und Metastase eines Patienten sind nicht identisch, sondern
kénnen eine unterschiedlich ausgepragte Heterogenitat aufweisen (Katiyar et
al., 2023). Mit den heutigen Moglichkeiten des Next-Generation-Sequencing
stehen rasch verfugbare und effiziente Methoden zur Pradiktion moglicher
Therapieoptionen zur Verfigung, die in Deutschland allerdings nur bei
entsprechender karzinomspezifischer Zulassung oder nach Ausreizung der
therapeutischen Moglichkeiten hinsichtlich einer KostenUbernahme gedeckt
sind. Nachteilig ist, dass genetische Variationen so zwar eindeutig
nachgewiesen werden konnen, Rulckschlisse aus diesen genetischen
Variationen beispielsweise hinsichtlich der Wirksamkeit entsprechender

Medikamente allerdings nicht zwangslaufig garantiert sind.

,Organoide“ als dreidimensionale Zellkulturen stellen hierbei eine geeignete
Maoglichkeit zur Wirksamkeitsprifung potentieller Therapieoptionen dar
(Aboulkheyr Es et al., 2018) und kdnnen aus unterschiedlichen Ausgangszellen
kultiviert werden, wobei die Literatur unterschiedliche Effizienzraten je nach
Ursprungsorgan zeigt (Drost & Clevers, 2018). Im Vergleich zu anderen
Tumorentitaten mit hoher Effizienz in der Kultivierung von Organoiden stellt die
langfristige Kultur von Blasentumororganoiden in unserer Arbeitsgruppe,
entgegen den Erwartungen der Literatur (Lee et al., 2018; Mullenders et al.,
2019), jedoch eine Herausforderung dar. Entsprechend sind Faktoren zur
Optimierung und Stabilisierung von Blasentumororganoidkulturen von hohem
Interesse (siehe ,1.4 Zielsetzung der Arbeit®).

Bevor aber weiter auf Organoide als dreidimensionale Zellkulturen eingegangen

werden kann (siehe ab ,1.3 Organoide als 3D-Kultur®), sollen wesentliche
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grundlegende Aspekte zur humanen Harnblase gefolgt von Aspekten zu daraus

abgeleiteten Harnblasenkarzinomen naher erlautert werden.

1.1 Die Harnblase

Die Harnblase liegt subperitoneal im kleinen Becken und zahlt gemeinsam mit
Nieren, Ureteren und Urethra zum Harntrakt. Ureter, Harnblase und Urethra
kébnnen weiter zusammengefasst werden als ableitende Harnwege. Die
Harnblase Ubernimmt dabei als Reservoir flir den gefilterten und
aufkonzentrierten Endharn eine wichtige Speicherfunktion. Als Speicherorgan
ist sie standigen Schwankungen des pH-Werts des Urins ausgesetzt sowie
toxischen Stoffwechselprodukten, welche Uber den Endharn ausgeschieden

werden.

Zum Schutz vor den Einwirkungen des Harns ist der gesamte Harntrakt ab den
Nierenkelchen bis zum proximalen Anteil der Urethra mit Urothel ausgekleidet.
Das Urothel wird auch als Ubergangsepithel bezeichnet. Es besteht von basal
nach luminal aus einem ,Stratum basale mit Kontakt zu einer basalen
Membran, einem Stratum intermedium und einem Stratum superficiale mit
grollen hexagonalen Zellen [...], welche als Umbrella cells bezeichnet
werden“(Birder, 2005). Es handelt sich um ein Epithel, das seine Hohe dem
jeweiligen Fullungszustand der ableitenden Harnwege anzupassen vermag. Bei
mit Harn geflllter Blase umfasst das Urothel 3-4, im entleerten Zustand der

Harnblase 5-7 Zelllagen.

Zum Schutz vor den Einwirkungen toxischer Stoffwechselprodukte sind im
Urothel vor allem tight junctions als Zell-Zell-Kontakte ausgebildet, da sie die
J[...] Diffusion von lonen wund gelésten Stoffen zwischen Zellen
[reduzieren]“(Birder, 2005).
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1.2 Das Harnblasenkarzinom

1.2.1 Allgemeines

Das Harnblasenkarzinom stellt eine maligne Entartung des Harntrakts dar. Es
ist nach dem Prostatakarzinom die zweithaufigste Tumorentitat des
Urogenitaltraktes sowie das viert haufigste Karzinom des Mannes (siehe
Abbildung 1). Vor dem 25.Lebensjahr sind die Erkrankungsraten flr ein
Harnblasenkarzinom bei Mannern und Frauen annahernd gleich, nehmen dann
mit steigendem Alter bei Mannern starker zu als bei Frauen. ,Manner sind drei-
bis viermal haufiger von einem Karzinom der Harnblase betroffen als

Frauen“(DeGeorge et al., 2017).

Fraven binner
Brustdrase 3005 NN N 4.6 % Prodtata
Darm 11.5% I B 1,305 lunge
Lunge 94% I I 12,25% Darrn
Maligres Melsnom der Haur 4.7 % N I 5.0% Harnblise
Ceblemutterkorper 4.7% I B 45 % Mabgnes Melanom der Haut
Bauchspescheldense 3,5% I B 33% NonHedghin-Lymphome
MonHodghinlymphome 3,6% I B 3,7% Sauchspeicheldrose
Gierstocke 319 I B 7% Mundhahle und Rachen
Magen 24% B B ;5o Nier
Meopre 249 HH B 35% Magen
Leukdmien 2.3% HH B 2.6% Leukdamien
Harriblase 0% I B 259 Leber
Mundhahle mnd Racken 1.9% I R 2,29 Speiserthre
Gebarmuiterhals 1,5% I W 1,56% Hoden
Schilddrose 1,55 I I 1,5% Zerirales Mervensyitem
vuha14% B 13% Muliples Myslom
Zenitrales Nervensystern 1,3% Il B 1,0% Kehlkopl
Leber 1,25 W W 0.5% Callenblase und Callemvege
Multiples Myelom 1.25% i 0.8 % Weichieilpewebe shne Mesotheliom
Callenblase und Callenwege 1,2% B 1 0.7% Schilddeise
Weschiellgewebe chre Mesotheliom 0.9% B 1 0.6% Dinndarm
Speiserchre 0,8% B 1 0,59 Morbus Hodgkin
Anus07% B 1 0.59% Mesotheliom
Donndarm 0,5% 1 1 0.4% Penit
Morbus Hodgkin 0.5% 1 | 0,3% Anus
v -+ - + v

36 30 Ili it I3 B L -] 1-.2 118 1‘14 Ea] 36
Abbildung 1: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen

Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2018 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs)
(entnommen aus URL:
https.//www.krebsdaten.de/Krebs/SharedDocs/Grafiken/krebsarten_neuerkrankungen_p
rozent.png?__blob=poster am 06.07.2022)

i T T T

Zu den einzelnen Risikofaktoren des Harnblasenkarzinoms zahlen demnach
.,das mannliche Geschlecht, aber auch hoheres Alter, berufliche Exposition
gegenuber bestimmten Chemikalien, Bestrahlung des Beckens, Einnahme von
Medikamenten wie Cyclophosphamid, chronische Blaseninfektion/-reizung,
positive personliche oder familidare Anamnese fur ein Harnblasenkarzinom und
Zigaretten-/Tabakrauchen“(DeGeorge et al., 2017). Das Rauchen ist dabei ein
,2Hauptrisikofaktor‘(Minoli et al., 2020). Laut der aktuellen S3-Leitlinie
Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
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Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020] und einem Bericht der International Agency for Research on Cancer
IARC steigt das Harnblasenkarzinomrisiko sowohl mit der Dauer als auch mit
der Menge der gerauchten Zigaretten an. Eine Beendigung des Rauchens

hingegen kann zu einer Risikoreduktion fihren.

Histologisch erfolgt eine Klassifikation des Harnblasenkarzinoms in Urothel-,
Plattenepithel- und Adenokarzinome, wobei die ,Mehrheit der Blasenkarzinome
[...] Urothelkarzinome [sind]“(Minoli et al., 2020). Seltener kdnnen auch
Urachus-, kleinzellige und neuroendokrine  Karzinome histologisch
nachgewiesen werden. Bedingt durch die mehrheitlich vorkommenden
Urothelkarzinome beziehen sich die nachfolgenden Erlauterungen auf diese

Tumorentitat, auch wenn dies nicht weiter explizit hervorgehoben wird.

FUr das Staging bezogen auf die Infiltrationstiefe in der Blasenwand, den
Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus wird das Harnblasenkarzinom weiter
durch die TNM-Klassifikation eingeteilt (sieche Tabelle 1). Infiltriert der Tumor die
Harnblasenmuskulatur (ab T2) spricht man von einem muskelinvasiven
Harnblasenkarzinom, ohne eine solche Infiltration von einem nicht-

muskelinvasiven Karzinom.
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms (entnommen aus der aktuellen S3-Leitlinie
Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe,
AWMEF): S3-Leitlinie Langversion 2.0, Mé&rz 2020])

Klassifikation | Ausdehnung
T Primartumor
T0 Kein Nachweis von Primartumor
Ta Nicht-invasives papillares Karzinom
Tis Carcinoma in situ
T Infiltration bis in Lamina propria
T2 Infiltration bis in Harnblasenmuskulatur
T2a Tumor dringt in oberflachliche Muskularis propria ein (innere Halfte)
T2b Tumor dringt tief in Muscularis propria ein (auRere Halfte)
T3 Infiltration bis ins perivesikale Gewebe
T3a Mikroskopische Infiltration ins perivesikale Gewebe
T3b Makroskopische Infiltration ins perivesikale Gewebe
T4 Infiltration in Nachbarorgane
T4a Infiltration in Prostatastroma, Samenblaschen, Uterus oder Vagina
T4b Infiltration in Beckenwand oder Abdominalwand
N Regiondre Lymphknoten
NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Solitdre Metastasen in hypogastrischen, obturatorischen, externen
iliakalen oder prasakralen Lymphknoten
N2 Multiple Metastasen in hypogastrischen, obturatorischen, externen
iliakalen oder prasakralen Lymphknoten
N3 Lymphknotenmetastasen entlang der Aa. lliacae communes
M Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1a Fernmetastasen in nicht regionaren Lymphknoten
M1b Andere Fernmetastasen

Neben dem Staging erfolgt zusatzlich noch ein Grading. Das Grading
beschreibt den histologischen Differenzierungsgrad des Tumors gegenuber
dem Ursprungsgewebe und lasst Ruckschllisse auf die Malignitat und somit die
Prognose des Tumors zu. Als G1 wird ein Tumor bezeichnet, wenn er gut

differenziert ist, also eine groBe Ahnlichkeit zum Ausgangswebe besitzt. G2
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bedeutet maRig differenziert und G3 wenig differenziert mit einem hohen Risiko

fur Malignitat.

Zusammenfassend aus Staging und Grading konnen Harnblasentumore
unterteilt werden in low-grade- und high-grade-Tumore, wobei muskelinvasive
Tumore als high-grade definiert werden. Nicht-muskelinvasive Tumore

hingegen konnen in beide Kategorien eingeteilt werden.

1.2.2 Diagnostik

Das Karzinom der Harnblase manifestiert sich haufig zuerst durch eine
schmerzlose Mikro- oder Makrohamaturie, d.h. durch mikroskopisch oder mit
bloBem Auge sichtbare Blutbeimengungen im Urin. Im weiteren
Krankheitsverlauf kbnnen dann Symptome wie Pollakisurie (haufiger Harndrang
mit Entleerung kleiner Harnmengen), Dysurie (schmerzhafte
Harnblasenentleerung) oder rezidivierende Infektionen der Harnblase auftreten.
Im fortgeschrittenen Stadium sind neben einer B-Symptomatik mit Fieber,
Nachtschweil® und ungewolltem Gewichtsverlust auch Flanken- und
Knochenschmerzen sowie, bei Abflusshindernissen des Urins, das

Vorhandensein einer Harnstauungsniere moglich.

Eine diagnostische Abklarung auf ein Harnblasenkarzinom sollte daher bei
einer Hamaturie ohne benigne Ursache sowie bei rezidivierenden
Harnwegsinfekten beim Mann erfolgen. Laut der aktuellen S3-Leitlinie
Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020] wird primar die Sonographie der Harnblase und des Harntrakts
empfohlen. Mittels Sonographie kann der Tumorverdacht weiter gefestigt
werden, ebenso kénnen mdgliche Begleitsymptome eines fortgeschrittenen
Tumorstadiums beurteilt werden. Fur den direkten Nachweis und die
Diagnosesicherung wird eine Urethrozystoskopie durchgefuhrt. Erhartet sich
der Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom in der Zystoskopie, sollte eine
histologische Sicherung erfolgen.

Bei einem nicht-muskelinvasiven Harnblasentumor empfiehlt die aktuelle S3-

Leitlinie  Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
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Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz  2020] zur weiteren Abklarung des Lymphknoten-  oder
Fernmetastasenstatus ,auller [der] Sonographie keine [weitere] bildgebende

Abklarung des oberen Harntrakts [...]° (S3-Leitlinie Harnblasenkarzinom
[Leitlinienprogramm  Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0, Marz 2020]). Dies ware nur
bei multiplen Tumoren oder bei einem Tumor, der im Bereich des Trigonums
der Harnblase lokalisiert ist, indiziert. In einem solchen Fall kann eine CT-
Urographie durchgeflihrt werden, alternativ auch ein MRT oder ein

Ausscheidungsurogramm.

Bei einem muskelinvasiven Tumor soll laut der aktuellen S3-Leitlinie
Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020] hingegen zusatzlich fur das weitere Staging nach TNM-
Klassifikation (siehe Tabelle 1) ein Kontrastmittel-CT von Abdomen, Becken
und Thorax gemacht werden. Eine Knochenszintigraphie kann optional
durchgefuhrt werden, wenn sich klinisch der Verdacht auf mdgliche

Knochenmetastasen erhartet.

1.2.3 Therapie

Im Nachfolgenden werden die transurethrale Resektion der Blase und die
radikale  Zystektomie  (Entfernung der gesamten Harnblase) als
Therapieoptionen fir Harnblasentumore naher erldutert, da durch diese
Verfahren die  Tumorproben fir die Kultivierung von humanen
Blasentumororganoiden im Labor generiert wurden. Weitere Therapieoptionen

werden nicht explizit aufgefuhrt.

1.2.3.1 Therapie des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms
Therapie der Wahl bei nicht-muskelinvasiven Harnblasentumoren ist die
sogenannte transurethrale Resektion der Blase, abgekurzt als TUR-B. Bei
diesem operativen Eingriff wird mittels einer mono- oder bipolaren
Elektroschlinge ein vorher in der Zystoskopie diagnostizierter Tumor reseziert.

Dabei soll ,eine Resektion kleiner Blasentumoren in toto“ angestrebt werden
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(S3-Leitlinie Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020], (Richterstetter et al., 2012), (Langbein et al., 2006), (Mariappan et
al., 2012)). Laut der aktuellen S3-Leitlinie  Harnblasenkarzinom
[Leitlinienprogramm  Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0, Marz 2020] ist eine Resektion
des Tumors als sogenannte en-bloc-Resektion jedoch von verschiedenen
Einflussfaktoren abhangig. Dazu zahlen nicht nur die Lokalisation des Tumors,
sondern auch dessen Groéfe und Eindringtiefe ins Gewebe. Auch bereits
stattgefundene Vorresektionen in der Harnblase kénnen weitere Resektionen

beeinflussen.

Bei der Resektion des Tumors mittels Elektroschlinge muss darauf geachtet
werden, dass mit dem Resektat sowohl der komplette Tumor abgetragen wird,
als auch Gewebe des M.detrusor vesicae. Die histopathologische
Mitbeurteilung des Detrusorgewebes ist entscheidend fir die genaue
Klassifikation des entnommenen Tumors. Es gilt, dass ,das Fehlen von
Muskulatur in den Praparaten der Erstresektion [...] die fihrende Ursache fur
ein  Unterschatzen des Tumorstadiums [ist]* (aktuelle S3-Leitinine
Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020], (Sivalingam et al., 2005),(Vianello et al., 2011)).

Eine mdgliche transurethrale Nachresektion kann innerhalb von vier bis sechs
Wochen nach der primaren TUR-B erfolgen. Ein friherer Zeitraum ist laut der
aktuellen S3-Leitinine Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie
Langversion 2.0, Marz 2020] nicht indiziert, da bedingt durch die Voroperation
das Risiko fir eine Perforation erhoht ist und mdogliche postoperative
Veranderungen am Harnblasengewebe falschlicherweise als tumorverdachtig

interpretiert werden konnten.

Postoperativ kann abhangig von der Risikoeinschatzung des Tumors zusatzlich
eine adjuvante Chemotherapie oder Immunmodulation durchgefiihrt werden.
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Ausgenommen sind low-risk-Tumore. Bei intermediate-risk-Tumoren kann
zwischen einer adjuvanten intravesikalen =~ Chemotherapie-Instillation
beispielsweise mit Mitomycin oder einer Instillationstherapie = mit
attenuierten Tuberkulose-Erregern (Bacillus Calmette-Guérin, BCG) abgewagt

werden. Bei High-risk-Tumoren hingegen wird laut der aktuellen S3-Leitinine
Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020] die intravesikale Instillation mit attenuierten Tuberkulose-Erregern
empfohlen, falls keine Indikation zur Zystektomie (Entfernung der kompletten

Harnblase) vorliegt.

Bei nicht-muskelinvasiven Harnblasentumoren kann, wenn sie als high-risk-
Tumoren eingestuft wurden, auch eine Therapie mittels Zystektomie indiziert
sein. Diese Therapieoption wird bei der Therapie des muskelinvasiven
Harnblasenkarzinoms genauer erlautert (siehe ,1.2.3.2 Therapie des

muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms®).

1.2.3.2 Therapie des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms
Eine mdgliche Therapieoption bei muskelinvasiven Harnblasentumoren ist die
radikale Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie. Dies kann
offenchirurgisch oder laparoskopisch erfolgen. Nach Empfehlung der aktuellen
S3-Leitinine Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie Langversion 2.0,
Marz 2020] sollten beim Mann zusatzlich Nachbarorgane mit direktem Bezug
zur Harnblase entnommen werden. Dazu zahlen Prostata und Samenblasen.
Bei Frauen sollen Uterus und ggf. die Adnexe (Ovarien und Tuben) und anteilig
die vordere Vaginalwand enthommen werden. Ob eine Entfernung von
Vaginalwand und Adnexen erforderlich ist, kann abhangig von der
Tumorlokalisation/-ausdehnung und dem Menopausenstatus der Patientin
entschieden werden. Eine beidseitige pelvine Lymphadenektomie ist im
Rahmen einer radikalen Zystektomie grundsatzlich indiziert, da sie ,das
progressionsfreie, das tumorspezifische und das Gesamtuberleben

[verbessert]” (aktuelle S3-Leitinine Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm
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Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-
Leitlinie Langversion 2.0, Marz 2020], (Abdollah et al., 2011), (Gray et al.,
2014), (H. Herr et al., 2004),(H. W. Herr et al., 2004), (Nishiyama et al., 2004),
(Power et al., 2012), (Rink et al., 2012),(Yafi et al., 2011)).

Eine radikale Zystektomie birgt als chirurgischer Eingriff nicht nur verschiedene
Komplikationen,  wie  beispielsweise  Blutungen, Infektionen  oder
Wundheilungsstorungen, sondern macht auch eine alternative Harnableitung
erforderlich. Man unterscheidet zwischen inkontinenten und kontinenten
Harnableitungen. Zu den inkontinenten Harnableitungen  zahlen
Ureterokutaneostomie und lleumkonduit, zu den kontinenten Harnableitungen
Ureterosigmoidestomie als Form der transrektalen  Harnableitung,
katheterisierbare Pouchformen und sogenannte ,orthotope Neoblasen®. Im
Folgenden wird genauer auf die Harnableitung mittels Neoblase eingegangen,
da es sich um ein gangiges Verfahren an der Medizinischen Universitatsklinik
Tubingen Klinik fur Urologie handelt. Fur eine Neoblase wird ein ca. 40cm
langes Stlck des Patientendarms (lleum oder Colon) verwendet. Durch
verschiedene Schnitt- und Nahtfihrungen entsteht eine Art Darmtasche, welche
als neues Reservoir fur den Endharn dient und mit Urethra und Ureteren

vernaht wird.

Durch die Anlage einer Neoblase kommt der Endharn jedoch nicht mehr mit
Urothel, sondern dem einschichtigen Zylinderepithel des verwendeten
Darmsegments in  Kontakt. Es kann durch die spezifischen
Resorptionseigenschaften dieses Oberflachenepithels zZu
Elektrolytentgleisungen, Exsikkose oder metabolischer Azidose kommen. Daher
muss die Nierenfunktion des Patienten ausreichend sein, um solche
Komplikationen ausgleichen zu konnen. Patienten/Patientinnen mussen
zusatzlich uber mogliche Infektionen mit Peritonealreizung,
Anastomoseninsuffizienzen oder Komplikationen aufgrund der Darmresektion

(Malabsorption, Diarrhd) aufgeklart werden.

Als primar organerhaltende Alternative zur radikalen Zystektomie kann bei

muskelinvasiven Tumoren auch eine transurethrale Resektion mittels
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Elektroschlinge und anschlieBender Radiochemotherapie erfolgen (siehe
,1.2.3.1 Therapie des nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms®). Laut der
aktuellen S3-Leitinine Harnblasenkarzinom [Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): S3-Leitlinie
Langversion 2.0, Marz 2020] ist eine solche Therapieoption vor allem bei lokal
begrenzten muskelinvasiven Tumoren, welche komplett entfernt werden

konnen, moglich und dem Patienten/der Patientin anzubieten.
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1.3 Organoide als 3D-Kultur

1.3.1 Allgemeine Grundlagen

Wie bereits unter ,1.2.3 Therapie“ erlautert, setzt sich die Behandlung des
Harnblasenkarzinoms nicht nur aus chirurgischen Verfahren wie einer TUR-B
oder einer radikalen Zystektomie zusammen, sondern erganzend auch aus
Chemotherapien und intravesikalen Instillationen. In der heutigen Zeit der
personalisierten Medizin ist es ein Ziel der Forschung, eine Vorabprognose
abgeben zu koénnen, ob das jeweilige Harnblasenkarzinom auf die
verschiedenen Chemotherapeutika bzw. Instillationen ansprechen wird. So
konnten den Patienten/Patientinnen gegen die Erkrankung wirkungslose
Therapieansatze erspart werden, welche jedoch meist mit weitreichenden

Nebenwirkungen assoziiert sind.

Haufig in Laboren verwendete zweidimensionale Zellkulturen bilden die
komplexen Verhaltnisse eines Karzinoms vermutlich nicht ausreichend ab, um
fur prognoserelevante Medikamentenscreens verwendet zu werden. Andere
Modelle wie genetische Mausmodelle oder orthotope Xenotransplantate ,sind
[zwar] ein getreues Abbild der klinischen Manifestation, aber sie sind

zeitaufwendig zu etablieren und in Kultur zu halten“ (Mullenders et al., 2019).

Organoide scheinen daher ein alternatives in-vitro-Modell zur Bekampfung von
Tumoren zu sein (Huch et al., 2017). Ein Organoid ,ist eine miniaturisierte
dreidimensionale (3D), multizellulare, "von Stammzellen abgeleitete [...]
Struktur", die [verschiedene] Merkmale aufweist, z. B. Zell-Zell-Interaktionen,
Gewebepolaritat, Hypoxie, Medikamentenpenetration und Nahrstoffgradienten®
(Yoshida, Singh, et al., 2018). Aber auch Organoide weisen Limitationen auf,
wie das Fehlen von Nerven, Blutgefallen und Immunzellen (Clevers, 2016).
Dennoch bilden sie die ursprunglichen Verhaltnisse in vivo besser ab als

zweidimensionale adharente Zellkulturen (Yoshida, Singh, et al., 2018).

Einzelne Zellen zur Generierung von Organoiden konnen beispielsweise durch
die mechanische Zerkleinerung und den enzymatischen Verdau von

Gewebeproben gewonnen werden, wie auch im Labor (Zentrum flr
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Medizinische Forschung) etabliert (siehe ,2.7.2 Verdau von Tumorgewebe zu

Einzelzellen®).

Um ein dreidimensionales Wachstum zu ermdglichen, werden die gewonnen
Einzelzellen anschliel3end in einer laminin-reichen kunstlichen
Extrazellularmatrix eingebettet. Diese kunstliche Extrazellularmatrix wird als
Matrigel bezeichnet. Es ermdglicht durch seine leicht viskose Beschaffenheit,
welche es im polymerisierten Zustand annimmt, weiterhin die erforderliche

Diffusion eines zur Ernahrung der Zellen notwendigen Kulturmediums.

Um per definitionem von Organoiden sprechen zu kénnen, muss nicht nur das
dreidimensionale Wachstum im Zellverband vorliegen. Organoide mussen nach
den allgemeinen Kiriterien vorangegangener Forschungsarbeiten durch
enzymatische Spaltung der Zell-Zell-Kontakte in Einzelzellen verdaut werden
konnen und anschlieBend bei erneuter Einbettung in Matrigel wieder als
Organoide auswachsen, insgesamt Uber sechs sogenannte Passagen ((Pauli et
al., 2017), (Lee et al., 2018)).

Nach aktuellem Stand konnen nach diesen Kriterien Organoide aus den
verschiedensten humanen, benignen wie auch malignen, Geweben erzeugt
werden: aus Lunge, Leber, Brustdrise, Colon, Prostata (Bartfeld & Clevers,
2017) und ebenfalls aus der Harnblase ((Mullenders et al., 2019), (Lee et al.,
2018)).

1.3.2 In der Literatur verwendete Kulturmedien

Ein wichtiger Bestandteil zur Etablierung von Organoiden aus Gewebeproben
humaner Blasentumore stellt das Kulturmedium dar. Das Kulturmedium muss
verschiedene Bedingungen erfullen: es muss eine Grundversorgung der Zellen
gewabhrleisten, aber auch Wachstumsfaktoren enthalten, welche eine
Proliferation der Zellen stimulieren. Ein vornehmliches Problem bei der
Festlegung eines einzigen Kulturmediums flr alle Blasentumororganoide liegt
aber darin begrindet, dass ,Harnblasenkarzinome [als Ausgangsgewebe] [...]

eine sehr heterogene Erkrankung mit dem Vorhandensein einer grolien Anzahl

22



an Mutationen [sind]® ((Mullenders et al., 2019), (Cancer Genome Atlas
Research, 2014), (Robertson et al., 2017)). Dies spiegelt sich auch in der
Vielzahl an verwendeten Kulturmedien in der Literatur wider. Die
vielversprechendsten Kulturmedien schienen die Medien nach Mullenders et al.,
2019 und Lee et al., 2018 zu sein. Das Medium von Mullenders et al. baute auf
dem Grundmedium Ad. DMEM/F12 auf, welchem die Wachstumsfaktoren
FGF10 (100ng/ml), FGF7 (25ng/ml) und FGF2 (12,5ng/ml) sowie B27
Supplement, den Aktivin-Rezeptor-Like-Kinase-Inhibitor A83-01 (5uM), N-
Acetylcystein (1,25mM) und Nicotinamid (10mM) zugegeben wird (Mullenders
et al., 2019). Nach jeder Passage der Organoide wurde diesem Kulturmedium
zudem der ROCK-Inhibitor Y-27632 (10uM) zugegeben, um Zelltod zu
verhindern. Das Medium von Lee et al. nutzte als Grundmedium serumhaltiges
Hepatozytenmedium, welches mit dem Wachstumsfaktor EGF (10ng/ml) und
zusatzlich mit 5% charcoal-stripped fetal bovine serum, dem ROCK-Inhibitor Y-
27632 (10pM) und Glutamax versetzt wird (Lee et al., 2018). Beide
Forschungsgruppen konnten basierend auf diesen Kulturmedien humane
Blasentumororganoide mit einer hohen Effizienz von bis zu 60-70% (Mullenders
et al., 2019) und 70% (n = 12/17) (Lee et al., 2018) generieren, welche Uber die
erforderlichen Passagen in Kultur gehalten, sogar kryokonserviert und
erfolgreich nach Langzeitlagerung wieder aufgetaut werden konnten (Lee et al.,
2018). Das im Labor (Zentrum fur Medizinische Forschung) etablierte
Kulturmedium ist vor allem durch eine Vvielseitige Zusammenstellung
verschiedenster Zusatze und Wachstumsfaktoren charakterisiert (genaue
Zusammensetzung siehe w2.D Kulturmedien® unter
Blasentumororganoidmedium nach AG Aicher). Nach aktuellem Stand konnten
Organoide aus humanem Blasenkarzinomgewebe nicht in ausreichender
Effizienz wie bei Mullenders et al., 2019 oder Lee et al., 2018 generiert werden,
was jedoch die Nutzung von Organoiden in der personalisierten Medizin

beispielsweise fir Medikamententestungen voraussetzt.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein nochmals verbessertes
Kulturmedium fur humane Blasentumororganoide mittels Proliferationsassays
zu etablieren und es mit Kulturmedien, welche bislang im Labor verwendet
wurden, zu vergleichen. Das Kulturmedium sollte eine deutliche
Effizienzsteigerung bei der Generierung und Kultivierung der Organoide
aufweisen und zudem einfach in der Herstellung sein. Durch die effizientere
Generierung soll, wie bereits oben angesprochen, die Verwendung dieser
dreidimensionalen Kulturen im Rahmen der personalisierten Medizin
gewahrleistet sein, die angestrebte einfache Herstellung des Kulturmediums
soll zudem eine Zeitersparnis sowie die Minimierung moglicher Fehlerquellen

im Herstellungsprozess ermdglichen.

Bedingt durch den Mangel an verfligbaren Organoidproben wurden die
Proliferationsassays zuerst an Zell- und Tumorlinien durchgefuhrt. Die
jeweiligen Zell- und Tumorlinien wurden entsprechend ihren Mutations- und
Rezeptorprofilen ausgewahlt und sollten ein breites Spektrum der Mutationen
abdecken, welche auch in humanen Blasentumororganoiden nachgewiesen

werden konnten.

Fir die Proliferationsassays wurde ein Basismedium auf Grundlage
verschiedener vorangegangener Forschungsarbeiten definiert, welchem
Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt wurden. Zu
Beginn wurden die Assays in zweidimensionalen Zellkulturen durchgefuhrt, um
vielversprechende = Wachstumsfaktoren und deren Konzentration fir
nachfolgende Assays in dreidimensionalen Zellkulturen festzulegen. Die
Proliferationsassays in dreidimensionalen Zellkulturen dienten der Testung der
ausgewahlten Wachstumsfaktoren sowohl als Einzelkomponente, als auch in
Kombination. Um mogliche Unterschiede zwischen den Assays der zwei- und
dreidimensionalen Zellkulturen erklaren zu konnen, wurde mittels quantitativer
PCR ein Vergleich der RNA-Expression zwischen beiden Kulturmodellen
durchgefuhrt.

24



Abschliel’end wurde ein Proliferationsassay an humanen
Blasentumororganoiden durchgefihrt. Mit diesen Ergebnissen wurden die
Daten aus den dreidimensionalen Assays der Zell- und Tumorlinien verglichen.
Es erfolgte auch ein Vergleich zwischen den getesteten Kulturmedienansatzen
mit den bisher im Labor verwendeten Kulturmedien. Letztlich sollte ein neues
Kulturmedium fir die Blasentumororganoide festgelegt werden. Kriterien fur die
Auswertung der einzelnen Versuchsabschnitte waren jeweils die mittels
Absorptions-  oder  Lumineszenzmessung erhobenen Daten der
Proliferationsassays und auch mikroskopisch dokumentierte morphologische

Auffalligkeiten der Zellkulturen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Reagenzien und Antikorper

Tabelle 2: Liste der Chemikalien, Reagenzien und Antikérper mit Herstellern

Accutase

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE

Advanced DMEM / F12

Gibco, Dreieich, DE

Advantage® RT-for-PCR Kit (enthalt oligo

dt Primer, DEPC-treated water, 5x Reaction
Buffer, Recombinant RNase Inhibitor, dNTP

Mix und MMLV Reverse Transcriptase)

TaKaRa Bio Inc., Kusatsu, JPN

AE1/AE3 Antibody

Merck Millipore, Burlington, USA

Ampuwa

Fresenius, Bad Homburg, DE

Antibody Diluent with Background Reducing

Components

Dako, Santa Clara, USA

A83-01

STEMCELL Tech., Kéln, DE

Beta-Mercaptoethanol

AppliChem, Darmstadt, DE

B27-Supplement

Gibco, Dreieich, DE

CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay

Promega Corporation, Madison, USA

CnT-Prime

CELLNTEC, Bern, CHE

Cultrex RGF BME, Type 2

R&D Systems, Minneapolis, USA

Dispase Il

STEMCELL Tech., Kéln, DE

DMSO (Dimethyl-sufoxid)

AppliChem, Darmstadt, DE

DPBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered

saline)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE

Ethanol (70%)

AppliChem, Darmstadt, DE

FBS (Fetal bovine serum)

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE

FGF-2, -7 und -10

PeproTech, Hamburg, DE

Glutamax 100X

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Hamatoxylin

Vector Labs, Newark, USA

Hepatocyte Culture Media Kit (HCM)

Corning, Wiesbaden, DE

HEPES

Invitrogen, Karlsruhe, DE

HRP-markiertes anti-mouse-Polymer

Dako, Santa Clara, USA

Kollagenase/Hyaluronidase 10X

STEMCELL Tech., Kdln, DE
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LightCycler 480 SYBR Green | Master-Kit
(enthalt SybrGreen, und Non Template
Water)

Roche, Mannheim, DE

Liquid DAB+Substrate Chromogen System

Dako, Santa Clara, USA

Lysis Buffer

Invitrogen, Karlsruhe, DE

L-RN conditioned Medium

wird im ZMF durch MTA selbst

hergestellt

Matrigel Basement Membrane Matrix

Corning, Wiesbaden, DE

Cultrex RGF BME, Type 2

R&D Systems, Minneapolis, USA

MEM mit Earle’s Salzen

Bio&SELL, Feucht/Nurnberg, DE

MEM Non-Essential Amino Acids Solution
(100X)

Gibco, Dreieich, DE

N-Acetylcystein

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE

Nicotinamid

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE

Paraformaldehyd 4%

Morphisto, Offenbach am Main, DE

PBS tablets Medicago, Uppsala, SWE
Pen/Strep Gibco, Dreieich, DE
Primocin InvivoGen, Toulouse, FRA

Recombinant Human EGF

PeproTech, Hamburg, DE

Recombinant Human Heregulin 3-1

(Neuregulin)

PeproTech, Hamburg, DE

Recombinant Human HGF

PeproTech, Hamburg, DE

Recombinant Human IGF-1

PeproTech, Hamburg, DE

Recombinant Human Noggin

PeproTech, Hamburg, DE

Recombinant Human R-Spondin-1

PeproTech, Hamburg, DE

RNase-Free DNase Set (50) (enthalt
DNase und RDD-Puffer)

Qiagen, Hilden, DE

RNeasy® Mini Kit (250) (enthalt RLT-Puffer,
RNase-free water, RW1-Puffer und RPE-

Qiagen, Hilden, DE

Puffer)

Saponin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE
TrypLE Select (1X) Gibco, Dreieich, DE

Trypanblau Lonza, Basel, CHE
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Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE

VectaMount Permanent Mounting Medium Vectors Labs, Burlingame, USA

WST-1 Reagenz Roche, Mannheim, DE
Y-27632 (ROCK-Inhibitor) Hycultec, Beutelsbach, DE
2.2 Primer

Die verwendeten Primer wurden von Eurofins Genomics, Ebersberg, DE
bezogen. Fur die positiv Kontrolle der quantitativen PCR wurde der
QuantiTect®Primer Assay Hs ACTA2 1-SG von Qiagen, Hilden, DE

verwendet.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Primer

Primer Access.No. | Forward (5°->3) Reverse (5->3)

Beta-Actin | NM_001101. | AACTGGGACGACATGG | ATACCCCTCGTAGATGG
5 AGAA GCA

CD24 NM_013230. | TGAAGAACATGTGAGAG | GAAAACTGAATCTCCATT
3 (transkript | GTTTGAC CCACAA
variant 1)

CD44 NM_000610. | CACAATCCAGGCAACTC | TACTCTGCTGCGTTGTCA
4 (transcript | CTA TT
variant 1)

CD47_2 NM_001777. | GGAGCCATTCTTTTCGT | ACACGCCGCAATACAGA
4 (transcript | CCCA GAC
variant 1)

CD276 NM_0010247 | TTTCCTTTCCCCTCCTT | TGTGACCAGCACATGCT
36.2 CCTCC TCC
(transcript
variant 1)

FGFR-3 NM_000142. | GGCAGCATCCGGCAGA | CTGAGGACAGCCTTGCG
5 (transcript | CGTAC ATG
variant 1)

GAPDH NM_002046. | GCTCTCCAGAACATCAT | CGTTGTCATACCAGGAA
7 (transcript | CCCTGCC ATGAGCTT
variant 1)

PD-L1 NM_014143. | GTACCTTGGCTTTGCCA | CCAACACCACAAGGAGG
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519311456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519311456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=619329004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=619329004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1677501865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1677501865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1835564383
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1835564383
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519315858
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519315858
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1820360594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1820360594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519316078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519316078
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1519243726

4 (transcript | CAT

variant 1)

AGT

2.3 Gerate und Verbrauchsmittel

Tabelle 4: Liste der Geréte und Verbrauchsmittel mit Herstellern

BioTron BioMetra UNO Il Thermocycler

Thermoblock

Biometra, Jena, DE

Cellstar 15ml-Tubes

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Cellstar 50ml-Tubes

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Chamber Slide (8 Well Class Slide)

NUNC/ThermoFisher

CyroTubes Vials

Thermo Fisher Scientific, Uim, DE

Deckglaser

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE

Disposable Hemocytometer

(Neubauerzahlkammer)

KISKER Biotech, Steinfurt, DE

GloMax® Explorer Multimode Microplate

Reader

Promega Corporation, Madison, USA

Injekt®-F Einwegspritze 1 ml mit luer-

B Braun, Melsungen, DE

ansatz
Inkubator Thermo Fisher Scientific, Ulm, DE
LightCycler® 480 Il Roche, Mannheim, DE

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, withe

Roche, Mannheim, DE

Microlance 3 Kantle 22G

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Mikroskop Primovert, Carl Zeiss Microscopy, Jena,
DE

NanoPhotometer® NP80 Implen, Minchen, DE

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Petrischale Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Skalpelle pfm-medical, Kéin, DE

Thermomixer comfort

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Zellkulturflasche 250ml

Corning incorporated, Wiesbaden, DE

Zellkulturflasche 75cm2 CellBIND

Corning incorporated, Wiesbaden, DE

Zellsieb 40um

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
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Zellsieb 70um

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Zellsieb 100um

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Zentrifuge 1 ,HERAEUS MULTIFUGE
3SR+*

Thermo Fisher Scientific, Uim, DE

Zentrifuge 2 ,Rotina 420R*

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, DE

Zentrifuge 3 ,Centrifgue 5424

eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

1,5 ml Reaction Tubes

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

0,5 ml Reaction Tubes

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

6-Well-Platten

NEST Biotechnology, Wuxi, CHN

6-Well-Platten CellBIND

Corning incorporated, Wiesbaden, DE

24-Well-Platten

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
NEST Biotechnology, Wuxi, CHN

48-Well-Platten

Corning incorporated, Wiesbaden, DE

96-Well-Platten F-Bottom

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

96-Well-Platten F-Bottom CellBIND

Corning incorporated, Wiesbaden, DE

96-Well-Platten F-Bottom White

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

96-Well-Platten U-Bottom

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

2.4 Humane Blasentumororganoide, Zell- und Tumorlinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten humanen Blasentumororganoide (BCO#147,
BCO#154 und BCO#270) wurden im Zentrum fur Medizinische Forschung ZMF,

Abteilung  Urologie der AG

Aicher aus

Primartumoren von

Patienten/Patientinnen aufgearbeitet und etabliert.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Zell- und Tumorlinien

HBLAKSs CELLNTEC advanced cell systems, Bern,
CHE

HT1197 American Type Culture Collection,
Manassas, USA

UM-UC-15 ECACC General Cell Collection

(Accession CVCL_R742)
Zur Verfugung gestellt durch Dr. Peter
Black, CAN
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2.5 Kulturmedien

Tabelle 6: Liste der verwendeten Kulturmedien und deren Zusammensetzung

Standardkulturmedium fiir Tumorlinien

450mlI MEM mit Earle’s Salzen

+50ml csFBS

+5ml Pen/Strep

+5ml Glutamax 100X

+5ml MEM Non-Essential Amino Acids

Solution

Standardkulturmedium fur die Zelllinie
HBLAKSs

500ml CnT-Prime
+5ml Pen/Strep
+5ml Glutamax 100X

Blasentumororganoidmedium nach AG
Aicher (im Weiteren abgekurzt als BTM)

22,5ml L-RN conditioned Medium
+22ml Advanced DMEM/F12
+2,5ml csFBS

+1ml B27-Supplement
+500ul Glutamax 100X
+500ul HEPES — 1 M
+500ul Nicotinamid — 1 M
+125pl N-Acetylcystein

in PBS

+50ul A83-01 — 5 mM in DMSO
+50ul Primocin — 50 mg/ml
+50ul FGF-10 — 100 pg/ml
+25ul FGF-7 — 50 ug/ml
+12,5ul FGF-2 — 50 pg/ml

+5ul Y-27632 — 100 mM in PBS
+0,5ul EGF - 500 pM

— 500 mM

Blasentumororganoidmedium nach Lee et
al. (im Weiteren abgekurzt als HCM nach

Lee et al.)

500ml Hepatocyte Defined Medium aus
Hepatocyte Culture Media Kit

+5ml Glutamax 100X

+1ml Primorcin — 50mg/ml

+5ug EGF (wird vom Hersteller
mitgeliefert)
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—>flr fertiges Kulturmedium 47,5m|
abnehmen

+2,5ml csFBS

+5ul Y-27632 — 100 mM in PBS

Workingmedium

45ml Advanced DMEM/F12

+5ml csFBS

+0,5ml Pen/Strep

+0,5ml Glutamax 100X

+5ul Y-27632 — 100 mM in PBS

Mangelmedium 1 (fur
Proliferationsassays in

zweidimensionalen Zellkulturen)

500ml Advanced DMEM/F12
+5ml Pen/Strep
+5ml Glutamax 100X

Vollmedium 1 (fur Proliferationsassays in

zweidimensionalen Zellkulturen)

450ml Advanced DMEM/F12
+5ml Pen/Strep

+5ml Glutamax 100X

+50ml csFBS

Mangelmedium 2 (fir
Proliferationsassays in dreidimensionalen

Zellkulturen)

50mI Advanced DMEM/F12
+0,5ml Pen/Strep

+0,5ml Glutamax 100X

+5ul Y-27632 — 100 mM in PBS

Vollmedium 2 (fur Proliferationsassays in

dreidimensionalen Zellkulturen)

45ml Advanced DMEM/F12
+0,5ml Pen/Strep

+0,5ml Glutamax 100X

+5ml csFBS

+5ul Y-27632 — 100 mM in PBS
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2.6 Zweidimensionale Zellkulturen und Splitting
Die Methoden wurden aus den etablierten Protokollen des Labors

Ubernommen.

2.6.1 Variante 1 in Zellkulturflaschen
Zellen in zweidimensionalen Kulturen wuchsen am Boden der jeweiligen
Kulturflasche, bis sich ein adharenter Zellrasen gebildet hatte. Bei einer

Konfluenz von 90-100% erfolgte ein Umsetzen der Zellen.

Zuerst wurde eine neue Zellkulturflasche bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator
vorgewarmt. Bei dem Spilitting der Zelllinie HBLAKs war darauf zu achten, dass

CellBIND Zellkulturflaschen 75cm? verwendet werden missen.

Aus der umzusetzenden Zellkulturflasche wurde mittels Pasteurpipette
vorsichtig das Nahrmedium abgenommen und verworfen. Anschlielend erfolgte
ein Waschschritt mit 7-10ml warmem PBS, welches ebenfalls mittels
Pasteurpipette abgenommen wurde. Der nachfolgende Schritt des Ablésens der
adharenten Zellen unterschied sich je nach kultivierter Zellart: Tumorlinien wie
UM-UC-15 und HT1197 wurden nach dem Waschvorgang mit 3ml Trypsin-
EDTA benetzt, wohingegen Zelllinien wie HBLAKs mit 4ml Accutase behandelt
wurden. AnschlieBend wurden beide Ansatze im Inkubator bei 37°C und 5%
COz2 inkubiert, bis sich die Zellen vom Flaschenboden geldst hatten. Danach
wurden 7ml des Zelllinien-/Tumorlinien typischen Standardkulturmediums
(siehe ,2.5 Kulturmedien®) mit einer 10-ml-Pipette zu pipettiert und die so
entstandene Zellsuspension in ein 50-ml-Réhrchen uberfuhrt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt, welcher sich wieder abhangig von der jeweiligen Zellart
unterschied: Tumorlinien wurden bei 480 x g, 7Min und RT (Beschleunigung
9/9, Bremse 9/9) zentrifugiert, Zelllinien wie HBLAKSs bei 200 x g, 5Min und RT
(Beschleunigung 9/9, Bremse 2/9).

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand mittels Pasteurpipette bis auf das
am Boden befindliche Zellpellet abgenommen. Das Zellpellet wurde dann in
10ml des entsprechenden Standardkulturmediums mittels einer 10-ml-Pipette
resuspendiert, bei HBLAKs in 15ml des entsprechenden

Standardkulturmediums. Entsprechend des angedachten Splittingverhaltnisses
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wurde in der vorherig vorgewarmten Zellkulturflasche Standardkulturmedium

vorgelegt und ein Teil des resuspendierten Zellpellets mit einer 5- oder 10-ml-

Pipette ausgesat.

Tabelle 7: Splitting-Verhéltnisse bei zweidimensionalen Zellkulturen

Splittingverhéltnis

Standardkulturmedium

Zellsuspension

1:10

Bei Tumorlinien: 9ml
Bei HBLAKSs: 13,5ml

Bei Tumorlinien: 1ml
Bei HBLAKSs: 1,5ml

1:5

Bei Tumorlinien: 8ml
Bei HBLAKs: 12ml

Bei Tumorlinien: 2ml
Bei HBLAKs: 3ml

AbschlieRend wurde die Zellkulturflasche im Inkubator bei 37°C und 5% CO:2

kultiviert. Zweimal wochentlich erfolgte ein Nahrmediumwechsel.

2.6.2 Variante 2 in 6-Well-Platten

FUr ein Umsetzen der konfluenten Zellen in 6-Well-Platten wurde ebenfalls
zuerst eine neue 6-Well-Platte vorgewarmt. Bei dem Splitting der Zelllinie
HBLAKs war darauf zu achten, dass CellBIND 6-Well-Platten verwendet

werden mussen.

Mittels Pasteurpipette wurde das Kulturmedium aus den Wells vorsichtig
abgenommen und verworfen. Danach wurden die Wells mit je 2ml PBS
gewaschen, welches ebenfalls mit einer Pasteurpipette abgenommen wurde.
Die Wells wurden mit je 1ml Trypsin-EDTA fur Tumorlinien wie UMC-UC-15 und
HT1197 bzw. mit je 1ml Accutase fur Zelllinien wie HBLAKs pro Well benetzt.
Im Inkubator wurden die Platten bei 37°C und 5% COz2 inkubiert, bis sich die
adharenten Zellen vom Boden der Platte geldst hatten. Anschlieliend wurde pro
Well 1ml Vollmedium 1 (siehe ,2.5 Kulturmedien®) zu pipettiert. Mit einer 1000-
pI-Pipette wurde unter Auf- und Abpipettieren eine Zellsuspension hergestelit.

Diese wurde in ein 15-ml-Rohrchen Uberfihrt.

Mit dem entsprechenden Kulturmedium (Mangelmedium 1 oder Vollmedium 1,
siehe ,2.5 Kulturmedien®) wurden die Wells danach mehrfach ausgewaschen,

bis unter Mikroskopkontrolle keine Zellen mehr adharent am Boden sichtbar
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waren. Das dafiur verwendete Kulturmedium wurde ebenfalls in das 15-ml-

Rohrchen pipettiert.

Es folgte ein Zentrifugationsschritt, welcher sich wieder abhangig von der
jeweiligen Zellart unterschied: Tumorlinien wurden bei 480 x g, 7Min und RT
(Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9) zentrifugiert, Zelllinien wie HBLAKs bei 200 x
g, SMin und RT (Beschleunigung 9/9, Bremse 2/9). Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand mittels Pasteurpipette bis auf das am Boden befindliche
Zellpellet abgenommen. Das Pellet wurde in Kulturmedium (Mangelmedium 1
oder Vollmedium 1, siehe ,2.5 Kulturmedien) mittels 10-ml-Pipette
resuspendiert und abschlielRend eine Zellzahlung in einer
Neubauerzahlkammer durchgefiihrt. Pro Well wurden 1x10° Zellen ausgesét.
Dafir wurde die entsprechende Menge der Zellsuspension nach erfolgter
Zellzahlung mittels 1000ul-Pipette in die neuen Wells eingebracht und das
Volumen auf insgesamt 2ml mit dem entsprechenden Kulturmedium

(Mangelmedium 1 oder Vollmedium 1, siehe ,2.5 Kulturmedien®) aufgefullt.

AbschlieRend wurde die 6-Well-Platte im Inkubator bei 37°C und 5% CO2

kultiviert. Zweimal wochentlich erfolgte ein Nahrmediumwechsel.
2.7 Dreidimensionale Zellkulturen

2.7.1 Probengewinnung

Die Gewebeproben fir die Kultivierung von Organoiden wurden im
Operationssaal der urologischen Kilinik des Universitatsklinikums Tubingen
entweder mittels TUR-B oder Zystektomie gewonnen und gekuhlt in
Transportmedium aus dem Operationssaal in das Labor (Zentrum flr

Medizinische Forschung) transportiert.
2.7.2 Verdau von Tumorgewebe zu Einzelzellen

2.7.2.1 Variante 1

Die Methode wurde aus den etablierten Protokollen des Labors iibernommen.

Variante 1 fir den Verdau von Tumorgewebe zu Einzelzellen wurde bis
BCO#274 angewendet.
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Zur Vorbereitung wurden Workingmedium und DPBS auf 37°C erwarmt, die
Kollagenase auf RT. Das jeweilige Tumorgewebe wurde gekuhlt in
Transportmedium aus dem Operationssaal der urologischen Klinik in das Labor
transportiert. Im Labor wurde das Transportmedium mittels 10-ml-Pipette
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Tumorgewebe wurde in eine
Petrischale Uberfihrt und mittels Feinwaage gewogen. Nach dem Wiegen
wurde dem Gewebe 1ml Workingmedium zugegeben. Mit zwei sterilen
Skalpellen wurde es zerkleinert und homogenisiert. Das zerkleinerte Gewebe
wurde anschlielfiend mit einer 5-ml-Pipette in ein 15-ml-Réhrchen Uberflhrt.
Moglicherweise in der Petrischale verbleibende Tumorreste wurden durch das
Spulen der Petrischale mit mehreren ml Workingmedium geldst und ebenfalls

mit einer 5-ml-Pipette in das 15-ml-Rdéhrchen Gberfuhrt.

Das Roéhrchen wurde zentrifugiert (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9,
Bremse 9/9). Mittels Pasteurpipette wurde der Uberstand bestehend aus
Workingmedium komplett abgenommen bis auf das unten im Rohrchen
verbleibende Zellpellet. Dieses Pellet wurde in 1000yl DPBS pro 100mg
gewogenes  Tumorgewebe resuspendiert. Danach wurden 15l
Kollagenase/Hyaluronidase pro 100mg Tumorgewebe zugegeben. Das
Roéhrchen musste daraufhin fur 30Min im Inkubator (bei 37°C und 5% CO2)
inkubieren, wobei innerhalb dieser Zeitspanne das Rohrchen 3-4mal
herausgenommen und vorsichtig gevortext wurde. Nach Ablauf der 30Min
wurde dieselbe Menge an Kollagenase/Hyaluronidase zugegeben und unter
denselben Bedingungen erneut fur 30Min bei gelegentlichem Vortexen
inkubiert.

Nach diesem zweiten Inkubationsschritt wurde das verdaute Gewebe in eine
10-ml-Pipette aufgenommen und durch ein 70-um-Zellsieb gefiltert. Das Filtrat
wurde in einem 50-mlI-Réhrchen gesammelt. Das Réhrchen wurde zentrifugiert
(bei 150 x g, 7Min, RT, Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9). Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand mittels Pasteurpipette so weit
abgenommen, bis Uber dem Zellpellet ein FlUssigkeitsrest von ca. 200pl

verblieb.
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Danach wurden 10ml Lysepuffer fur die Erythrozytenlyse zu pipettiert, das
Rohrchen auf Eis fur 10Min inkubiert und nach der Inkubationszeit direkt
zentrifugiert (bei 150 x g, 7Min, RT, Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9).

2.7.2.2 Variante 2

Die Methode wurde gemeinsam mit cand. med. Jonas Gol} im Labor etabliert.

Variante 2 fir den Verdau von Tumorgewebe zu Einzelzellen wurde ab
BCO#275 angewendet.

Zur Vorbereitung wurden Workingmedium und DPBS auf 37°C erwarmt, die
Kollagenase auf RT. Das jeweilige Tumorgewebe wurde gekuhlt in
Transportmedium aus dem Operationssaal der urologischen Klinik in das Labor
transportiert. Das Transportmedium wurde mit einer 10-ml-Pipette
abgenommen und in ein 15-ml-Réhrchen Uberfihrt. Das Tumorgewebe wurde
in eine Petrischale Uberfihrt und mittels Feinwaage gewogen. Nach dem
Wiegen wurde dem Gewebe 1ml Workingmedium zugegeben. Mit zwei sterilen

Skalpellen wurde das Gewebe zerkleinert und homogenisiert.

Fir den anschliel3enden Filtrationsschritt wurde ein 100-um-Zellsieb auf ein 40-
pm-Zellsieb aufgesetzt. Die Zellsiebe wurden vor ihrer Verwendung mit 1-2ml
Workingmedium angefeuchtet. Das zerkleinerte Gewebe wurde dann mit einer
10-ml-Pipette aus der Petrischale aufgenommen und durch die Anordnung
beider Zellsiebe filtriert. Moglicherweise in der Petrischale verbleibende
Tumorreste wurden durch das Spulen der Petrischale mit dem zuvor
abgenommen Transportmedium in diesem geldst und ebenfalls mit einer 5-ml-

Pipette durch die Zellsiebe filtriert. Somit sind drei Fraktionen entstanden:

Die Fraktion <40 ym, welche beide Zellsiebe passieren konnte, wurde in einem
50-mI-Réhrchen gesammelt. Fir die Fraktionen 40-100 pm und >100 pm
wurden das 40- und 100-um-Zellsieb in eine frische Petrischale Uberflhrt, mit
jeweils 10ml Workingmedium gespdlt und die Spulflissigkeit in je ein eigenes
50-ml-Réhrchen pipettiert. Die drei 50-ml-Réhrchen flr die unterschiedlichen
Fraktionen wurden abschlieBend zentrifugiert (bei 480 x g, 10Min, RT,
Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9).
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Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand mittels Pasteurpipette so weit wie
moglich abgenommen. Die weitere Bearbeitung der unterschiedlichen
Fraktionen richtete sich nach dem makroskopischen Aussehen der nach
Zentrifugation gewonnenen Zellpellets. Bei rotlicher Verfarbung der Pellets
erfolgte eine Erythrozytenlyse durch Zugabe von 2ml Lysepuffer und
anschlieBender Inkubation auf Eis fur 2-6Min. Danach wurde die Lyse durch
Zugabe von 3ml Workingmedium gestoppt und das entsprechende Rdohrchen
zentrifugiert (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9).

Die Fraktion >100 ym wurde meist in einem zusatzlichen Schritt enzymatisch
verdaut. Hierfir wurde das Zellpellet vor der oben beschriebenen
Erythrozytenlyse in 1000ul DPBS pro 100mg Tumorgewebe resuspendiert und
15ul Kollagenase/Hyaluronidase pro 100mg Tumorgewebe zugegeben. Nach
einer Inkubation von 30Min bei 37°C im Wasserbad wurde dieselbe Menge an
Kollagenase/Hyaluronidase erneut zugegeben und die Fraktion fur weitere
30Min im Wasserbad inkubiert. Abschliefend wurde diese Fraktion nochmals
durch ein 100-uym-Zellsieb filtriert. Nach einer weiteren Zentrifugation (bei 480 x
g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9) konnte gegebenenfalls wie
oben bereits erwahnt eine Erythrozytenlyse durchgefuhrt werden bei sichtbarer
Rotfarbung des Pellets. Nach der Lyse musste das jeweilige Rohrchen
abschlielend zentrifugiert werden (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9,
Bremse 9/9).

2.7.3 Dreidimensionale Zellkultur zur Generierung von Organoiden

Die Methode wurde aus den etablierten Protokollen des Labors iUbernommen.

Fir die dreidimensionale Zellkultur wurden alle Uberstinde aus den

entsprechenden Réhrchen bis auf das Zellpellet abgenommen.

Das Pellet wurde nun in Workingmedium resuspendiert, wobei pro zu
setzendem Dome auf einer 24-Well-Platte 10ul Zellsuspension bendtigt wurden
(bei 48-Well-Platte 5ul Zellsuspension). Die Zellsuspension wurde dann
kurzzeitig auf Eis kuhl gestellt. Zu der gekuhlten Zellsuspension wurde die
entsprechende Menge Matrigel (Verhaltnis 1:3) luftblasenfrei zu pipettiert. Pro

10ul Zellsuspension bzw. pro zu setzenden Dome wurden 30ul Matrigel
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verwendet (bei 48-Well-Platte pro 5ul Zellsuspension bzw. pro zu setzendem
Dom 15ul Matrigel). Ein Puffer aus 10ul Matrigel wurde bei jedem Ansatz
mitberlcksichtigt. Beim Pipettieren des Matrigels musste darauf geachtet
werden, dass sich zum einen keine Luftblasen bildeten, zum anderen, dass sich

die Zellsuspension homogen im Matrigel verteilte.

Pro Well einer 24-Well-Platte wurden dann Matrigeldomes mit je 40ul Volumen
mittels 100-pl-Pipette im Well gesetzt (bei 48-Well-Platte Dome mit einem
Volumen von 20ul). Es folgte die 180°-Drehung der entsprechenden Well-Platte
(,Hanging drop“) und die Inkubation fir 30Min bei 37°C und 5% CO:2 im
Inkubator. AbschlieBend wurde die Platte nach der Inkubationszeit wieder
gedreht, pro Well einer 24-Well-Platte 500pl Kulturmedium zugegeben (bei 48-
Well-Platte 250ul Kulturmedium) und die Platte bei 37°C und 5% CO2 im

Inkubator kultiviert. Zweimal wéchentlich erfolgte ein Nahrmediumwechsel.

2.7.4 Passage von Organoiden

Die Methode wurde aus den etablierten Protokollen des Labors Glbernommen.

Eine Passage erfolgte bei Stagnation des Grélkenwachstums der Organoide

oder bei dem subjektiv empfundenen Zerfall der Organoidstrukturen.

Das Medium wurde mittels 1000-pl-Pipette vorsichtig aus den entsprechenden
Wells abgenommen und in ein 15-ml-Réhrchen Uberflhrt. Die Wells wurden mit
kaltem PBS, welches auf 50ml 5ul 100mM Y-27632 enthielt, gewaschen. Das
PBS wurde ebenfalls in das 15-mlI-Réhrchen Uberfuhrt. Anschliefiend wurden
erneut pro Well 500ul PBS+Y zu pipettiert. Wahrend dieses Vorgangs wurden
die in Wells enthaltenen Domes aus Matrigel mechanisch mit der Pipettenspitze
gelést und im PBS resuspendiert. Die Suspension wurde in das 15-ml-
Réhrchen zu pipettiert. Die nun leeren Wells wurden fur das Losen aller Zellen
und der Matrigelreste zwei- bis dreimal mit je 1ml kaltem PBS+Y gewaschen.
Das PBS aus diesen Waschvorgangen wurde ebenfalls in das 15-ml-Rdhrchen
uberfuhrt.

Danach wurde zentrifugiert (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9,

Bremse 9/9). Mit einer Pasteurpipette erfolgte das Absaugen des Uberstands
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bis zum Matrigel, welches sich mit den enthaltenen Zellen am Boden des
Roéhrchens abgesetzt hatte. Danach wurde 1ml TrypLE stol3weise zugegeben
und das 15-ml-Rohrchen fir 2-10Min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die
Inkubationszeit richtete sich jeweils nach Grof3e und Beschaffenheit der
jeweiligen Organoide, welche durch Mikroskopieren vor jeder Passage beurteilt
worden waren. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde mittels
Doppelspitze bestehend aus einer 1000-ul-Pipettenspitze mit aufgesetzter 100-
pI-Pipettenspitze resuspendiert. Mit einer 10-ml-Pipette wurde der Inhalt des 15-

ml-Réhrchens mit kaltem PBS+Y auf ein Gesamtvolumen von 10ml aufgefiillt.

Es folgte eine Zentrifugation (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9,
Bremse 9/9). AbschlieBend wurde mittels Pasteurpipette der Uberstand bis zum
Zellpellet abgenommen. Das Pellet wurde erneut in eine 3D-Kultur eingebracht

(siehe ,2.7.3 Dreidimensionale Zellkultur zur Generierung von Organoiden®).

2.8 Zellen einfrieren

Die Methode wurde aus den etablierten Protokollen des Labors Glbernommen.

Vorzubereiten waren die Kryoréhrchen, in welchen die Zellen eingefroren
wurden. Die Kryoréhrchen wurden beschriftet und bei -20°C im Gefrierschrank

fur mindestens eine halbe Stunde heruntergekunhlt.

Fir das Einfrieren von Zellen mussten die zwei- beziehungsweise
dreidimensionalen Zellkulturen nach dem Einzelzellverdau und der
abschlieBenden Zentrifugation (siehe ,2.6 Zweidimensionale Zellkulturen und
Splitting“ und ,2.7.4 Passage von Organoiden®) in Form eines Zellpellets
vorliegen. Dieses Zellpellet wurde mit einer 1000-pl-Pipette in 1ml des
FreezeMediums vorsichtig resuspendiert und in die heruntergekuhlten
Kryoréhrchen Uberfuhrt. Diese wurden dann direkt in einem Gefrierschrank mit -
80°C gelagert und nach mindestens einem beziehungsweise spatestens nach
sieben Tagen in einen Stickstofftank Uberflhrt. Alternativ konnte auch eine
Zwischenlagerung fir einen Tag bei -20°C erfolgen, bevor die Proben weiter bei
-80°C und letztendlich im Stickstofftank gelagert wurden.
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2.9 Zellen auftauen

Die Methode wurde aus den etablierten Protokollen des Labors iUbernommen.

Vorzubereiten waren 20ml warmes Working- oder Kulturmedium, welche in ein
50-ml-Réhrchen uberfuhrt wurden.

Die Kryorohrchen mit den eingefrorenen Zellen wurden aus dem Stickstofftank
entnommen und auf Eis transportiert. Anschlieliend wurden die Kryordhrchen
im 37°C warmem Wasserbad geschwenkt, bis der Inhalt angetaut war. Dann
wurde der Inhalt des Kryorohrchens in das vorbereitete 50-ml-Rohrchen mit
dem vorgelegten Medium gestlrzt. Es folgte eine Zentrifugation: Tumorlinien
wurden bei 480 x g, 7Min und RT (Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9)
zentrifugiert, Zelllinien wie HBLAKSs bei 200 x g, 5Min und RT (Beschleunigung
9/9, Bremse 2/9), BCOs bei 480 x g, 10Min und RT (Beschleunigung 9/9,
Bremse 9/9).

Mittels Pasteurpipette wurde der Uberstand (iber dem am Boden entstandenen
Zellpellet abgenommen. Das Zellpellet konnte dann entweder in eine zwei- oder
dreidimensionale Zellkultur eingebracht werden (siehe ,2.6 Zweidimensionale
Zellkulturen und Splitting“® und ,2.7.3 Dreidimensionale Zellkultur zur

Generierung von Organoiden®).

2.10 Zellzahlung

Die Methode wurde aus den Protokollen des Herstellers Ubernommen.

Zellzahlungen wurden durchgefuhrt, um vor einem Proliferationsassay definierte
Zellzahlen auszuplattieren sowie nach einem Proliferationsassay das
Wachstum anhand der Zellzahl zu beurteilen. Verwendet wurde die Neubauer-

improved-Zahlkammer von Kisker Biotech.

Die Neubauer improved ist charakterisiert durch ein Zahlnetz bestehend aus
3x3 GroRquadraten. Jedes dieser Gro3quadrate hat eine Kantenlange von je
1mm und somit eine Flache von 1mm?. Die Kammertiefe ist standardmaRig auf
0,1'mm festgelegt. Dadurch entsteht ein Raum definierten Volumens, welcher
nach Auszahlung der auf den Zahlfeldern liegenden Zellen durch eine Formel
Ruckschlusse uber die Zellzahl je Volumeneinheit ermoglicht.
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Zellzahl ) Zellzahl
TxelO”‘ = Zelldichte (T)

Far die im Labor durchgefluhrten Zellzdhlungen wurden die vier aulleren
GroRquadrate, welche in 16 weitere Kleinquadrate unterteilt sind, ausgezahlt.
Von einer Zellsuspension wurden je 20ul entnommen und in einem Well einer
96-Well-Platte in 20ul Trypanblau resuspendiert. Von dieser Suspension
wurden 20ul seitlich auf die Zahlkammer aufpipettiert, sodass sie durch
Kapillarkrafte in den Raum definierten Volumens der Kammer gesogen wurden.
Unter einem Mikroskop erfolgte bei eingestelltem Phasenkontrast die
maanderformige Auszahlung der vier Grolquadrate. Wichtig war darauf zu
achten, auf Grenzlinien liegende Zellen nicht doppelt zu zahlen. Um dies zu
verhindern, wurden nur die Zellen auf zwei Grenzlinien mitgezahlt (links und
unten), die auf den anderen beiden Linien liegenden Zellen nicht. Zudem
wurden nur ungefarbte Zellen gezahlt. Blau wurden vom Trypanblau tote Zellen
angefarbt, da diese keine intakte Zellmembran mehr besitzen und der Farbstoff
so durch die Membran hindurch diffundieren kann. Ungefarbte Zellen hingegen

wiesen eine intakte Membran auf und wurden als vital angesehen.

2.11 Immunhistochemischer Nachweis des epithelialen Phanotyps
humaner Urothelzellen

Die Methode wurde aus den etablierten Protokollen des Labors dbernommen

und diente dem Nachweis des Pankeratinmarkers AE1/AE3, welcher in

Urothelzellen mit epithelialem Phanotyp exprimiert wird.

2.11.1 Kultivierung der Zellen auf Chamber Slides

In Chamber Slides wurden pro Well 5x10* Zellen ausgesat und solange
kultiviert, bis sich ein zu 100% konfluenter Zellrasen manifestierte. In dieser Zeit
wurde zweimal wodchentlich Medienwechsel durchgefuhrt mit  den
entsprechenden Kulturmedien (siehe ,2.5 Kulturmedien®), wobei pro Well 300yl
Kulturmedium pipettiert wurden. Fur die geplante Farbung war es notwendig
mindestens je ein Well fur eine Positiv- und Negativkontrolle einzuplanen.
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2.11.2 Fixierung

Die Fixierung der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz der Zellen von 100%.
Benotigt wurde Paraformaldehyd 4%, welches auf RT erwarmt wurde. Zudem
wurde PBS verwendet. In den Kapiteln 2.11.2 bis 2.11.4. ist mit PBS nicht
DPBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered saline) gemeint, sondern die Ldsung

aus einer PBS-Tablette geldst in 1L Ampuwa.

Das Medium der kultivierten Zellen wurde vorsichtig mittels Pasteurpipette aus
den Wells des Chamber Slides abgenommen. Es folgte ein Waschschritt, bei
welchem pro Well 400ul PBS zu pipettiert wurden. Es folgte eine Inkubation flr
2Min bei RT, das PBS wurde anschlieRend abgekippt. Dieser Vorgang wurde
insgesamt zweimal wiederholt. Anschlielend wurden pro Well 300ul des
Paraformaldehyds zugegeben und 10Min bei RT inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde auch das Paraformaldehyd abgekippt. Es folgten erneut
zwei Waschschritte mit PBS, bei welchen pro Well 400ul PBS zu pipettiert
wurden. Nach einer Inkubation von 2Min bei RT wurde das PBS abgekippt.

Falls eine Lagerung erforderlich war, wurden die Wells mit 400ul PBS gefillt,
mit Parafilm verschlossen und im Kuhlschrank gelagert. So konnten die
Chamber Slides fur maximal zwei Wochen gelagert werden. Wahrend dieser
Lagerungsperiode musste einmal wochentlich das PBS abgenommen und die

Wells mit 400pl frischem PBS aufgefillt werden.
2.11.3 Permeabilisierung

2.11.3.1  Sofortige Permeabilisierung

Erfolgte die Permeabilisierung direkt im Anschluss an die oben beschriebene
Fixierung, wurde zuerst der Saponinpuffer steril 1:50 in PBS verdunnt. Hierfur
wurden 100ul des Puffers in ein 15-ml-Rdhrchen Uberflhrt und in 4.900ul PBS
resuspendiert. Anschliefend wurden 140yl des verdinnten Saponinpuffers auf
jedes Well pipettiert und 10Min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurde der verdunnte Saponinpuffer abgekippt. Es folgten zwei Waschschritte
mit PBS, bei welchen pro Well 400ul PBS zu pipettiert wurden. Nach einer
Inkubation von 2Min bei RT wurde das PBS jeweils abgekippt.
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2.11.3.2 Permeabilisierung nach Lagerung
Erfolgte die Permeabilisierung nach Lagerung des Chamber Slides, wurde
dieser aus dem Kuhlschrank entnommen und auf RT erwarmt. Wahrenddessen
wurde der Saponinpuffer steril 1:50 in PBS verdunnt. Hierfir wurden 100ul des
Puffers in ein 15-ml-Réhrchen Uberflihrt und in 4.900ul PBS resuspendiert.
Anschlieend wurden 140ul des verdunnten Saponinpuffers auf jedes Well
pipettiert und 10Min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der
verdunnte Saponinpuffer abgekippt. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS, bei
welchen pro Well 400ul PBS zu pipettiert wurden. Nach einer Inkubation von

2Min bei RT wurde das PBS jeweils abgekippt.

2.11.4 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung erfolgte direkt im Anschluss an die
Permeabilisierung. Vorbereitend wurde der AE1/AE3-Antikorper 1:500
verdunnt. 2ul des Antikdrpers wurden in 998ul des verdinnten Saponinpuffers
(siehe ,2.11.3 Permeabilisierung“) resuspendiert. Zusatzlich wurde das

Substratchromogen vorbereitet.

Der erste Schritt der Farbung war das Pipettieren von 100ul des Antibody-
Diluents auf die Wells der Negativkontrolle bzw. 100yl des verdlinnten
Antikérpers auf die zu farbenden Wells sowie die Wells der Positivkontrolle. Es
folgte eine Inkubation fur 30Min bei RT, das Abkippen und ein Waschschritt mit
400ul PBS pro Well, welches 5Min bei RT inkubierte und dann abgekippt
wurde. Danach wurden 100yl HRP-markiertes anti-mouse-Polymer pro Well
pipettiert. Es folgte erneut eine Inkubation fir 30Min bei RT, das Abkippen und
ein Waschschritt mit 400yl PBS pro Well, welches 5Min bei RT inkubierte und
dann ebenfalls abgekippt wurde. Anschliefend wurden pro Well 100ul des
Substratchromogens zugegeben. Nach einer Inkubation von 3Min bei RT wurde
das Substratchromogen abgenommen und alle Wells mit je 500ul Ampuwa
gewaschen. Das Ampuwa wirkte 5Min bei RT ein und wurde dann abgekippt.
Es folgte die Farbung mit Hamatoxylin. Hierfir wurden 100ul Hamatoxylin pro
Well zugegeben und 1Min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Wells des Chamber Slides entfernt und der nun verbleibende
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Objekttrager fur 10Min unter flieRendem Leitungswasser gewassert.
Abschlieltend musste der Objekttrager trocknen und mit einem Deckglas sowie

VectaMount Permanent Mounting Medium eingedeckelt werden.
Der Objekttrager konnte bei Raumtemperatur gelagert werden.

Die AE1/AE3-Farbung war bei einer deutlichen Braunfarbung von >95% der

Zellen als positiv zu werten.

2.12 WST-1-Proliferation-Assay

Die Methode wurde aus den Protokollen des Herstellers tbernommen.

Der WST-1-Proliferation-Assay (water soluble tetrazolium) diente dem

Nachweis viabler Zellen innerhalb von zweidimensionalen Zellkulturen.

Viable Zellen verfugen Uber eine intakte Atmungskette mit einem
mitochondrialen Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase-System. Durch Zugabe
des schwach rot gefarbten Tetrazoliumsalzes WST-1 (chemische Bezeichnung:
4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) zur
Zellkultur kommt es innerhalb der viablen Zellen zu einer enzymatischen
Umwandlung in den dunkelroten Tetrazolam-(Formazan)-Farbstoff. Dieser
enzymatische Farbumschlag kann photometrisch mittels Absorptionsmessung
in einem Spektralphotometer (ELISA) gemessen werden. Die Absorption ist
dabei linear zur Menge des umgesetzten Tetrazolam-(Formazan)-Farbstoffs

und somit auch linear zur Anzahl der viablen Zellen.

Als Spektralphotometer wurde der GloMax® Microplate Reader verwendet. Fur
die Durchfuhrung wurden unterschiedliche Zellzahlen als zweidimensionale
Zellkultur in 96-Well-Platten (flat bottom) ausgesat. Bei der Aussaat der Zelllinie
HBLAKs war darauf zu achten, dass CellBIND 96-Well-Platten verwendet
werden mussen. Die 96-Well-Platten wurden Uber einen definierten Zeitraum
(vier oder sieben Tage) mit je 100yl Medium kultiviert. Die Kultivierung erfolgte
in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO.. Ein- bis zweimal wochentlich erfolgte

ein Nahrmediumwechsel.
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Vorbereitend fir die Messung wurde am jeweiligen Tag pro Well 10yl WST-1-
Reagenz zu pipettiert. Anschliel3end erfolgte eine kurze Durchmischung mittels
Ruttelplatte und eine dreistindige Inkubation bei 37°C und 5% CO2 im
Inkubator. Danach erfolgte die Messung im GloMax® Microplate Reader. Die
Platte wurde nochmals fur 10sec (Cycles per Minute: 300, Type: linear, Shaking
diameter: 2mm) durchmischt. Dann wurde die Absorption der einzelnen Wells
der 96-Well-Platte im Spektralphotometer gemessen (Measurement A=450nm,

Reference A=600nm) und ausgewertet.
2.13 Expressions-Vergleich 2D- vs. 3D-Zellkulturen

2.13.1 Matrigelauflésen zur RNA-Extraktion
Die Methode wurde von cand. med. Philipp Vollmer im Labor etabliert und von

ihm Ubernommen.

Zur Extraktion der RNA aus dreidimensionalen Zellkulturen in Matrigeldomes

musste das Matrigel vollstandig aufgelost werden.

Zu Beginn wurde die Zentrifuge auf 4°C heruntergekuhlt und aufRerhalb der
Benutzung geschlossen gehalten. Die 24-Well-Platte mit den Matrigeldomes

wurde fUr die nachfolgenden Schritte auf Eis gelagert.

Das Kulturmedium aus den Wells der 24-Well-Platte wurde mit einer 1000-ul-
Pipette abgenommen und in ein 15-ml-Roéhrchen Uberfuhrt. Pro Well wurden
1000ul kaltes PBS in die Wells pipettiert. Der Dome wurde so mechanisch
durch Kratzen der 1000-ul-Pipettenspitze Uber den Boden des Wells abgelost
und durch Resuspendieren im PBS aufgenommen. Die entstandene
Suspension wurde ebenfalls in das 15-ml-Réhrchen Uberfuhrt. Anschliel3end
wurden nochmals 500ul kaltes PBS pro Well pipettiert, die Wells durch Auf- und

Abpipettieren gewaschen und jenes PBS in das 15-ml-Réhrchen zugegeben.

Es folgte eine Zentrifugation (bei 480 x g, 10Min, 4°C, Beschleunigung 9/9,
Bremse 7/9). Mittels Pasteurpipette wurde der Uberstand aus PBS bis auf das
am Boden befindliche Matrigel abgenommen. Pro Dome, welcher in das 15-ml-
Rohrchen Uberfuhrt worden war, wurde 1ml TrypLE zugegeben. Der Inhalt des

Roéhrchens wurde unter Verwendung eines Vortexmischers durchmischt und
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das Roéhrchen fur 10Min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit  erfolgte eine  weitere  Durchmischung mittels des
Vortexmischers. Danach wurde der Inhalt des 15-ml-Réhrchens auf ein
Volumen von 12ml mit kaltem PBS aufgeflllt und zentrifugiert (bei 1000 x g,
5Min, 4°C, Beschleunigung 9/9, Bremse 7/9). Mittels Pasteurpipette wurde der
Uberstand bis auf 200ul abgenommen, welche nachfolgend mit kaltem PBS auf
ein Gesamtvolumen von 10ml aufgefullt wurden. Nach einer weiteren
Durchmischung unter Verwendung des Vortexmischers folgte eine
Zentrifugation (bei 1200 x g, 5Min, 4°C, Beschleunigung 9/9, Bremse 7/9).
Mittels Pasteurpipette wurde der Uberstand erneut bis auf 200ul abgenommen,
welche nachfolgend wieder mit kaltem PBS auf ein Gesamtvolumen von 10ml
aufgefullt wurden. Nach einer letzten Durchmischung mittels Vortexmischer
wurde das 15-ml-Réhrchen abschlielend zentrifugiert (bei 1200 x g, 5Min, 4°C,
Beschleunigung 9/9, Bremse 7/9) und der Uberstand mit einer Pasteurpipette

bis auf das verbleibende Zellpellet abgenommen.

2.13.2 RNA-Extraktion
Die Methode wurde aus den Protokollen des Herstellers und des Labors

ubernommen. Verwendet wurde das RNeasy® Mini Kit (250) von Qiagen.

Ausgangspunkt fur die RNA-Extraktionen war ein in einem 15- oder 50-ml-
Rohrchen befindliches Zellpellet, welches aus zwei- beziehungsweise
dreidimensionalen Zellkulturen gewonnen worden war. Das Pellet wurde in
350ul  RLT-Puffer mit p-Mercaptoethanol mittels 1000-pul-Filterspitze
resuspendiert und anschlieend flir mindestens eine Stunde bei -80°C gelagert.
Nach Ablauf der Stunde konnte die Probe erneut aufgetaut oder weiterhin

gelagert werden.

Far die weitere Extraktion musste die Probe aufgetaut und dann auf Eis gestellt
werden. Mit einer 1000-ul-Filterspitze wurden 350ul 70%igen Ethanols zur
Probe zugegeben. Mit einer 1-ml-Insulinspritze wurde das Gemisch durch Auf-
und Abpipettieren homogenisiert und auf eine Spin Column aufgetragen. Diese
Spin Column wurde in ein 2-ml-Tube Uberflhrt.
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Es folgte eine Zentrifugation (bei 10000 rpm, 15Sec, RT) und der entstandene
Durchfluss im 2-ml-Tube wurde verworfen. Auf die Spin Column wurden mit
einer 1000-pl-Filterspitze 350ul RW1-Waschpuffer gegeben und erneut
zentrifugiert (bei 10000 rpm, 15Sec, RT). Der Durchfluss im 2-ml-Tube wurde
verworfen. AnschlieRend wurde auf die Membran der Spin Column mit einer
100-ul-Filterspitze 80ul DNase (bestehend aus 10ul Aliquot + 70ul RDD-Puffer)
aufgetragen, woraufhin sich eine 15-minutige Inkubation bei RT anschloss.
Nach der Inkubationszeit wurden mit einer 1000-ul-Filterspitze 350ul RW1-
Waschpuffer zur DNase zugegeben und wieder zentrifugiert (bei 10000 rpm,
15Sec, RT). Der Durchfluss wurde mitsamt dem 2-ml-Tube verworfen und die
Spin Column in ein neues 2-ml-Tube Uberfuhrt. Dann wurden 500ul RPE-Puffer
auf die Spin Column pipettiert und erneut zentrifugiert (bei 10000 rpm, 15Sec,
RT). Nach dem Verwerfen des Durchflusses und der Zugabe von 500ul RPE-
Puffer folgte eine weitere Zentrifugation (bei 10000 rpm, 2Min, RT). Der
entstandene Durchfluss wurde ebenfalls verworfen und die Spin Column
nochmals trocken zentrifugiert (bei 10000 rpm, 15Sec, RT). Nachfolgend wurde
die Spin Column in ein neues 1,5-ml-Tube gestellt. Auf die Membran der Spin
Column wurde mittels 100-ul-Filterspitze 20ul RNase freies Wasser aufgetragen
(laut Hersteller 40ul empfohlen) und flir 1Min bei RT inkubiert. Zum Schluss
erfolgte ein Zentrifugationsschritt (bei 10000 rpm, 1Min, RT), nach welchem der
Durchfluss im 1,5-ml-Tube die extrahierte RNA enthielt.

Die extrahierte RNA wurde im 1,5-ml-Tube bei -80°C gelagert.

2.13.3 Umschreiben von RNA in cDNA
Die Methode wurde aus den Protokollen des Herstellers Ubernommen.
Verwendet wurde das Advantage® RT-for-PCR Kit von TaKaRa.

FUr die Durchfihrung einer quantitativen PCR musste die zuvor aus den
Zellkulturproben extrahierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Die RNA-
Probe wurde nach dem Auftauen in einem Verhaltnis von 1ug RNA pro 12,5l
Volumen depc-Water und 1ul oligo(dT)-Primer in ein 0,5ml-Tube pipettiert.
Danach erfolgte eine kurze Durchmischung mittels Vortexmischer und

anschlieend eine Zentrifugation.
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Anschlieltend wurde die Probe bei einer Temperatur von 70°C fir zwei Minuten
inkubiert.  Mit diesem Inkubationsschritt wurde die Bildung von
Haarnadelstrukturen innerhalb der umzuschreibenden RNA verhindert, welche
zur Synthese inkompletter cDNA fuhren wurden. Nach der zweiminutigen
Inkubation ~ wurden 6,5yl eines  zuvor  angesetzten MasterMix

(Zusammensetzung siehe Tabelle 8) zur Probe zu pipettiert.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Master Mix fiir Umschreiben von RNA in cDNA

Reagenz Volumen in pl
5x Buffer 4
RNaselnhibitor 0,5

dNTP-Mix 1

Reverse Transkriptase 1

Es folgte ein weiterer Inkubationsschritt bei einer Temperatur von 42°C fur eine
Stunde und sieben Minuten. Durch diesen zweiten Inkubationsschritt wurde die
reverse Transkription an den oligo(dT)-Primern gestartet und somit die
Synthese von cDNA. Abschliel3end wurden 80ul depc-Water in das 0,5ml-Tube
Zu pipettiert.

Das 0,5ml-Tube mit der umgeschriebenen cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.13.4 Quantitative PCR im LC480

Die Methode wurde aus den Protokollen des Herstellers Roche Gibernommen.

Die quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qQRT-PCR) wurde fir den
MRNA-Expressionsvergleich verschiedener Gene zwischen zwei- und

dreidimensionalen Zellkulturen eingesetzt.

Eine Polymerasekettenreaktion dient grundsatzlich der Vervielfaltigung
(Amplifikation) spezifischer DNA-Abschnitte. Fur die Durchfihrung einer PCR
werden folgende Materialien bendtigt: hitzestabile DNA-Polymerase, pro Gen
zwei sequenzspezifische Primer (bestehend aus einem Vorwarts- und einem
Ruckwartsprimer), ein DNA-Template und Desoxyribonukleotide dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP).
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Die Primer bestehen aus einzelstrangiger DNA mit einer Lange von 15-20
Desoxyribonukleotiden und sind somit Oligonukleotide. Durch die Primer wird

ein freies 3’'OH-Ende als Startpunkt fur die DNA-Polymerase geschaffen.

Das DNA-Template wurde durch reverse Transkription von RNA in cDNA

gewonnen (siehe ,2.13.3 Umschreiben von RNA in cDNA®).

Eine PCR lauft in 3 Reaktionsschritten ab, welche in 20 bis 50 Zyklen mehrfach
durchlaufen werden (bei durchgefiihrten PCRs 39 Zyklen). Der erste Schritt ist
die Denaturierung. Durch eine Temperaturerhdhung auf 95°C wird die cDNA
von dem RNA-Template getrennt. Im anschlieBenden Annealing binden die
Primer an die jeweils zu ihrer Sequenz komplementaren DNA-Abschnitte. Flr
diesen Schritt muss die Temperatur entsprechend der Annealingtemperatur der
Primer wieder gesenkt werden (bei verwendeten Primer bei 58°C bzw. 60°C).
Danach schlie3t sich der Schritt der Elongation an. Bei einer Temperatur von
72°C verlangert die hitzestabile DNA-Polymerase den aufgetrennten DNA-
Einzelstrang beginnend am 3'OH-Ende der Primer durch Einbau der
Desoxyribonukleotide. Somit entsteht ein neuer Komplementarstrang zum

Template.

Um eine Aussage Uber die Menge der entstandenen DNA treffen zu kénnen,
wurde wahrend der qRT-PCR ein Fluoreszenzmarker eingesetzt. Es handelte
sich um SybrGreen. Es handelt sich dabei um einen Cyaninfarbstoff, welcher an
doppelstrangige DNA binden kann. Dadurch entsteht ein DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex, welcher bei einer Wellenlange von Amax=521nm
grines Licht emittiert. Dieses Fluoreszenzsignal kann mittels LightCycler
detektiert und in einer Sigmoidfunktion aufgetragen werden. Zur quantitativen
Bestimmung der Zielgene wurden die Werte gegenuber sogenannten
Housekeeping-Genen (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
und beta-Actin) normalisiert.

Die gRT-PCRs fur den mRNA-Expressionsvergleich wurden im LightCycler 480
durchgefuhrt. Verwendet wurde das LightCycler 480 SYBR Green Master-Kit
von Roche Diagnostics. In eine 96-Well-Platte wurden pro Well die in Tabelle

12 aufgefuhrten Reagenzien pipettiert.
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Tabelle 9: verwendete Primer fiir quantitative PCR im LC480

Primer Forward (5°->3°) Reverse (5°->3°)

Beta-Actin | AACTGGGACGACATGGAGAA | ATACCCCTCGTAGATGGGCA

CD24 TGAAGAACATGTGAGAGGTTT | GAAAACTGAATCTCCATTCCACA
GAC A

CD44 CACAATCCAGGCAACTCCTA TACTCTGCTGCGTTGTCATT

CD47_2 GGAGCCATTCTTTTCGTCCCA | ACACGCCGCAATACAGAGAC

CD276 TTTCCTTTCCCCTCCTTCCTCC | TGTGACCAGCACATGCTTCC

FGFR-3 GGCAGCATCCGGCAGACGTAC | CTGAGGACAGCCTTGCGATG

GAPDH GCTCTCCAGAACATCATCCCT | CGTTGTCATACCAGGAAATGAG
GCC CTT

PD-L1 GTACCTTGGCTTTGCCACAT CCAACACCACAAGGAGGAGT

Tabelle 10: Einstellungen der qRT-PCR fiir CD47_2, FGFR-3 und CD276

Anzahl der Zyklen 39

Annealingtemperatur

60°C

Housekeeping-Gene

GAPDH, beta-Actin

Zielgene

CD47_2, FGFR-3, CD276

Tabelle 11: Einstellungen der qRT-PCR fiir CD24, CD44 und PD-L1

Anzahl der Zyklen 39

Annealingtemperatur

58°C

Housekeeping-Gene

GAPDH, beta-Actin

Zielgene

CD24, CD44, PD-L1

Tabelle 12: Reagenzien fiir qRT-PCR

Reagenz Volumen
cDNA 2ul
Master Mix 10ul SybrGreen

6ul PrimerMix
2ul Non Template Water NTW
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2.14 3D-Cell-Viability-Assay

Die Methode wurde aus den Protokollen des Herstellers ubernommen.

Far den 3D-Cell-Viability-Assay wurde ein ATP-abhangiger Assay verwendet.
Er diente dem Nachweis der metabolischen Aktivitat von dreidimensionalen

Zellkulturen.

Dieser Assay basiert auf der Messung des ATP-Gehalts in einer ATP-
abhangigen Luciferase-Reaktion. Durch die Zugabe der Assay-Reagenz zu den
zuvor Kultivierten dreidimensionalen Zellkulturen wird eine Lyse der Zellen
induziert. Diese Lyse bewirkt die Freisetzung des in den Zellen gespeicherten
ATPs (Adenosintriphosophat). Uber eine Luciferase wird dieses ATP in einer
Reaktion mit Luciferin zu Oxyluciferin und Licht umgesetzt. Das entstandene

Lichtsignal (Lumineszenz) kann in einem Luminometer gemessen werden.

Als Luminometer zur Messung der Lumineszenz wurde ein GloMax® Microplate
Reader verwendet. Fur die Durchfiuhrung wurde eine definierte Zellzahl als
dreidimensionale Zellkultur in 96-Well-Platten (flat bottom, WeilRwand) ausgesat
und Uber einen definierten Zeitraum von sieben Tagen mit je 100pl Medium
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO:..

Zweimal wochentlich erfolgte ein Nahrmediumwechsel.

Vorbereitend fur die Messung wurde am jeweiligen Tag pro Well 100ul der

CellTiter-Glo® 3D-Reagenz zu pipettiert.

Anschlie3end erfolgte eine funfminttige Durchmischung mittels Ruttelplatte und

eine 25-minutige Inkubation bei Raumtemperatur.

Danach erfolgte die Messung im GloMax® Microplate Reader. Die Platte wurde
nochmals fur 5 Minuten (Cycles per Minute: 300, Type: orbital, Shaking
diameter: 1mm) durchmischt. Dann wurde die Lumineszenz der einzelnen Wells
der 96-Well-Platte im GloMax® Microplate Reader gemessen (Filter: none,

Integration: 0,3 sec) und ausgewertet.
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2.15 Versuchsdurchfihrungen

2.15.1 Vergleich verschiedener Medienansétze

Als erste Orientierung, um einen aktuellen Stand der Medienpraferenz im Labor
zu erheben, wurde das im Labor bisher etablierte Kulturmedium BTM mit einem
Kulturmedium aus der Literatur (HCM nach Lee et al.) verglichen (siehe ,2.5

Kulturmedien®).

Der Vergleich erfolgte anhand ausgewahlter Organoide in unterschiedlichen
Passagen: BCO#147 P7, BCO#154 P5 und BCO#270 P2. Diese Organoide
wurden als 40ul-Domes auf 24-Well-Platten jeweils in BTM und HCM nach Lee
et al. kultiviert, bis sie einen ausreichenden Organoiddurchmesser erreichten
und gesplittet werden konnten. Das Organoid BCO#154 P5 war vor Ansetzen

des Medienvergleichs nur in BTM kultiviert worden.

Zum Start des Medienvergleichs wurden die Organoide nach der Methode
,2.1.4 Passage von Organoiden® in Einzelzellen verdaut und nach der Methode
,2.1.3 dreidimensionale Zellkultur zur Generierung von Organoiden® als 20ul-
Domes auf einer 48-Well-Platte ausgesat. Verwendet wurde hierflir Matrigel von
Corning. Es erfolgte keine Zellzahlung vor der Aussaat der Zellen bedingt durch
den zu hohen Zellverlust bei einer solchen Zahlung. Die Platten wurden
anschlie®end bei 37°C und 5% CO:2 im Inkubator Uber einen Zeitraum von funf
beziehungsweise zehn Tagen Kkultiviert. Zweimal wdchentlich erfolgte ein

Nahrmediumwechsel.

Das Wachstumsverhalten der verschiedenen Organoidlinien wurde wahrend
des Beobachtungzeitraums mittels Mikroskopbildern dokumentiert. Diese Bilder
dienten zudem der Auswertung. Die Durchmesser der fotografierten Organoide
in den verschiedenen Medienansatzen wurden vermessen und aus diesen der
Mittelwert berechnet. Der Mittelwert als EndgroRe diente dem Vergleich

zwischen den Medienansatzen.
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2.15.2 Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien in

zweidimensionalen Zellkulturen

2.15.2.1 Bestimmung der Duplikationsraten
Die Bestimmung der Duplikationsraten erfolgte nach Bieback et al. anhand der
ausgewahlten Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197, sowie als Kontrolle an der
Zelllinie HBLAKSs. Im Rahmen dieses Versuchs wurde ebenfalls das allgemeine
Wachstumsverhalten der Zellen beobachtet, da diese Zell- und Tumorlinien fur
spatere Proliferationsassays in zwei- und dreidimensionalen Zellkulturen

verwendet wurden.

Die Zell- und Tumorlinien wurden als zweidimensionale Kulturen in
Zellkulturflaschen in ihrem Standardnahrmedium (siehe ,2.5 Kulturmedien®)
kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80-90% erfolgte nach ,2.6.1 Variante 1 in
Zellkulturflaschen® ein Splitting der Zellen. Sie wurden nach einer Zellzahlung
(siehe ,2.10 Zellzahlung®) jeweils mit 1x10% Zellen pro Well auf einer 6-Well-
Platte erneut als zweidimensionale Zellkulturen ausgesat. Insgesamt wurden
pro Zell- beziehungsweise Tumorlinie sechs Wells einer 6-Well-Platte
angesetzt, wobei drei Wells mit Mangelmedium 1 und drei mit Vollmedium 1
(siehe ,2.5 Kulturmedien®) im Inkubator bei 37°C und 5% CO: kultiviert wurden.
Bei einer 80-90%igen Konfluenz wurden die Wells eines jeden Medienansatzes
nach ,2.6.2 Variante 2 in 6-Well-Platten“ gesplittet und erneut eine Zellzahlung
durchgefiihrt. Nach der Zahlung erfolgte eine weitere Aussaat von 1x10° Zellen
pro Well fur die entsprechende Zell- beziehungsweise Tumorlinie und den
entsprechenden Medienansatz. Dieses Prozedere wurde Uber drei konsekutive
Passagen hinweg durchgefihrt. Aus den Werten zu Passagezeit sowie Zellzahl
vor und nach Passage wurde letztlich die Duplikationsrate (Bieback et al., 2004)
bestimmt und zwischen den zwei Medienansatzen einer jeden Zell- und

Tumorlinie verglichen.
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2.15.2.2 AE1/AE3-Farbung zum Nachweis des epithelialen Phanotyps an
HBLAKs

Anhand der Zelllinie HBLAKs wurde eine AE1/AE3-Farbung der Zellen

durchgefuhrt. Diese Farbung sollte dem Nachweis des epithelialen Phanotyps

der HBLAKS in unterschiedlichen Kulturmedienansatzen dienen.

Die HBLAKs wurden als zweidimensionale Zellkultur, welche in einer
Zellkulturflasche in CnT-Prime (siehe ,2.5 Kulturmedien®) kultiviert worden war,
nach ,2.6.1 Variante 1 in Zellkulturflaschen® gesplittet und nach einer
Zellzdhlung (siehe ,2.10 Zellzahlung®) auf einem Chamber Slide mit je 5x10*
Zellen pro Well ausgesat. Die Kultivierung der Zellen erfolgte anschlieRend im
Inkubator bei 37°C und 5% CO:2 in CnT-Prime (Standardkulturmedium) fur eine
Negativ- und Positivkontrolle sowie in Mangelmedium 1 und Vollmedium 1
(siehe ,2.5 Kulturmedien®). Die AE1/AE3-Farbung wurde erst bei einer
Konfluenz der Zellen von 80-90% nach ,2.11 Immunhistochemischer Nachweis

des epithelialen Phanotyps humaner Urothelzellen® durchgefluhrt.
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2.15.2.3 WST-1-Proliferation-Assay - Bestimmung der Zellzahlen

In den Screen zur Bestimmung der Zellzahlen wurden die Tumorlinien UM-UC-
15 und HT1197 sowie die Zelllinie HBLAKs miteinbezogen.

Die Zell- und Tumorlinien wurden als zweidimensionale Kulturen in
Zellkulturflaschen in ihrem Standardkulturmedium kultiviert (siehe ,2.5
Kulturmedien®). Bei einer Konfluenz von 80-90% erfolgte nach ,2.6.1 Variante 1
in Zellkulturflaschen® ein Splitting der Zellen. Sie wurden nach einer Zellzahlung
(siehe ,2.10 Zellzahlung®) auf je zwei 96-Well-Platten (flat bottom) pro Zell- bzw.
Tumorlinie erneut als zweidimensionale Zellkultur ausgesat. Die Aussaat
erfolgte mit unterschiedlichen Zellzahlen pro Well (250, 500, 1000, 2500, 5000)
mit jeweils n=5 fur zwei verschiedene Medienansatze (Mangelmedium 1 und
Vollmedium 1, siehe ,2.5 Kulturmedien®) (siehe Abbildung 2). Fir die spatere
Auswertung mittels Absorptionsmessung wurde fir jeden Medienansatz ein
Blank (Medium ohne Zellen) auf der 96-Well-Platte mitaufgetragen (siehe
Abbildung 2 ,zweite Zeile der 96-Well-Platte: @Zellen®).
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Die 96-Well-Platten wurden anschlieRend bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator
inkubiert. Es erfolgte ein- beziehungsweise zweimal wochentlich ein
Nahrmediumwechsel. Nach vier bzw. sieben Tagen wurden die Platten nach
»2.12 WST-1-Proliferation-Assay“ ausgewertet.

Abbildung 2: Pipettierschema zur Bestimmung der Zellzahl mittels WST-1-Assay
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2.15.2.4 WST-1-Proliferation-Assay — Proliferationsassay mit
Wachstumsfaktoren
Der Proliferationsassay, in welchem Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen
Konzentrationen getestet wurden, erfolgte an der Tumorlinie UM-UC-15 und der
Zelllinie HBLAKS.

Die Zell- und Tumorlinie wurden als zweidimensionale Kulturen in
Zellkulturflaschen in ihrem Standardnahrmedium kultiviert (siehe ,2.5
Kulturmedien®). Bei einer Konfluenz von 80-90% erfolgte nach ,2.6.1 Variante 1
in Zellkulturflaschen® ein Splitting der Zellen. Sie wurden nach einer Zellzahlung
(siehe ,2.10 Zellzahlung®) mit je 1000 Zellen pro Well auf 96-Well-Platten (flat
bottom) erneut als zweidimensionale Zellkultur ausgesat. Pro Zell- bzw.
Tumorlinie wurden die Zellen mit unterschiedlichen Nahrmedienansatzen
verschiedener Wachstumsfaktoren mit jeweils n=5 kultiviert (siehe Abbildung 3).
Jeder Wachstumsfaktor wurde dabei in vier Konzentrationen getestet. Die
einzige Ausnahme davon stellte der Faktor A83-01 dar, welcher lediglich in der
Konzentration 5uM gescreent wurde (siehe Abbildung 3 und Tabelle 13). Fur
die spatere Auswertung mittels Absorptionsmessung wurde ein Blank
(Mangelmedium 1 und ohne Zellen) auf der 96-Well-Platte mitaufgetragen
(siehe Abbildung 3 ,erste Zeile der 96-Well-Platte: Blank DMEM @ FCS ohne
Zellen®). Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 1 und als Positivkontrolle
Vollmedium 1 (siehe ,2.5 Kulturmedien) vorausgesetzt. Mangelmedium 1
diente zudem als Grundmedium fur die Herstellung der verschiedenen

Nahrmedienansatze.
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Die 96-Well-Platten wurden anschlieRend bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator

inkubiert. Zweimal wdchentlich wurde ein Nahrmediumwechsel durchgefihrt.

Nach sieben Tagen erfolgte nach ,2.12 WST-1-Proliferation-Assay” die

Auswertung der Platten.

Abbildung 3: Pipettierschema der Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien mit
Wachstumsfaktoren mittels WST-1-Assay

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Wachstumsfaktoren und ihrer Konzentrationen

Wachstumsfaktor Konz.4 |Konz.3 |Konz.2 |Konz.1

EGF (in ng/ml) 6,25 12,5 25 50
FGF2 (in ng/ml) 3 6 12 24
HGF (in ng/ml) 5 10 20 50
IGF 1 (in ng/ml) 12,5 25 50 100
Neuregulin (in nM) 2 5 10 20
Noggin (in ng/ml) 25 50 100 200
R-Spondin 1 (in ng/ml) 62,5 125 250 500
A83-01 (in uM) / / / 5
TGF-B1 (in ng/ml) 1 3 10 30

59



2.15.3 Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien in dreidimensionalen
Zellkulturen

2.15.3.1 Expressionsvergleich zwischen zwei- und dreidimensionalen
Zellkulturen
Der Expressionsvergleich der RNA erfolgte an der Zelllinie HBLAKs sowie der

Tumorlinie UM-UC-15, sowohl in zwei- als auch dreidimensionalen Zellkulturen.

Die Zell- und Tumorlinien wurden zum einen nach ,2.6.1 Variante 1 in
Zellkulturflaschen® als zweidimensionale Kulturen in ihren jeweiligen
Standardmedien kultiviert (siehe ,2.5 Kulturmedien®), zum anderen auch als
dreidimensionale Zellkulturen. Fur die dreidimensionalen Kulturen wurden die
Zellen zuerst als zweidimensionale Zellkulturen nach ,2.6.1 Variante 1 in
Zellkulturflaschen® in ihren Standradmedien kultiviert und bei einer Konfluenz
von 80-90% gesplittet. Nach ,2.7.3 Dreidimensionale Zellkultur zur Generierung
von Organoiden® wurden die gewonnenen Einzelzellen als 40upl-Domes mit je
20.000 Zellen pro Dome als dreidimensionale Kulturen auf 24-Well-Platten
angesetzt. Verwendet wurde hierfir Matrigel von Corning. Die Kultivierung
erfolgte im jeweiligen Standardmedium, welchem auf je 50ml 5ul des Y-27632

(ROCK-Inhibitor) zugegeben worden war.

Bei einer 80-90%igen Konfluenz der zweidimensionalen Zellkulturen erfolgte
nach ,2.13.2 RNA-Extraktion” die RNA-Extraktion aus den kultivierten Zellen.
Die dreidimensionalen Kulturen wurden bei ausreichender GréRe der
spharoidalen Zellstrukturen nach ,2.13.1 Matrigelauflédsen zur RNA-Extraktion®
aufbereitet. Anschliel3end erfolgte ebenfalls nach ,2.13.2 RNA-Extraktion die
Extraktion der RNA aus den kultivierten Zellen. Nach ,2.13.3 Umschreiben von
RNA in cDNA® wurde flr beide Kulturbedingungen schlieBlich die quantitative
PCR durchgefuhrt (siehe ,2.13.4 Quantitative PCR im LC480%). Verwendet
wurden Primer fur folgende Gene: GAPDH, beta-Actin, CD24, CD44, CD47_2,
PD-L1, FGFR3 und CD276.
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2.15.3.2 3D-Cell-Viability-Assay an Zell- und Tumorlinien
Der Vitalitatssassay, in welchem Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen
Konzentrationen getestet wurden, erfolgte an der Tumorlinie UM-UC-15 und der
Zelllinie HBLAKS.

Die Zell- und Tumorlinie wurden als zweidimensionale Kulturen in
Zellkulturflaschen in ihrem Standardnahrmedium kultiviert (siehe ,2.5
Kulturmedien®). Bei einer Konfluenz von 80-90% erfolgte nach ,2.6.1 Variante 1
in Zellkulturflaschen® ein Splitting der Zellen. Sie wurden nach einer Zellzahlung
(siehe ,2.10 Zellzahlung®) mit je 5.000 Zellen pro Dome als 10ul-Domes auf 96-
Well-Platten (flat bottom, Weillwand) als dreidimensionale Zellkulturen
angesetzt. Verwendet wurde hierfir Matrigel von Corning. Pro Zell- bzw.
Tumorlinie wurden die Zellen mit unterschiedlichen Nahrmedienansatzen mit
jeweils n=5 kultiviert (siehe Abbildung 4 und Tabelle 14).

Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 2 und als Positivkontrolle
Vollmedium 2 (siehe ,2.5 Kulturmedien®) vorausgesetzt. Mangelmedium 2
diente zudem als Grundmedium flr die Herstellung der verschiedenen

Nahrmedienansatze.

Die 96-Well-Platten wurden anschlieRend bei 37°C und 5% CO:2 im Inkubator
inkubiert. Zweimal wdchentlich wurde ein Nahrmediumwechsel durchgeflhrt.
Nach sieben Tagen erfolgte nach ,2.14 3D-Cell-Viability-Assay“ der

Vitalitatsassay.
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Abbildung 4: Pipettierschemata der Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien mit
Wachstumsfaktoren mittels 3D-Cell-Viability-Assay
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Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Ndhrmedienansétze

Fir die verschiedenen Kombinationen (siehe Mix komplett bis Mix 10) wurden die in den oberen Zeilen
aufgefiihrten Wachstumsfaktoren jeweils in ihren Einzelkonzentrationen zum Grundmedium zu pipettiert.

Nahrmedienansatze

Konzentrationen

Einzelfaktor HGF 50ng/ml
Einzelfaktor FGF2 oeng/ml
Einzelfaktor EGF 25ng/ml
Einzelfaktor Neuregulin 5nM

Mix komplett HGF+FGF2+EGF+Neuregulin
Mix 1 HGF+Neuregulin

Mix 2 HGF+EGF

Mix 3 Neuregulin+FGF2

Mix 4 HGF+FGF2+Neuregulin
Mix 5 HGF+EGF+FGF2

Mix 6 EGF+FGF2+Neuregulin
Mix 7 HGF+EGF+Neuregulin
Mix 8 FGF2+HGF

Mix 9 FGF2+Neuregulin

Mix 10 EGF+FGF2
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2.15.4 3D-Cell-Viability-Assay an humanen Blasentumororganoiden
Der 3D-Cell-Viability-Assay wurde anhand des humanen Blasentumororganoids
BCO#270 in der elften Passage durchgefuhrt.

Die Zellen des BCOs wurden nach ,2.9 Zellen auftauen aus Rickstellproben
aufgetaut und nach ,2.7.3 Dreidimensionale Zellkultur zur Generierung von
Organoiden® als 40pl-Domes auf 24-Well-Platten ausgesat und mit BTM als
Nahrmedium versorgt. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5% CO2 im
Inkubator. Um genigend Zellen flr den angedachten Screen zu generieren,
wurden die Organoide Uber zwei Passagen nach ,2.7.4 Passage von
Organoiden“ und ,2.7.3 Dreidimensionale Zellkultur zur Generierung von

Organoiden® expandiert.

Der Versuch wurde mit Material aus 16 40ul-Domes durchgefihrt. Die Domes
wurden nach ,2.7.4 Passage von Organoiden® in einem 50ml-Réhrchen bis zur
ersten Zentrifugation (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9)
abgelost. Bedingt durch die Menge an Matrigel wurde ab diesem Punkt vom

ursprunglichen Protokoll (siehe ,2.7.4 Passage von Organoiden®) abgewichen.

Nach der ersten Zentrifugation (siehe ,2.7.4 Passage von Organoiden®) wurde
der Uberstand bis auf das Matrigel abgenommen. Es folgte die Zugabe von 4ml
TrypLE und eine zweiminudtige Inkubation des Rohrchens bei 37°C im
Wasserbad. Nach einer Durchmischung mittels Vortexmischer wurden erneut
4ml TyrpLE zugegeben und das Rohrchen bei 37°C fur 2Min im Wasserbad
inkubiert. Dieser Arbeitsschritt wiederholte sich ein weiteres Mal. Nach dem
letzten Inkubationsschritt wurden zur entstandenen Suspension 25ml kaltes
PBS+Y zugegeben. Es folgte eine Zentrifugation (bei 480 x g, 10Min, RT,
Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9). Bedingt durch weiterhin bestehende
Matrigelreste wurde der Uberstand bis zum Matrigel nach der Zentrifugation
abgenommen und 2ml TrypLE zugegeben. Nach zweiminutiger Inkubation im
Wasserbad bei 37°C wurde mit 10ml kaltem PBS+Y aufgeflllt und es erfolgte
eine Zentrifugation (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung 9/9, Bremse 9/9).
Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal mit 10ml TrypLE und 25ml kaltem PBS+Y
durchgefuhrt und wieder zentrifugiert (bei 480 x g, 10Min, RT, Beschleunigung

64



9/9, Bremse 9/9). AnschlieRend wurde der Uberstand bis auf das gewonnene
Zellpellet abgenommen. Dieses wurde in 300ul Workingmedium und 900pl
Matrigel resuspendiert. Es wurde eine dreidimensionale Zellkultur mit jeweils
10ul-Domes auf 96-Well-Platten (flat bottom, WeilRwand) angesetzt. Verwendet
wurde hierfir Matrigel Cultrex RGF BME, Type 2 von R&D Systems. Eine
orientierende Zellzahlung konnte nach ,2.10 Zellzahlung“ nicht erfolgen, da die

Organoide nicht ausreichend zu Einzelzellen vereinzelt werden konnten.

Als dreidimensionale Kultur wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Nahrmedienansatzen mit jeweils n=5 kultiviert (siehe Abbildung 5 und Tabelle
15). Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 2 und als Positivkontrolle BTM
und HCM nach Lee et al. (siehe ,2.5 Kulturmedien®) eingesetzt. Das
Mangelmedium 2 diente zudem als Grundmedium fir die Herstellung der

verschiedenen Nahrmedienansatze.

Die 96-Well-Platten wurden anschliel3end bei 37°C und 5% CO:2 im Inkubator
inkubiert. Zweimal wdchentlich wurde ein Nahrmediumwechsel durchgeflhrt.
Nach sieben Tagen erfolgte nach ,2.14 3D-Cell-Viability-Assay“ die Auswertung

der Platten.
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Abbildung 5: Pipettierschemata der Proliferationsassays an humanen Blasentumororganoiden
mit Wachstumsfaktoren mittels 3D-Cell-Viability-Assay
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Tabelle 15: Auflistung der verwendeten Ndhrmedienansétze

Fir die verschiedenen Kombinationen (siehe Mix komplett bis Mix 10) wurden die in den oberen Zeilen
aufgefiihrten Wachstumsfaktoren jeweils in ihren Einzelkonzentrationen zum Grundmedium zu pipettiert.

Nahrmedienansatze

Konzentrationen

Einzelfaktor HGF 50ng/ml
Einzelfaktor FGF2 6ng/ml
Einzelfaktor EGF 25ng/ml
Einzelfaktor Neuregulin 5nM

Mix komplett HGF+FGF2+EGF+Neuregulin
Mix 1 HGF+Neuregulin

Mix 2 HGF+EGF

Mix 3 Neuregulin+FGF2

Mix 4 HGF+FGF2+Neuregulin
Mix 5 HGF+EGF+FGF2

Mix 6 EGF+FGF2+Neuregulin
Mix 7 HGF+EGF+Neuregulin
Mix 8 FGF2+HGF

Mix 9 FGF2+Neuregulin

Mix 10 EGF+FGF2
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich verschiedener Medienansatze

Als erste Orientierung, um einen aktuellen Stand der Medienpraferenz im Labor
zu erheben, wurde das im Labor bisher etablierte Kulturmedium BTM mit einem
Kulturmedium aus der Literatur (HCM nach Lee et al.) verglichen (siehe ,2.5

Kulturmedien®).

Der Vergleich erfolgte anhand ausgewahlter Organoide in unterschiedlichen
Passagen: BCO#147 P7, BCO#154 P5 und BCO#270 P2.

Flir BCO#147 in der siebten Passage wurden insgesamt funf Domes auf eine
48-Well-Platte gesetzt. Zwei dieser Domes wurden in BTM und drei in HCM
nach Lee et al. kultiviert. Der dritte Dome, welcher in HCM nach Lee et al.

kultiviert worden war, wurde nicht in die Auswertung miteinbezogen.

Bei diesem Organoid zeigten sich mikroskopisch bereits am dritten Tag des
Beobachtungszeitraums gravierende Unterschiede zwischen den
Medienansatzen. Im Medienansatz BTM war nur ein minimales
Organoidwachstum zu verzeichnen, wahrend im Medienansatz HCM nach Lee
et al. Organoide mit einem Durchmesser >200um dokumentiert wurden (siehe
Abbildung 6). Auch die Morphologie der Organoide war unterschiedlich.
Wahrend im HCM nach Lee et al. die Organoide symmetrisch und zystisch
wuchsen, waren sie im BTM eher asymmetrisch und nur anteilig von

zystischem Wachstum gepragt (siehe Abbildung 6).

Nach dem funften Tag musste der Medienvergleich fur BCO#147 P7
abgebrochen werden. Grund hierfir war das weiterhin massive Wachstum der
Organoide im Medium HCM nach Lee et al., welches eine Passage der
Organoide erforderlich machte. Die Organoide, die in BTM Kkultiviert worden
waren, wurden noch uber den flinften Tag hinweg beobachtet, zeigten aber
weiterhin ein asymmetrisches und ungleichmalliges Wachstum. Trotz des
langeren Beobachtungszeitraums konnten die Organoide im BTM die
Organoiddurchmesser aus dem Medienansatz mit HCM nach Lee et al. nicht

erreichen.
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In der Auswertung der vermessenen Organoiddurchmesser zeigten die
Organoide im Medium HCM nach Lee et al. ebenfalls ein deutlicheres
GroRenwachstum mit Durchmessern teilweise >200um. Die Durchmesser der
Organoide im BTM erreichten bis auf ein vermessenes Organoid (siehe
Abbildung 7 ,BCO#147 P7 Dome 2 BTM d5*) nur Werte <100um. Zwischen Tag
3 und Tag 5 war in den Domes 1, 2 und 3 jeweils eine Zunahme der
Organoiddurchmesser zu verzeichnen. Fir Dome 4 nahmen die Werte der
Durchmesser von Tag 3 zu Tag 5 hin ab. Dies lasst sich darin begrinden, dass
durch das massive Wachstum die Organoide bis Tag 5 bereits zerfallen waren
beziehungsweise nicht mehr ausreichend Platz fur eine GrdélRenexpansion

hatten.

Abbildung 6: BCO#147 P7 in BTM (links) und HCM nach Lee et al. (rechts) an Tag 5

Die beiden Bilder zeigen die Organoide BCO#147 P7 aus den Ansétzen in BTM und HCM an Tag 5 der
Auswertung. Zu beachten sind die verschiedenen Mal3stédbe (Mal3stab links: 100um, Mal3stab rechts:
200um). Deutlich zu erkennen ist der Unterschied zwischen den zwei Medienansétzen (links BTM, rechts
HCM). Die Organoide im HCM haben Durchmesser >200um erreicht und zeigten ein zystisches, aber
symmetrisches Wachstum. Die Durchmesser der Organoide im BTM hingegen blieben <100um. Die
Organoide im BTM zeigten zudem ein asymmetrisches, nur anteilig zystisches Wachstum.
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Abbildung 7: Auswertung Medienvergleich BCO#147 P7

Abgebildet sind die aus der Vermessung der Organoiddurchmesser von BCO#147 P7
erhobenen Daten. Die Zellen von BCO#147 P7 wurden als 20ul-Domes auf 48-Well-
Platten ausgeséat. Zwei Domes wurden in BTM und zwei Domes in HCM nach Lee et al.
kultiviert und (iber einen Zeitraum von insgesamt fiinf Tagen beobachtet. Dokumentiert
wurde das Wachstum der Organoide mittels Mikroskopbildern, anhand derer die
Organoiddurchmesser vermessen wurden. Flir jeden in die Auswertung einbezogenen
Dome wurden die Daten der Durchmesser von Tag 3 (d3) und Tag 5 (d5) gegeneinander
aufgetragen. Anhand dieser Daten wurde das Wachstum der Organoide in den
verschiedenen Medienansétzen (BTM bzw. HCM nach Lee et al.) miteinander verglichen.

Wie bereits mikroskopisch ersichtlich, zeigten die Organoide im Medium HCM nach Lee et
al. ein deutlicheres GréRenwachstum mit Durchmessern teilweise >200um. Die
Durchmesser der Organoide im BTM erreichten bis auf ein vermessenes Organoid (siehe
Abbildung 7 ,BCO#147 P7 Dom 2 BTM d5*) nur Werte <100um.



Als weiteres Organoid wurde BCO#154 in der funften Passage verwendet.
Insgesamt wurden drei Domes auf einer 48-Well-Platte gesetzt. Davon wurden
zwei Domes in BTM und ein Dome in HCM nach Lee et al. kultiviert. Der zweite
Dome, welcher in BTM kultiviert worden war, wurde nicht in die Auswertung

miteinbezogen.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zeigten sich mikroskopisch keine
Unterschiede im Wachstum der Organoide. In beiden Medienansatzen wuchsen
die Organoide gleichmaRig und glatt berandet mit einigen wenigen Ausnahmen
(siehe Abbildung 8). BCO#154 P5 konnte sowohl in BTM als auch in HCM nach
Lee et al. Uber einen Zeitraum von zehn Tagen in Kultur gehalten werden, bis
sich erste Anzeichen fur eine notwendige Passage der Organoide zeigten.

Das gleichmaRige Wachstum der Organoide spiegelte sich ebenfalls in der
Auswertung der Organoiddurchmesser wider. An allen Tagen, an welchen
Daten fur die Auswertung erhoben wurden, zeigten die Durchmesser in den
zwei Medienansatzen kaum Abweichungen voneinander (siehe Abbildung 9). In
beiden Medienansatzen erreichten die Organoide an Tag 10 im Mittel

Durchmesser zwischen 40 und 60um.

Abbildung 8: BCO#154 P5 in BTM (links) und HCM nach Lee et al. (rechts) an Tag 10

Die beiden Bilder zeigen die Organoide BCO#154 P5 aus den Ansétzen in BTM und HCM nach Lee et al.
an Tag 10 der Auswertung. Sowohl in BTM als auch in HCM nach Lee et al. wuchsen die Organoide
gleichméaf3ig und symmetrisch ohne erkennbaren Unterschied zwischen beiden Medienanséatzen.
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Abbildung 9: Auswertung Medienvergleich BCO#154 P5

Abgebildet sind die aus der Vermessung der Organoiddurchmesser von BCO#154 P5
erhobenen Daten. Die Zellen von BCO#154 P5 wurden als 20ul-Domes auf 48-Well-
Platten ausgesét. Ein Dome wurde in BTM und ein Dome in HCM nach Lee et al. kultiviert
und dber einen Zeitraum von insgesamt zehn Tagen beobachtet. Dokumentiert wurde das
Wachstum der Organoide mittels Mikroskopbildern, anhand derer die
Organoiddurchmesser vermessen wurden. Flir jeden in die Auswertung einbezogenen
Dome wurden die Daten von Tag 3 (d3) und Tag 10 (d10) gegeneinander aufgetragen.
Anhand dieser Daten wurde das Wachstum der Organoide in den verschiedenen
Medienansétzen (BTM bzw. HCM nach Lee et al.) miteinander verglichen.

Die Daten der Organoiddurchmesser aus BTM und HCM nach Lee et al. unterschieden
sich an Tag 3 und Tag 10 kaum voneinander. In beiden Medienansétzen erreichten die
Organoide an Tag 10 im Mittel Durchmesser zwischen 40 und 60um.
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Fur BCO#270 in der zweiten Passage wurden insgesamt 4 Domes auf einer 48-
Well-Platte gesetzt. Zwei dieser Domes wurden in BTM, zwei in HCM nach Lee

et al. kultiviert. Alle Domes wurden in die Auswertung miteingeschlossen.

Es zeigte sich mikroskopisch in beiden Medienansatzen ab dem dritten Tag ein
Organoidwachstum, jedoch mit deutlichen morphologischen Unterschieden.
Wahrend die Organoide im BTM symmetrisch und glatt berandet wuchsen,
waren die Organoide im HCM nach Lee et al. asymmetrisch und hatten
teilweise zystische Anteile (siehe Abbildung 10). Diese Unterschiede blieben

uber den gesamten Beobachtungszeitraum von zehn Tagen bestehen.

Nicht nur morphologisch, sondern auch anhand der vermessenen
Organoiddurchmesser zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
verwendeten Medienansatzen. Im Medienansatz BTM zeigte sich zwischen Tag
3 und Tag 10 eine eindeutige Zunahme der Durchmesser von <40um auf
>60um. Im Medienansatz HCM nach Lee et al. waren an Tag 3 Durchmesser

erfasst worden, welche tUber den Werten fur Tag 3 in BTM lagen, jedoch kam es
bis Tag 10 kaum zu einer GréoRenzunahme (vgl. Abbildung 11 ,BCO#270 P2
Dom 4 HCM d3“ und ,BCO#270 P2 Dom 4 HCM d10“) bzw. sogar zu
abnehmenden Werten (vgl. Abbildung 11 ,BCO#270 P2 Dom 3 HCM d3“ und
,BCO#270 P2 Dom 3 HCM d3%).

Abbildung 10: BCO#270 P2 in BTM (links) und HCM nach Lee et al. (rechts) an Tag 10

Die beiden Bilder zeigen die Organoide BCO#270 P2 aus den Ansétzen in BTM und HCM nach Lee et al.
an Tag 10 der Auswertung. Im Medienansatz BTM zeigte sich ein symmetrisches Wachstum von glatt
berandeten Organoiden. Die Organoide in HCM nach Lee et al. hingegen waren durch eine
asymmetrische Morphologie charakterisiert mit teilweise zystischen Anteilen.
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Abbildung 11: Auswertung Medienvergleich BCO#270 P2

Abgebildet sind die aus der Vermessung der Organoiddurchmesser von BCO#270 P2
erhobenen Daten. Die Zellen von BCO#270 P2 wurden als 20ul-Domes auf 48-Well-
Platten ausgesét. Zwei Domes wurden in BTM und zwei Domes in HCM nach Lee et al.
kultiviert und tber einen Zeitraum von insgesamt zehn Tagen beobachtet. Dokumentiert
wurde das Wachstum der Organoide mittels Mikroskopbildern, anhand derer die
Organoiddurchmesser vermessen wurden. Flir jeden in die Auswertung einbezogenen
Dome wurden die Daten von Tag 3 (d3) und Tag 10 (d10) gegeneinander aufgetragen.
Anhand dieser Daten wurde das Wachstum der Organoide in den verschiedenen
Medienansétzen (BTM bzw. HCM nach Lee et al.) miteinander verglichen.

Nicht nur morphologisch, sondern auch anhand der vermessenen Organoiddurchmesser
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den verwendeten Medienansétzen, wobei
eine Préferenz fir BCO#270 P2 fiir das Medium BTM auszumachen war.
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3.2 Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien in zweidimensionalen

Zellkulturen

3.2.1 Bestimmung der Duplikationsraten

Die Bestimmung der Duplikationsraten erfolgte nach Bieback et al. anhand der
ausgewahlten Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197, sowie als Kontrolle an der
Zelllinie HBLAKSs. Im Rahmen dieses Versuchs wurde ebenfalls das allgemeine
Wachstumsverhalten der Zellen beobachtet, da diese Zell- und Tumorlinien far
spatere Proliferationsassays in zwei- und dreidimensionalen Zellkulturen

verwendet wurden.

Die Tumorlinie UM-UC-15 zeigte wahrend der ersten Passage kaum
zellmorphologischen Unterschiede zwischen den beiden Medienansatzen bzw.
gegenuber einer Kultur im Standardmedium (siehe Abbildung 12 und 13), die
Passagezeit jedoch schwankte zwischen funf (Vollmedium 1) und sechs Tagen
(Mangelmedium 1). Ab der zweiten Passage hingegen zeigten die Tumorzellen
im Mangelmedium 1 einen kleineren Zelldurchmesser sowie einen deutlich
granulierten Zellkern (siehe Abbildung 12). Die Zellen im Vollmedium 1 blieben
weiterhin morphologisch unauffallig. Dieser Unterschied blieb sowohl tber die
zweite als auch dritte Passage bestehen, ebenso die deutlich langsamere
Wachstumsgeschwindigkeit zwischen beiden Medienansatzen. Wahrend die
Tumorzellen im Vollmedium 1 Uber beide Passagen konstant nach vier Tagen
gesplittet werden konnten, schwankte die Passagezeit der Zellen im
Mangelmedium 1 zwischen sieben und acht Tagen. Bedingt durch den
kleineren Zelldurchmesser im Ansatz mit dem Mangelmedium 1 konnten nach
einer jeden Passage mehr Zellen als im Ansatz mit dem Vollmedium 1 gezahlt

werden.
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Abbildung 12: Bestimmung der Duplikationsrate der Tumorlinie UM-UC-15

Die Tumorzellen wurden im Mangelmedium 1 (links) und im Vollmedium 1 (rechts) (iber 3 konsekutive
Passagen kultiviert. Die Passagen wurden von oben (Passage 1) nach unten (Passage 3) aufgetragen. Im
Medienansatz ,Vollmedium 1“ zeigten sich kaum zellmorphologische Unterschiede (iber die 3
Passagezeitrdume gegentiber der Kultur in MEM (vergleiche Abbildung 13). Im Medienansatz
~Mangelmedium 1“ hingegen wurde ab der zweiten Passage der kleinere Zelldurchmesser und der
deutlich granulierte Zellkern gegentiber der Kultur in MEM aufféllig.
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Abbildung 13: Kultivierung der Tumorlinie UM-UC-15 in MEM (Standardkulturmedium)
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Ebenso wie bei der Tumorlinie UM-UC-15 zeigte die Tumorlinie HT1197
wahrend der ersten Passage kaum zellmorphologischen Unterschiede
zwischen den beiden Medienansatzen beziehungsweise gegenuber einer Kultur
im Standardkulturmedium (siehe Abbildung 14 und 15). Auch bei dieser
Tumorlinie war die von Anfang an unterschiedliche Passagezeit auffallig. Zellen,
die im Vollimedium 1 kultiviert wurden, wurden nach sieben Tagen gesplittet,
wohingegen die Zellen im Mangelmedium 1 erst nach acht Tagen gesplittet
werden konnten. Uber die zweite und dritte Passage wurde der Unterschied in
der Wachstumsgeschwindigkeit deutlicher. Die Tumorzellen im Vollmedium 1
waren jeweils nach funf Tagen konfluent, die im Mangelmedium 1 erst nach
acht bzw. zehn Tagen. Erst ab der dritten Passage fielen auch morphologische
Unterschiede auf, auch wenn diese nicht so gravierend waren wie bei der
Tumorlinie UM-UC-15. Die Zellen, welche im Mangelmedium 1 kultiviert
wurden, erschienen kleiner und mit granuliertem Zellkern im Vergleich zu den

Zellen im anderen Medienansatz (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bestimmung der Duplikationsrate der Tumorlinie HT1197

Die Tumorzellen wurden im Mangelmedium 1 (links) und im Vollmedium 1 (rechts) (iber 3 konsekutive
Passagen kultiviert. Die Passagen wurden von oben (Passage 1) nach unten (Passage 3) aufgetragen. Im
Medienansatz ,Vollmedium 1“ zeigten sich kaum zellmorphologische Unterschiede (iber die 3
Passagezeitrdume gegentiiber der Kultur in MEM (vergleiche Abbildung 15). Im Medienansatz
»<Mangelmedium 1" hingegen wurde ab der dritten Passage der kleinere Zelldurchmesser und der leicht
granulierte Zellkern gegentiber der Kultur in MEM aufféllig.
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Abbildung 15: Kultivierung der Tumorlinie HT1197 in MEM (Standardkulturmedium)
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Die Zelllinie HBLAKs zeigte bereits ab der ersten Passage deutliche
Unterschiede in der Zellmorphologie zwischen beiden Medienansatzen sowie
gegenuber einer Kultur im Standardmedium (siehe Abbildung 16, 17 und 18).
Wahrend die Zellen, welche im Vollmedium 1 kultiviert wurden, einen gro3eren
Zelldurchmesser sowie einen granulierten Zellkern aufwiesen, waren die Zellen
im Mangelmedium 1 eher langlich mit Ausbildung Pseudopodien ahnlicher
Zellauslaufer. Ebenso wie bei den Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197 zeigten
auch bei der Zelllinie HBLAKs die im Vollmedium 1 kultivierten Zellen eine
kilirzere Passagezeit als die im Mangelmedium 1 kultivierten Zellen (Vollmedium

1 drei Tage, Mangelmedium 1 flinf Tage).

Die Zellen in Vollmedium 1 konnten Uber die zweite und dritte Passage
weiterhin in Kultur gehalten werden. Die Passagezeit zeigte mit jeweils vier
Tagen nur geringe Unterschiede gegenuber der ersten Passage, wohingegen
die Morphologie sich weiter veranderte. Die Zellen wiesen grollere
Durchmesser auf und schienen ebenfalls Pseudopodien ahnliche Auslaufer

auszubilden.

Die Zellen, welche im Mangelmedium 1 kultiviert wurden, wuchsen hingegen in
der zweiten Passage nicht mehr adharent an und starben ab. Ein moglicher
Grund, weshalb die Zellen aus dem Medienansatz ,Mangelmedium 1 in der
zweiten Passage nicht adharent anwuchsen, lag moglicherweis im
Proteinmangel des verwendeten Mediums begrindet. Proteine werden von
verschiedenen Zellen bendtigt, um zwischen Zelle und Wellboden stabile

adhasive Kontakte herzustellen.

Um dies auszuschlieBen, wurde der obige Versuch fur die Zellen im
Mangelmedium 1 erneut in abgewandelter Form angesetzt. Bevor die
Zellaussaat in die Wells der 6-Well-Platte erfolgte, wurden die Wells mit je 2ml
Vollmedium 1 fur eine Stunde bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert. Nach der
Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Wells vorsichtig mit je 2ml
PBS gewaschen. Erst nach diesen Schritten wurden die HBLAKs mit 1x10°
Zellen pro Well ausgesat. Der Ansatz lag darin begrundet, dass Proteine aus
dem Vollmedium 1 auf den Wellboden innerhalb der Inkubationszeit absinken
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wlrden und anschlieBend die Adhasion der Zellen verbessern. Eine
Kultivierung bei gleicher Morphologie und ahnlicher Passagezeit von sechs
Tagen wie beim ersten Versuch war mit diesem Vorgehen ebenfalls Uber die
erste Passage moglich. In der zweiten Passage wuchsen zwar vereinzelt Zellen
adharent an, jedoch waren sie morphologisch weiter auffallig. Da nach einem
Beobachtungszeitraum von mehr als zehn Tagen die Zellen immer noch nicht
gesplittet werden konnten und viele adharente Zellen wieder abstarben, wurde
der Versuch abgebrochen. Aus diesem Grund konnte lediglich fur die Zellen im
Vollmedium 1 eine mittlere Duplikationsrate bestimmt werden (siehe Abbildung
19).
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Abbildung 16: Bestimmung der Duplikationsrate der Zelllinie HBLAKs

Die Zellen wurden im Vollmedium 1 iiber 3 konsekutive Passagen kultiviert. Die Passagen wurden von
oben (Passage 1) nach unten (Passage 3) aufgetragen. Aufféllig ist die sich stark &ndernde
Zellmorphologie: groBvolumige Zellen mit Pseudopodien dhnlichen Auslédufern und granulierten Zellkernen
(vergleiche Abbildung 18).
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Abbildung 17: Bestimmung der Duplikationsrate der Zelllinie HBLAKs (Tag 2 der ersten Passage)

Die Zellen wurden im Mangelmedium 1 kultiviert, was nur tiber eine Passage hinweg mdglich war. Aufféllig
war vor allem die bereits zu Beginn bestehende Zellmorphologie mit Pseudopodien &hnlichen
Zellausldufern (vergleiche Abbildung 18).

Abbildung 18: Kultivierung der Zelllinie HBLAKs in Cnt-P
(Standardkulturmedium)
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Die Auswertung der erhobenen Daten =zeigte, dass die mittleren
Duplikationsraten der Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197 im Vollmedium 1
jeweils uber den Duplikationsraten im Mangelmedium 1 lagen. Die errechneten
Duplikationsraten der 1.-3.Passage schwankten innerhalb der Tumorlinien
bedingt durch die beschriebenen morphologischen Veranderungen. Fur die
Zelllinie HBLAKs konnte nur im Vollmedium 1 eine mittlere Duplikationsrate
ermittelt werden. Die Ansatze im Mangelmedium 1 konnten wie bereits
beschrieben nur Uber die 1.Passage in Kultur gehalten werden, was eine

Bestimmung der mittleren Duplikationsrate nicht moglich machte.

UM-UC-15 Vollmedium 1 e
HT1197 Mangelmedium 1 __
HT1197 Vollmedium 1 E
HBLAKs Mangelmedium 1

HBLAKs Vollmedium 1 _

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Duplikationsrate nach Bieback et al.

Mittelwert Duplikationsrate m errechnete Duplikationsrate Passage 3

M errechnete Duplikationsrate Passage 2 M errechnete Duplikationsrate Passage 1

Abbildung 19: Auswertung Bestimmung der Duplikationsraten

Abgebildet sind die nach Bieback et al. errechneten Duplikationsraten sowie die mittlere
Duplikationsrate fiir die Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197 und die Zelllinie HBLAKS.
Die Zell- beziehungsweise Tumorlinien wurden mit je 1x10° Zellen pro Well in 6-Well-
Platten ausgesét und in zwei verschiedenen Medienansétzen (Mangelmedium 1 und
Vollmedium 1) kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80-90% innerhalb der 6-Well-Platten
wurde die Zellen abgelést, gezéhlt und erneut mit einer Zellzahl von 1x10° angesetzt.
Dieses Vorgehen erfolgte fiir jede Zell- beziehungsweise Tumorlinie und jeden
Medienansatz liber drei konsekutive Passagen.

Wie zu erwarten war, lagen die mittleren Duplikationsraten der Tumorlinien UM-UC-15
und HT1197 im Vollmedium 1 jeweils tiber den Duplikationsraten im Mangelmedium 1.
Fiir die Zelllinie HBLAKs konnte nur im Vollmedium 1 eine mittlere Duplikationsrate
ermittelt werden.
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3.2.2 AE1/AE3-Fdarbung zum Nachweis des epithelialen Phanotyps an
HBLAKs

Aufgrund der auffalligen Zellmorphologie der Zelllinie HBLAKs im Rahmen der

Bestimmung der Duplikationsrate (siehe ,3.2.1 Bestimmung der

Duplikationsraten®) wurde eine AE1/AE3-Farbung der Zellen durchgefihrt.

Diese Farbung sollte dem Nachweis des epithelialen Phanotyps der HBLAKS in

den unterschiedlichen Kulturmedienansatzen dienen.

Aus Abbildung 20 kann enthommen werden, dass sowohl die Negativ- als auch
die Positivkontrolle als Referenz zur Bewertung verwendet werden kénnen. Die
Negativkontrolle zeigt eine violette Farbung der Zellkerne. Die Positivkontrolle
zeigt eine Braunfarbung von 100% der Zellen, womit die Farbung als erfolgreich
gewertet wird. Die Wells, welche vor der Farbung in Mangel- und Vollmedium 1
kultiviert wurden, zeigen ebenfalls eine Braunfarbung der Zellen (siehe
Abbildung 21). Jedoch liegt in beiden Ansatzen die Braunfarbung <95%. Somit
ist die Farbung als z.T. negativ zu werten. Es ist somit davon auszugehen, dass
in einem falschen Medium Kkultivierte HBLAKs ihren epithelialen Phanotyp

teilweise verlieren.
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Abbildung 20: Negativ- und Positivkontrolle der AE1/AE3-Férbung an der Zelllinie HBLAKs

Sowohl die Zellen fiir die Negativ- als auch Positivkontrolle wurden vor der Farbung auf Chamber Slides in
CnT-Prime (Standardkulturmedium) kultiviert. Die rechts abgebildete Positivkontrolle zeigt eine deutliche
Braunférbung von 100% der Zellen, womit die Férbung als positiv zu werten ist.

Abbildung 21: AE1/AE3-Férbung an der Zelllinie HBLAKs

Die Zellen wurden vor der Férbung auf Chamber Slides in Mangelmedium 1 (links) und Vollmedium 1
(rechts) kultiviert. In beiden Ansétzen ist deutlich zu erkennen, dass eine Braunfédrbung der Zellen >95%
nicht erreicht wurde und die Férbung daher als z.T. negativ zu werten ist. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Zelllinie HBLAKs durch Kultivierung in verschiedenen Kulturmedien ihren epithelialen
Phénotyp teilweise verliert.
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3.2.3 WST-1-Proliferation-Assay
3.2.3.1 Bestimmung der Zellzahlen

Die Bestimmung der Zellzahl bei Aussaat der Zellen diente als Vorversuch fur
nachfolgende Medienassays. In den Screen wurden die Tumorlinien UM-UC-15
und HT1197 sowie die Zelllinie HBLAKs miteinbezogen.

Fir die nachfolgenden Proliferationsassays wurde bei der Auswertung der
Daten bertcksichtigt, dass zum jeweiligen Zeitpunkt des Screenings die OD-
Mittelwerte der Absorptionsmessung und damit die Zellzahl zwischen beiden
Medienansatzen einen deutlichen Unterschied im Proliferationsverhalten
aufweisen sollte. Das Medium ,Mangelmedium 1“ sollte flr nachfolgende
Versuche als Negativkontrolle fungieren, wahrend das Medium ,Vollmedium 1*

als Positivkontrolle verwendet werden sollte (siehe ,2.5 Kulturmedien®).

Sowohl fur die Zelllinie HBLAKs als auch die Tumorlinie UM-UC-15 wurden
aufgrund der Daten und der mikroskopischen Bilder als Screeningzeitpunkt
sieben Tage und eine Zellzahl bei Aussaat von 1.000 Zellen festgelegt (siehe
Abbildung 22, 23 und 24). Die Tumorlinie HT1197 wurde von weiteren Screens
ausgeschlossen, da sie bei den Messungen am vierten Tag widerspruchliche
Ergebnisse lieferte, nach welchen das Mangelmedium 1 einen groReren Benefit

auf das Zellwachstum hatte als das Vollmedium 1 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 22: Bestimmung der Zellzahl mittels WST-1-Assay

Fir die Bestimmung der Zellzahl bei Aussaat fiir nachfolgende Proliferationsassays wurden die Zelllinie
HBLAKSs und die Tumorlinie UM-UC-15 in unterschiedlichen Zellzahlen pro Well (250, 500, 1000, 2500,
5000) auf 96-Well-Platten ausgesét und in zwei verschiedenen Medienansétzen (Mangelmedium 1 und
Vollmedium 1) {ber vier bzw. sieben Tage kultiviert. Die verwendeten Medienansétze dienten fiir
nachfolgende Versuche als Negativ- (Mangelmedium 1) und als Positivkontrolle (Vollmedium 1).
Abgebildet sind die Zelllinie HBLAKSs (erste Zeile) und die Tumorlinie UM-UC-15 (zweite Zeile) jeweils an
Tag 7. Links sind die Zellen abgebildet, welche im Mangelmedium 1 kultiviert wurden. Rechts sind die
Zellen abgebildet, welche im Vollmedium 1 kultiviert wurden.

An Tag 7 zeigte sich bei einer Aussaat von 1.000 Zellen pro Well sowohl mikroskopisch als auch anhand

der Daten aus dem WST-1-Assay (siehe Abbildung 23 und 24) der gréf3te Unterschied im Zellwachstum
zwischen beiden Medienansétzen.
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Abbildung 23: Auswertung Bestimmung der Zellzahl mittels WST-1-Assay an der Zelllinie
HBLAKs an Tag 7

Fiir die Bestimmung der Zellzahl bei Aussaat flir nachfolgende Proliferationsassays wurde
die Zelllinie HBLAKSs in unterschiedlichen Zellzahlen pro Well (250, 500, 1000, 2500,
5000) auf 96-Well-Platten ausgesét und in zwei verschiedenen Medienansétzen
(Mangelmedium 1 und Vollmedium 1) (iber vier bzw. sieben Tage kultiviert. Die
verwendeten Medienansétze dienten fiir nachfolgende Versuche als Negativ-
(Mangelmedium 1) und als Positivkontrolle (Vollmedium 1).

Abgebildet sind die errechneten Mittelwerte der OD-Absorptionsmessung von Tag 7. Die
errechneten Mittelwerte wurden zwischen den zwei Medienansétzen Mangelmedium 1
und Vollmedium 1 mittels Zweistichproben t-Test (unterschiedlicher Varianzen) unter
Annahme einer hypothetischen Differenz der Mittelwerte von 0 und Alpha a<0,05 auf

Signifikanz (berpriift. Die Werte des Vollmediums 1 zeigten dabei ein signifikant besseres
Wachstum als die Werte des Mangelmediums 1 (Cave: Ausnahme Zellzahl 5000). Aus
der Gesamtschau der Daten, den mikroskopischen Bildern und dem Vergleich mit der

Tumorlinie UM-UC-15 (siehe Abbildung 24) wurde fiir nachfolgende Proliferationsassays

eine Zellzahl von 1000 bei Aussaat und ein Beobachtungszeitraum von 7 Tagen
festgelegt.
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Abbildung 24: Auswertung Bestimmung der Zellzahl mittels WST-1-Assay an der
Tumorlinie UM-UC-15

Flr die Bestimmung der Zellzahl bei Aussaat flir nachfolgende Proliferationsassays wurde
die Tumorlinie UM-UC-15 in unterschiedlichen Zellzahlen pro Well (250, 500, 1000, 2500,
5000) auf 96-Well-Platten ausgeséat und in zwei verschiedenen Medienansétzen
(Mangelmedium 1 und Vollmedium 1) (iber vier bzw. sieben Tage kultiviert. Die
verwendeten Medienansétze dienten fiir nachfolgende Versuche als Negativ-
(Mangelmedium 1) und als Positivkontrolle (Vollmedium 1).

Abgebildet sind die errechneten Mittelwerte der OD-Absorptionsmessung von Tag 7. Die
errechneten Mittelwerte wurden zwischen den zwei Medienansétzen Mangelmedium 1
und Vollmedium 1 mittels Zweistichproben t-Test (unterschiedlicher Varianzen) unter
Annahme einer hypothetischen Differenz der Mittelwerte von 0 und Alpha a<0,05 auf
Signifikanz Gberpriift. Die Werte des Vollmediums 1 zeigten dabei ein signifikant besseres
Wachstum als die Werte des Mangelmediums 1. Aus der Gesamtschau der Daten, den
mikroskopischen Bildern und dem Vergleich mit der Zelllinie HBLAKs (siehe Abbildung 23)
wurde fiir nachfolgende Proliferationsassays eine Zellzahl von 1000 bei Aussaat und ein
Beobachtungszeitraum von 7 Tagen festgelegt.
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3.2.3.2 Proliferationsassay mit Wachstumsfaktoren
Nach der Bestimmung der optimalen Zellzahl flr die Zellaussaat und
Festlegung der Wachstumsdauer (siehe ,3.2.3.1 Bestimmung der Zellzahlen®)
erfolgte die  Durchfiuhrung der Proliferationsassays, in  welchen
Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Konzentrationen getestet wurden
(siehe Tabelle 16). In den Screen wurden die Tumorlinie UM-UC-15 und die

Zelllinie HBLAKs miteinbezogen.

Tabelle 16: Auflistung der verwendeten Wachstumsfaktoren und ihrer Konzentrationen

Wachstumsfaktor Konz.4 |Konz.3 |Konz.2 |Konz.1

EGF (in ng/ml) 6,25 12,5 25 50
FGF2 (in ng/ml) 3 6 12 24
HGF (in ng/ml) 5 10 20 50
IGF 1 (in ng/ml) 12,5 25 50 100
Neuregulin (in nM) 2 5 10 20
Noggin (in ng/ml) 25 50 100 200
R-Spondin 1 (in ng/ml) 62,5 125 250 500
A83-01 (in uM) / / / 5
TGF-1 (in ng/ml) 1 3 10 30
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Bei der Zelllinie HBLAKs (siehe Abbildung 25) zeigten die Wachstumsfaktoren
EGF in der Konzentration 25ng/ml und HGF in der Konzentration 50ng/ml eine
deutliche Steigerung des Zellwachstums verglichen mit dem Wachstum im
Mangelmedium 1. Beide Wachstumsfaktoren zeigten in den getesteten
Konzentrationen ein signifikant besseres Wachstum als das Mangelmedium 1
(Ausnahme HGF in der Konzentration von 5ng/ml), jedoch kein (signifikant)

besseres Wachstum als das Vollmedium 1.

Der Faktor R-Spondin 1 zeigte bis auf in der Konzentration 62,5ng/ml ein
signifikant besseres Wachstum als das Mangelmedium 1, aber ebenfalls kein
(signifikant) besseres Wachstum als das Vollmedium 1. Der Faktor Neuregulin
zeigte nur in der Konzentration 10nM ein nicht signifikant besseres Wachstum
gegenuber dem Mangelmedium 1. Fur die Faktoren FGF2, Noggin und TGF-1
zeigte jeweils das Mangelmedium 1 ein signifikant besseres Wachstum
gegenuber den getesteten Konzentrationen (Ausnahme Noggin in der
Konzentration 100ng/ml und FGF2 in der Konzentration 24ng/ml). Fur den
Faktor IGF-1 zeigte das Mangelmedium 1 ebenfalls ein besseres Wachstum
gegenuber den getesteten Konzentrationen, wobei ein signifikant besseres
Wachstum nur gegenuber der Konzentration 12,5ng/ml nachgewiesen werden
konnte. Der Faktor A83-01, welcher nur in der Konzentration 5uM getestet
wurde, zeigte zwar ein signifikant besseres Wachstum als das Mangelmedium

1, jedoch kein (signifikant) besseres Wachstum als das Vollmedium 1.
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(c) IGF-1
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(i) TGF-B1
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Abbildung 25 (a)-(i): Auswertung Proliferationsassay mit Wachstumsfaktoren mittels WST-1-Assay fiir die
Zelllinie HBLAKs

Die Zelllinie HBLAKs wurde mit je 1000 Zellen pro Well auf 96-Well-Platten (flat bottom) als
zweidimensionale Zellkultur ausgesét und mit unterschiedlichen Ndhrmedienansétzen verschiedener
Wachstumsfaktoren mit jeweils n=5 kultiviert. Jeder Wachstumsfaktor wurde dabei in vier Konzentrationen
getestet. Die einzige Ausnahme stellte der Faktor A83-01 dar, welcher lediglich in der Konzentration 5uM
gescreent wurde. Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 1 und als Positivkontrolle Vollmedium 1
vorausgesetzt. Nach 7 Tagen erfolgte mittels Absorptionsmessung im WST-1-Assay die Auswertung der
Platten.

Die Diagramme (a)-(i) zeigen die errechneten OD-Mittelwerte der Absorptionsmessung der
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren in den verschiedenen Konzentrationen gegeneinander aufgetragen.
Die Ordinate zeigt dabei die Zahlenwerte der errechneten OD-Mittelwerte. Die errechneten Mittelwerte
wurden fiir jeden Wachstumsfaktor in seinen verschiedenen Konzentrationen gegen die zwei
Medienansétzen Mangelmedium 1 und Vollmedium 1 mittels Zweistichproben t-Test (unterschiedlicher
Varianzen) unter Annahme einer hypothetischen Differenz der Mittelwerte von 0 und Alpha a<0,05 auf
Signifikanz tberpriift. Jedoch konnte bei keiner der getesteten Konzentrationen ein (signifikant) besseres
Wachstum als im Vollmedium 1 nachgewiesen werden.
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Bei der Tumorlinie UM-UC-15 (siehe Abbildung 26) zeigte der Wachstumsfaktor
EGF in allen Konzentrationen ein signifikant besseres Wachstum als im
Mangelmedium 1. Die Konzentration von 12,5ng/ml zeigte zudem ein signifikant
besseres Wachstum gegenuber dem Vollmedium 1. Die Faktoren HGF,
Neuregulin und TGF-B1 wiesen in allen Konzentrationen nur ein signifikant
besseres Wachstum als im Mangelmedium 1 auf, jedoch kein (signifikant)
besseres Wachstum als im Vollmedium 1. Unter Einfluss des
Wachstumsfaktors Noggin war kein signifikant besseres Wachstum gegenuber
dem Mangelmedium 1 zu verzeichnen. Die Faktoren FGF2 und R-Spondin 1
zeigten in allen getesteten Konzentrationen im Vergleich zum Mangelmedium 1
eine Verminderung der Zellproliferation. Der Faktor IGF-1 hingegen zeigte nur
in den Konzentrationen 25ng/ml ein signifikant besseres und in der
Konzentration 12,5ng/ml ein nicht signifikant besseres Wachstum gegenlber
dem Mangelmedium 1. Auffallig war besonders der Faktor A83-01. Dieser
kohibierte das Zellwachstum der Tumorlinie UM-UC-15 drastisch. Dies zeigte
sich, da das Mangelmedium 1 signifikant besser war als die getestete

Konzentration.
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Abbildung 26 (a)-(i): Auswertung Proliferationsassay mit Wachstumsfaktoren mittels WST-1-Assay fiir die
Tumorlinie UM-UC-15

Die Tumorlinie UM-UC-15 wurde mit je 1000 Zellen pro Well auf 96-Well-Platten (flat bottom) als
zweidimensionale Zellkultur ausgesét und mit unterschiedlichen Ndhrmedienansétzen verschiedener
Wachstumsfaktoren mit jeweils n=5 kultiviert. Jeder Wachstumsfaktor wurde dabei in vier Konzentrationen
getestet. Die einzige Ausnahme stellte der Faktor A83-01 dar, welcher lediglich in der Konzentration 5uM
gescreent wurde. Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 1 und als Positivkontrolle Vollmedium 1
vorausgesetzt. Nach 7 Tagen erfolgte mittels Absorptionsmessung im WST-1-Assay die Auswertung der
Platten.

Die Diagramme (a)-(i) zeigen die errechneten OD-Mittelwerte der Absorptionsmessung der
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren in den verschiedenen Konzentrationen gegeneinander aufgetragen.
Die Ordinate zeigt dabei die Zahlenwerte der errechneten OD-Mittelwerte. Die errechneten Mittelwerte
wurden fiir jeden Wachstumsfaktor in seinen verschiedenen Konzentrationen gegen die zwei
Medienansétze Mangelmedium 1 und Vollmedium 1 mittels Zweistichproben t-Test (unterschiedlicher
Varianzen) unter Annahme einer hypothetischen Differenz der Mittelwerte von 0 und Alpha a<0,05 auf
Signifikanz Gberpriift. Jedoch konnte nur bei der getesteten Konzentrationen von 12,5ng/ml des Faktors
EGF ein signifikant besseres Wachstum als im Vollmedium 1 nachgewiesen werden (farblich in Diagramm
(b) hervorgehoben).
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Aufgrund der Gesamtschau der Daten und den Daten von cand. med. Jonas

GolR in einer parallelen Arbeit wurde die Auswahl an Wachstumsfaktoren flr die

nachfolgenden Proliferationsassays

in dreidimensionalen Zellkulturen auf

folgende Faktoren in definierten Konzentrationen begrenzt:

Tabelle 17: Auflistung der ausgewéhlten Wachstumsfaktoren und ihrer Konzentrationen

Wachstumsfaktor Konzentration
HGF 50ng/ml

FGF2 6ng/ml

EGF 25ng/ml
Neuregulin 5nM
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3.3 Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien in dreidimensionalen

Zellkulturen

3.3.1 Expressionsvergleich zwischen zwei- und dreidimensionalen
Zellkulturen

Der Expressionsvergleich der RNA erfolgte an der Zelllinie HBLAKs sowie der

Tumorlinie UM-UC-15, welche auch fir die spateren Screens in

dreidimensionalen Kulturen verwendet wurden. Die Zell- und die Tumorlinie

wurden hierfur sowohl als zwei-, als auch dreidimensionale Zellkultur in den

Expressionsvergleich eingebracht.

Bedingt durch die verschiedenen Wachstumsbedingungen der zwei- und
dreidimensionalen Zellkulturen und auch geringfiigige Abweichungen zwischen
den jeweiligen Medien (+/- Y-27632) waren Veranderungen in der RNA-

Expression zu erwarten.

Bei der Tumorlinie UM-UC-15 zeigten beide Zellkulturen fur die Gene CD276,
PD-L1 und CD44 kaum Abweichungen untereinander. Auffallig war jedoch die
vermehrte RNA-Expression von CD47 2, FGFR3 und CD24 in der
dreidimensionalen gegenuber der zweidimensionalen Kultur (siehe Abbildung
28).

Bei der Zelllinie HBLAKs hingegen zeigten sich nur minimale Veranderungen
zwischen der Expression von CD276, CD47_2, PD-L1 und CD24. Eine deutlich
vermehrte Expression war fur CD44 und FGFR3 zu verzeichnen (siehe
Abbildung 27). Diese veranderten Expressionsmuster lassen eine Anpassung

der Zellen in unterschiedlichen Kulturbedingungen vermuten.
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Abbildung 27: Auswertung Expressionsvergleich zwischen zwei- und dreidimensionalen
Zellkulturen an der Zelllinie HBLAKs

Fiir den Expressionsvergleich wurden sowohl zweidimensionale Kulturen in
Zellkulturflaschen als auch dreidimensionale Kulturen als 40ul-Domes auf 24-Well-Platten
der Zelllinie HBLAKs angesetzt. Kultiviert wurden beide Ansétze im Standardmedium der

Zelllinie, wobei dem Medium fiir die dreidimensionale Kultur auf 50ml Standardmedium
bul Y-27632 zugesetzt worden war. Bei einer ausreichenden Konfluenz der
zweidimensionalen Zellkultur bzw. einer ausreichenden Gré3e der sphéroidalen
Strukturen in der dreidimensionalen Zellkultur wurde aus den Zellen RNA extrahiert. Diese
wurde in cDNA umgeschrieben und die gewonnene cDNA in einer quantitativen PCR auf
folgende Gene untersucht: GAPDH, beta-Actin, CD24, CD44, CD47_2, PD-L1, FGFR3
und CD276.

An der Zelllinie HBLAKSs ist vor allem die deutliche vermehrte Expression der Gene CD44
und FGFR3 in der dreidimensionalen Kultur hervorzuheben.
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Abbildung 28: Auswertung Expressionsvergleich zwischen zwei- und dreidimensionalen
Zellkulturen an der Tumorlinie UM-UC-15

Fiir den Expressionsvergleich wurden sowohl zweidimensionale Kulturen in
Zellkulturflaschen als auch dreidimensionale Kulturen als 40ul-Domes auf 24-Well-Platten
der Tumorlinie UM-UC-15 angesetzt. Kultiviert wurden beide Ansétze im Standardmedium

der Tumorlinie, wobei dem Medium fiir die dreidimensionale Kultur auf 50ml
Standardmedium 5ul Y-27632 zugesetzt worden war. Bei einer ausreichenden Konfluenz

der zweidimensionalen Zellkultur bzw. einer ausreichenden Gré3e der sphéroidalen
Strukturen in der dreidimensionalen Zellkultur wurde aus den Zellen RNA extrahiert. Diese
wurde in cDNA umgeschrieben und die gewonnene cDNA in einer quantitativen PCR auf
folgende Gene untersucht: GAPDH, beta-Actin, CD24, CD44, CD47_2, PD-L1, FGFR3
und CD276.

An der Tumorlinie UM-UC-15 ist vor allem die deutliche vermehrte Expression der Gene
CD47_2, FGFR3 und CD24 in der dreidimensionalen Zellkultur hervorzuheben.
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3.3.2 3D-Cell-Viability-Assay an Zell- und Tumorlinien

Trotz  Veranderungen der RNA-Expression zwischen zwei- und
dreidimensionalen Zellkulturen wurden verschiedene Wachstumsfaktoren aus
vorangegangenen zweidimensionalen (siehe ,3.2.3.2 Proliferationsassay mit
Wachstumsfaktoren“) in weiteren dreidimensionalen Screens verwendet,
entweder als Einzelfaktoren oder in Kombination (siehe Tabelle 18). Diese
Screens erfolgten an der Zelllinie HBLAKs und der Tumorlinie UM-UC-15.

Tabelle 18: Auflistung der verwendeten Nahrmedienansétze

Fiir die verschiedenen Kombinationen (siehe Mix komplett bis Mix 10) wurden die in den oberen Zeilen
aufgefiihrten Wachstumsfaktoren jeweils in ihren Einzelkonzentrationen zum Grundmedium zu pipettiert.

Nahrmedienansatze Konzentrationen
Einzelfaktor HGF 50ng/ml

Einzelfaktor FGF2 6ng/ml

Einzelfaktor EGF 25ng/ml

Einzelfaktor Neuregulin 5nM

Mix komplett HGF+FGF2+EGF+Neuregulin
Mix 1 HGF+Neuregulin

Mix 2 HGF+EGF

Mix 3 Neuregulin+FGF2

Mix 4 HGF+FGF2+Neuregulin
Mix 5 HGF+EGF+FGF2

Mix 6 EGF+FGF2+Neuregulin
Mix 7 HGF+EGF+Neuregulin
Mix 8 FGF2+HGF

Mix 9 FGF2+Neuregulin

Mix 10 EGF+FGF2
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Sowohl die Zelllinie HBLAKs als auch die Tumorlinie UM-UC-15 zeigten als
dreidimensionale Kultur in allen getesteten Medienansatzen die Ausbildung
spharoidaler Strukturen, welche morphologisch der von Organoiden ahnelten
(siehe Abbildungen 29 bis 32).

Eindeutige Ergebnisse bezuglich der optimalen Medienzusammensetzung
lieferte der 3D-Cell-Viability-Assay an den Zell- und Tumorlinien aber nicht. Bei
der Zelllinie HBLAKs zeigten zwar alle Medienansatze ein signifikant besseres
Wachstum gegeniber dem Mangelmedium 2, (signifikant) bessere Werte
gegenuber dem Vollmedium 2 wurden jedoch nicht detektiert (siehe Abbildung
33(a)).

Die Tumorlinie UM-UC-15 zeigte ebenfalls in allen Medienansatzen ein
signifikant besseres Wachstum gegeniber dem Mangelmedium 2.
Hervorzuheben sind des Weiteren die Ansatze ,EGF* als Einzelkomponente,
,Mix komplett, ,Mix 1%, ,Mix 2% ,Mix 4“ und ,Mix 5. Bei diesen Medienansatzen
konnte im Assay eine signifikante Zunahme der Zellproliferation gegentiber dem
Vollmedium 2 nachgewiesen werden (farblich in  Abbildung 33(b)

hervorgehoben).

Vergleiche zu den Proliferationsassays in zweidimensionalen Zellkulturen aus
,3.2.3.2 Proliferationsassay mit Wachstumsfaktoren“ lassen sich kaum ziehen,
da vor allem die Medienansatze mit den Kombinationen der ausgewahlten
Wachstumsfaktoren lediglich in den Versuchen der dreidimensionalen Kulturen
getestet wurden. Die Ergebnisse der Einzelfaktoren HGF, FGF2, EGF und
Neuregulin entsprechen in einigen Aspekten den Ergebnissen der
vorangegangenen Screens. Das Wachstum der Zelllinie HBLAKs wurde in den
zwei- wie auch dreidimensionalen Kulturen durch HGF und EGF stimuliert.
Wahrend FGF2 und Neuregulin in der dreidimensionalen Kultur die Proliferation
verglichen mit dem Mangelmedium 2 leicht stimulierten, zeigten sie in den
zweidimensionalen Kulturen keinen beziehungsweise kaum positive Effekte auf
das Zellwachstum. Die Tumorlinie UM-UC-15 zeigte bereits in den
zweidimensionalen Versuchsansatzen ein gutes Ansprechen auf die Faktoren

HGF und EGF. In der dreidimensionalen Kultur konnte der leicht stimulierende
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Effekt von Neuregulin aus den zweidimensionalen Kulturen jedoch nicht erneut

nachgewiesen werden.

Um eine aussagekraftige und eindeutige Entscheidung bezlglich des optimalen
Medienansatzes treffen zu kdénnen, waren weitere Screens an Organoiden

unerlasslich.

Mangelmedium'2 Vo.llmedium 2

Abbildung 29: 3D-Cell-Viability-Assay an der Zelllinie HBLAKs an Tag 7

Negativkontrolle im Mangelmedium 2 (links) und Positivkontrolle im Vollmedium 2 (rechts)
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Neuregulin Mix komplett

Abbildung 30: 3D-Cell-Viability-Assay an der Zelllinie HBLAKs an Tag 7

Fiir den dreidimensionalen Proliferationsassay wurden die Zellen der Zelllinie HBLAKSs als 10ul-Domes a
5.000 Zellen pro Dome auf 96-Well-Platten (flat bottom, WeilBwand) ausgesét und in verschiedenen
Medienansétzen fiir sieben Tage kultiviert. Aufgetragen sind die mikroskopischen Bilder der einzelnen
Medienansétze.

In allen Medienansétzen konnte ein generell den Organoiden &hnliches dreidimensionales Wachstum
nachgewiesen werden.
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Mangelmedium 2 Vollmedium 2

Abbildung 31: 3D-Cell-Viability-Assay an der Tumorlinie UM-UC-15 an Tag 7

Negativkontrolle im Mangelmedium 2 (links) und Positivkontrolle im Vollmedium 2 (rechts)
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Abbildung 32: 3D-Cell-Viability-Assay an der Tumorlinie UM-UC-15 an Tag 7

Fiir den dreidimensionalen Proliferationsassay wurden die Zellen UM-UC-15 als 10ul-Domes a 5.000
Zellen pro Dome auf 96-Well-Platten (flat bottom, WeiBwand) ausgesét und in verschiedenen
Medienansétzen fiir sieben Tage kultiviert. Aufgetragen sind die mikroskopischen Bilder der einzelnen
Medienansétze.

In allen Medienansétzen konnte ein generell den Organoiden &hnliches dreidimensionales Wachstum
nachgewiesen werden.
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Abbildung 33: Viability-Assay fiir die Zelllinie HBLAKs (a) und die Tumorlinie UM-UC-15
(b)

Die Zell- und Tumorlinie wurden mit je 5000 Zellen pro Well auf 96-Well-Platten (flat
bottom, Weillwand) als dreidimensionale Zellkultur als 10ul-Domes ausgesét und mit
unterschiedlichen N&dhrmedienansétzen verschiedener Wachstumsfaktoren mit jeweils
n=>5 kultiviert. Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 2 und als Positivkontrolle
Vollmedium 2 vorausgesetzt. Nach 7 Tagen erfolgte mittels Lumineszenzmessung im 3D-
Cell-Viability-Assay die Auswertung der Platten.

Die Diagramme (a)-(b) zeigen die errechneten Mittelwerte der Lumineszenzmessung der
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren in den verschiedenen Konzentrationen und
Kombinationen gegeneinander aufgetragen. Die Ordinate zeigt dabei die Zahlenwerte der
errechneten Mittelwerte. Die errechneten Mittelwerte wurden fiir jeden Wachstumsfaktor
und deren Kombinationen gegen die zwei Medienansétzen Mangelmedium 2 und
Vollmedium 2 mittels Zweistichproben t-Test (unterschiedlicher Varianzen) unter
Annahme einer hypothetischen Differenz der Mittelwerte von 0 und Alpha a<0,05 auf
Signifikanz (berpriift. Lediglich fiir die Tumorlinie UM-UC-15 konnte fiir die Kombinationen
,EGF*als Einzelkomponente, ,Mix komplett®, ,Mix 1 ,Mix 2% ,Mix 4 und ,Mix 5“ ein
signifikant besseres Wachstum als im Vollmedium 2 nachweisen werden (farblich in
Diagramm (b) hervorgehoben).
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3.4 3D-Cell-Viability-Assay an humanen Blasentumororganoiden

Der 3D-Cell-Viability-Assay wurde anhand des humanen Blasentumororganoids
BCO#270 in der elften Passage durchgefuhrt und sollte der Bestatigung der
Ergebnisse aus den 3D-Assays an Zell- und Tumorlinien dienen (siehe ,3.3.2

3D-Cell-Viability-Assay an Zell- und Tumorlinien®).

Eine Auflistung der gescreenten Wachstumsfaktoren als Einzelfaktoren und in

Kombination kann nochmals Tabelle 19 entnommen werden.

Tabelle 19: Auflistung der verwendeten Ndhrmedienansétze

Fiir die verschiedenen Kombinationen (siehe Mix komplett bis Mix 10) wurden die in den oberen Zeilen
aufgefiihrten Wachstumsfaktoren jeweils in ihren Einzelkonzentrationen zum Grundmedium zu pipettiert.

Nahrmedienansatze Konzentrationen
Einzelfaktor HGF 50ng/ml

Einzelfaktor FGF2 6ng/ml

Einzelfaktor EGF 25ng/ml

Einzelfaktor Neuregulin 5nM

Mix komplett HGF+FGF2+EGF+Neuregulin
Mix 1 HGF+Neuregulin

Mix 2 HGF+EGF

Mix 3 Neuregulin+FGF2

Mix 4 HGF+FGF2+Neuregulin
Mix 5 HGF+EGF+FGF2

Mix 6 EGF+FGF2+Neuregulin
Mix 7 HGF+EGF+Neuregulin
Mix 8 FGF2+HGF

Mix 9 FGF2+Neuregulin

Mix 10 EGF+FGF2
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Auffallig wahrend des gesamten Versuchs war, dass die Organoide, welche aus
BCO#270 generiert wurden, eine andere Morphologie zeigten verglichen mit
vorangegangenen  Versuchen im  Standardmedium (BTM) dieser
Blasentumororganoidlinie (vergleiche Abbildung 10 linkes Bild mit Abbildung 34
und 35). Die Organoide waren eher von einem asymmetrischen und zystischen
Wachstum gepragt. Zudem konnten keine eindeutige Tendenzen bezuglich
einer moglichen Proliferationssteigerung anhand der Mikroskopbilder

ausgemacht werden.

Die ausgewerteten Daten des 3D-Cell-Viability-Assays zeigten, dass alle
getesteten Kombinationen ein signifikant besseres Wachstum gegenuber den
als Positivkontrolle angedachten Medien BTM und HCM nach Lee et al.
aufwiesen (farblich hervorgehoben in Abbildung 36). Bezlglich des Vergleichs
mit dem Mangelmedium 2 gab es hingegen Unterschiede. Die Kombinationen
,Neuregulin“ als Einzelkomponente, ,Mix 1%, ,Mix 5“ und ,Mix 10“ wiesen ein
Wachstum uber dem des Mangelmediums auf, welches jedoch nicht signifikant
war. Die Kombination ,Mix komplett® zeigte ein dem Mangelmedium 2
unterlegenes Wachstum. Alle weiteren Kombinationen zeigten ein signifikant

besseres Wachstum gegenuber dem Mangelmedium 2.

Vergleiche mit den vorangegangenen Ansatzen mit Zell- und Tumorlinien
(vergleiche ,3.3.2 3D-Cell-Viability-Assay an Zell- und Tumorlinien®) kénnen
kaum gezogen werden, da bei beiden Versuchen unterschiedliche
Medienansatze als Vollmedium  vorausgesetzt wurden und die
Blasentumororganoide BCO#270 zudem in einer anderen Extrazellularmatrix

kultiviert worden waren.
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Mangelmedium 2

Abbildung 34: 3D-Cell-Viability-Assay an der humanen Blasentumororganoidlinie BCO#270 in der elften
Passage an Tag 7

Negativkontrolle im Mangelmedium 2 (links) und Positivkontrolle im Vollmedium (BTM mittig, HCM rechts)
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Abbildung 35: 3D-Cell-Viability-Assay an der humanen Blasentumororganoidlinie BCO#270 in der elften
Passage an Tag 7

Fiir den dreidimensionalen Proliferationsassay wurden die Zellen des BCO#270 P11 als 10ul-Domes mit
>5.000 Zellen (geschétzt) pro Dome auf 96-Well-Platten (flat bottom, Weillwand) ausgesét und in
verschiedenen Medienansétzen fiir sieben Tage Kultiviert. Aufgetragen sind die mikroskopischen Bilder
der einzelnen Medienansétze, in welchen sich jeweils ein asymmetrisches und zystisches Wachstum der
Organoide zeigte.
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Abbildung 36: Auswertung Proliferationsassay mit Wachstumsfaktoren mittels 3D-Cell-
Viability-Assay fiir die Blasentumororganoidlinie BCO#270 in der elften Passage

Die Zellen des Blasentumororganoids wurden mit je >5000 Zellen (geschétzt) pro Well auf
96-Well-Platten (flat bottom, WeilBwand) als dreidimensionale Zellkultur als 10ul-Domes
ausgesét und mit unterschiedlichen Ndhrmedienansétzen verschiedener
Wachstumsfaktoren mit jeweils n=5 kultiviert. Als Negativkontrolle wurde Mangelmedium 2
und als Positivkontrolle BTM und HCM nach Lee et al. vorausgesetzt. Nach 7 Tagen
erfolgte mittels Lumineszenzmessung im 3D-Cell-Viability-Assay die Auswertung der
Platten.

Das Diagramm zeigt die errechneten Mittelwerte der Lumineszenzmessung der
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren in den verschiedenen Konzentrationen und
Kombinationen gegeneinander aufgetragen. Die Ordinate zeigt dabei die Zahlenwerte der
errechneten Mittelwerte. Die errechneten Mittelwerte wurden fiir jeden Wachstumsfaktor
und deren Kombinationen gegen die drei Medienansétzen Mangelmedium 2, BTM und
HCM nach Lee et al. mittels Zweistichproben t-Test (unterschiedlicher Varianzen) unter
Annahme einer hypothetischen Differenz der Mittelwerte von 0 und Alpha a<0,05 auf
Signifikanz Gberpriift. Alle getesteten Kombinationen zeigten dabei ein signifikant
besseres Wachstum gegentliber den als Positivkontrollen angedachten Medien BTM und
HCM nach Lee et al. (farblich im Diagramm hervorgehoben).
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4 Diskussion

4.1 Vergleich verschiedener Medienansatze

Die durchgefuhrten Medienvergleiche zwischen BTM und HCM nach Lee et al.
anhand ausgewahlter, im Labor etablierter Blasentumororganoide dienten als
eine erste Orientierung, um einen aktuellen Stand der Medienpraferenz im

Labor zu erheben.

Die vorliegenden Ergebnisse lieferten keine eindeutigen Praferenzen fur eins
der Kulturmedien, was an einem Kollektiv von lediglich drei Organoidlinien auch
nur exploratorischen Charakter haben kann. Sie konnten jedoch bestatigen,
dass Organoide unterschiedlichste Morphologien aufweisen kdnnen. Diese
Beobachtung wurde von Mullenders et al. in ihrer Arbeit beschrieben:
,Organoide von verschiedenen Patienten erschienen entweder solide oder
lumenhaltig“(Mullenders et al.,, 2019) (vergleiche Abbildung 6 und 8:
lumenhaltiges Wachstum bei BCO#147, solides Wachstum bei BCO#154).

Wie bereits erwahnt, konnte innerhalb des Kollektivs von drei Organoidlinien
keine eindeutige Entscheidung getroffen werden, welches Kulturmedium fir die
Etablierung kunftiger Organoide oder als Basismedium fur nachfolgende
Proliferationsassays zu praferieren sei. Unter ,1.3.2 In der Literatur verwendete
Kulturmedien“ wurde auf vorangegangene Forschungsarbeiten eingegangen,
welche zeigten, dass Harnblasenkarzinome eine ,sehr heterogene Erkrankung
mit dem Vorhandensein einer grofen Anzahl an Mutationen [darstellen]®
((Mullenders et al., 2019), (Cancer Genome Atlas Research, 2014), (Robertson
et al., 2017)). Diese Heterogenitat zwischen den einzelnen Blasenkarzinomen
bleibt auch bei der Generierung der dazugehoérigen Organoide bestehen. Mittels
immunhistochemischer Hamatoxylin-Eosin-Farbung konnte in der
Forschungsgruppe um Lee eine ,starke Ubereinstimmung [der] [...]
histopathologischen Merkmale® zwischen dem Ursprungstumor und dem
jeweiligen Organoid nachgewiesen werden (Lee et al., 2018). Auch Analysen
der Mutationsprofile zeigten eine hohe Konkordanz zwischen den Zellen in-vivo
und in-vitro (Lee et al., 2018). Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass

dreidimensionale  Organoidkulturen teilweise die Charakteristika des
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ursprunglichen Gewebes rekapitulieren. Es stellt sich aber die Frage, ob eben
bedingt durch diese Heterogenitat ein flr alle Blasentumororganoide
einheitliches Kulturmedium genutzt werden kann, oder ob fur jedes
Tumorgewebe individuell ein eigenes Medium entsprechend des Mutations- und
Rezeptorprofils zusammengestellt werden sollte. Allein aus zeit- und
kostentechnischen Aspekten ware eine Individualisierung der Kulturmedien fur

jedes einzelne Organoid vermutlich aber nicht realisierbar.

Grundsatzlich muss auch das Vorgehen des durchgeflihrten Medienvergleichs
Uberdacht werden. Im Gegensatz zu den Blasentumororganoiden BCO#147
und BCO#270 wurde BCO#154 vor Beginn des Versuchs lediglich im Medium
BTM kultiviert. Die Organoide BCO#147 und BCO#270 hingegen wurden
bereits vor Ansetzen des Medienvergleichs in den zwei verwendeten Medien
entsprechend der Kultivierung innerhalb des Versuchs angesetzt und hatten
sich demnach phanotypisch an die Umgebungsbedingungen anpassen kénnen.
Zudem sind die Ergebnisse unter den Blasentumororganoiden schwer zu
vergleichen, da vor Beginn und nach Beendigung des Medienvergleichs keine
Zellzahlung erfolgte, sondern das Wachstumsverhalten nur mikroskopisch
dokumentiert wurde. Dies war zum einen der Tatsache geschuldet, dass eine
Zellzahlung in der Neubauerzahlkammer einen zu hohen Zellverlust mit sich
bringt, zum andern aber auch, dass Organoide mit den aktuellen Protokollen
des Labors nicht adaquat zu Einzelzellen vereinzelt werden konnen.
Mikroskopische Kontrollen beim Splitting der Zellen vor Beginn des Vergleichs
zeigten das Verbleiben kleinerer Zelicluster, welche eine Zellzdhlung nur
verfalschen wirden. Zusatzlich wurde der Vergleich zwischen den
Organoidlinien darin limitiert, dass die mikroskopischen Kontrollen lediglich
RuckschlUsse auf das allgemeine Wachstumsverhalten zulie3en. Eine Aussage
uber die Vitalitdt der Zellen konnte jedoch nicht getroffen werden. Zudem
konnten vitale nicht proliferierende Zellen oder Zellen aullerhalb der
Organoidstruktur, welche zum Beispiel adharent am Wellboden wuchsen,
ebenfalls nicht beurteilt werden.
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4.2 Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien in zweidimensionalen

Zellkulturen

4.2.1 Bestimmung der Duplikationsraten und AE1/AE3-Fdrbung zum
Nachweis des epithelialen Phdnotyps an HBLAKs

Der Versuch zur Bestimmung der Duplikationsraten wurde an den Tumorlinien

UM-UC-15 und HT1197, sowie an der Zelllinie HBLAKs durchgefluihrt. Er diente

nicht nur der Bestimmung der jeweiligen Duplikationsraten, sondern auch der

Beobachtung des allgemeinen Wachstumsverhaltens der Zellen.

Wie zu erwarten war, lagen die mittleren Duplikationsraten der Tumorlinien UM-
UC-15 und HT1197 im Vollmedium 1 jeweils Uber den Duplikationsraten im
Mangelmedium 1. Fur die Zellinie HBLAKs konnte bedingt durch
Kultivierungsprobleme lediglich die Duplikationsrate fur das Vollmedium 1

ermittelt werden.

Die Ergebnisse fur die Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197 zeigten eindeutig,
dass die Zellen im Mangelmedium 1, welches nur die Grundversorgung einer
Zelle sichern sollte, kultiviert werden konnen. Die Kulturen im Vollmedium 1
erharteten aber den Verdacht, dass flr eine Steigerung des Zellwachstums
Zusatze in Form von im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren und
Supplements naétig sind, welche Uber verschiedene Pathways proproliferativ auf
die Zellen einwirken. Bedingt durch die Tatsache, dass in diesem Versuch als
Zusatz charcoal-stripped fetal bovine serum gewahlt wurde, kann jedoch nicht
gesagt werden, welcher im Serum enthaltene Faktor diese
Proliferationssteigerung gegenuber dem Mangelmedium induziert hat. Es kann
aber davon ausgegangen werden, dass der proproliferative Effekt eher durch
ein Zusammenspiel verschiedener Wachstumsfaktoren in unterschiedlichsten

Konzentrationen bedingt wurde.

Fur die Zelllinie HBLAKs konnte eine ausreichende Versorgung der Zellen im
Mangelmedium 1, anders als bei den verwendeten Tumorlinien, innerhalb
dieses Versuchs nicht nachgewiesen werden. Es muss aber angemerkt
werden, dass pauschal nicht gesagt werden kann, dass das Mangelmedium 1

kein Zellwachstum dieser Zelllinie ermdglicht. In nachfolgenden Versuchen
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konnte eine Kultivierung der Zelllinie im Mangelmedium 1 erfolgen. Es ist daher
anzunehmen, dass bei den Vorbereitungen und der Durchfuhrung des
Versuchs zur Bestimmung der Duplikationsraten Fehler unterlaufen sind,
welche die Zellen der Zelllinie geschadigt und so zum Abstreben gefuhrt haben
konnten. Auch eine fehlerhafte Beschichtung der verwendeten CellBIND 6-Well-

Platten kann im Nachhinein nicht ausgeschlossen werden.

Auffallig ist jedoch, dass die Tumorlinien UM-UC-15 und HT1197 im
Mangelmedium 1 und die Zelllinie HBLAKs sowohl im Mangelmedium 1 als
auch im Vollmedium 1 mikroskopisch zellmorphologische Veranderungen
gegenuber der Kultur im Standardmedium zeigten (vergleiche Abbildungen 12
bis 18). Es kann angenommen werden, dass Zellen sich an neue
Kultivierungsbedingungen anpassen mussen und sich dies auch
zellmorphologisch in einem veranderten Phanotyp zeigt. Fur die Zelllinie
HBLAKSs konnte eine solche phanotypische Anpassung der Zellen im Rahmen
der nachfolgend durchgefuhrten AE1/AE3-Farbung teilweise nachgewiesen
werden. Immunhistochemische Farbungen als Beleg fir phanotypische
Veranderungen der Tumorzellen der Linien UM-UC-15 und HT1197 wurden
nicht durchgefuhrt. Bedingt durch die Eigenschaften von Tumorzellen ist eine
Veranderung des Phanotyps jedoch nicht auszuschlieRen. ,Tumorzellen sind [in
Vivo] verschiedenen Stoffwechselbedingungen, Signalmolekilen,
Stromaelementen und therapeutischen Wirkstoffen ausgesetzt, die zusammen
eine fluchtige Mikroumgebung bilden, die Veranderungen des zellularen
Phanotyps fordern konnen® (Yuan et al., 2019). Diese ,zellulare Plastizitat” der
Tumorzellen in vivo, wie auch vermutlich der Tumorlinien UM-UC-15 und
HT1197 in vitro, sichert nicht nur das Uberleben der Zellen bei schwankenden
Umgebungsbedingungen, sondern ermdglicht auch in-vivo den Tumorprogress

beispielsweise durch Induktion der Metastasierung.
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4.2.2 WST-1-Proliferation-Assay

4.2.2.1 Bestimmung der Zellzahlen
Dieser Versuch diente der zweidimensionalen Kultivierung der Tumorlinien
HT1197 und UM-UC-15 sowie der Zelllinie HBLAKs in zwei verschiedenen
Medienansatzen. Durch das Einbringen unterschiedlicher Zellzahlen bei
Aussaat wurde die optimale Zellzahl flir das Ansetzen nachfolgender

Proliferationsassays bestimmt.

Aus den Daten zu UM-UC-15 und HBLAKs wurden 1.000 Zellen pro Well bei

Aussaat und ein Beobachtungszeitraum von sieben Tagen festgelegt.

Die Tumorlinie HT1197 hingegen wurde aufgrund sehr hoher Proliferationsraten
und widersprachlicher Daten von weiteren Screens ausgeschlossen. Laut
diesen Daten hatte das verwendete Mangelmedium 1, welches lediglich eine
Grundversorgung der Zellen sicherstellen sollte, einen gréReren Einfluss auf die
Zellproliferation als das serumhaltige Vollmedium 1, zumindest fur den
Versuchsansatz mit einem Beobachtungszeitraum von vier Tagen (Daten nicht
gezeigt). Bedingt durch diese Ergebnisse fur HT1197 kann ein Fehler beim
Ansetzen des Versuchs nicht ausgeschlossen werden. Eine mogliche Erklarung
ware, dass die Tumorzellen vor Einbringen in die jeweiligen Wells nicht
ausreichend resuspendiert worden waren. Dadurch hatten sich in der
zweidimensionalen Kultur des Mangelmediums 1 bereits friihzeitig Zellcluster
bilden kdénnen. Durch die vermehrte Zell-Zell-Interaktion und gegebenenfalls
auch autokrine Sekretion von Wachstumsfaktoren innerhalb dieser Cluster
hatten sich die Tumorzellen selbst in ihrer Proliferation stimulieren kdnnen.
Frihere Forschungsarbeiten an verschiedenen Blasentumorlinien (5637,
HU549, SD, TCCSuP und T24) konnten bereits nachweisen, dass Tumorlinien
durch autokrine Sekretion in Serum-freien Kulturmedien ,die Fahigkeit zum

autonomen Wachstum [...] erwerben [konnen]“ (Ruck et al., 1994).
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4.2.2.2 Proliferationsassay mit Wachstumsfaktoren

Die Proliferationsassays an zweidimensionalen Zellkulturen wurden mittels
WST-1-Proliferation-Assay an der Zelllinie HBLAKs und der Tumorlinie UM-UC-
15 durchgefuhrt. Sie dienten als Screen fur insgesamt neun
Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Konzentrationen. In der Gesamtschau
der Daten, erganzt um Daten von cand. med. Jonas Gol} aus einer parallelen
Arbeit an den Tumorlinien T24, RT4 und RT112, erfolgte eine Eingrenzung der
Auswahl auf folgende Wachstumsfaktoren: EGF (25ng/ml), HGF (50ng/ml),
FGF2 (6ng/ml) und Neuregulin (5nM). Diese Auswahl stellt mit den Faktoren
FGF2 und EGF eine Schnittflaiche zwischen den in der Literatur verwendeten
Kulturmedien von Lee et al. und Mullenders et al. dar ((Lee et al., 2018),
(Mullenders et al., 2019)).

Hervorzuheben sind besonders die Daten, welche fir den Aktivin-Like-
Rezeptor-Kinase-Inhibitor A83-01 in dieser Arbeit und in der von cand. med.
Jonas Gol} erhoben wurden. Bei den malignen Tumorlinien, wobei in dieser
Arbeit lediglich UM-UC-15 eingeschlossen wurde, zeigte dieses Supplement
eine deutliche Minderung der Zellproliferation. Die benigne Zelllinie HBLAKs
hingegen konnte in ihrem Wachstum unter Zusatz von A83-01 stimuliert
werden. Aus diesem Grund wurde die Annahme gestellt, dass im Labor
etablierte Tumorlinien und somit gegebenenfalls auch Harnblasenkarzinome
den TGF-B-Signalweg, welcher durch das Supplement A83-01 inhibiert wird, fir
die Zellproliferation bendtigen. Im Umkehrschluss hatte dies aber bedeuten
mussen, dass durch Zugabe des Wachstumsfaktors TGF-B1 die Proliferation
der Tumorlinien im durchgefihrten Assay stark stimuliert werden muisse. Ein
solch proproliferativer Einfluss auf das Zellwachstum der Tumorlinien blieb aber
aus. Eine modgliche Erklarung ist, dass der Aktivin-Like-Rezeptor-Kinase-
Inhibitor A83-01 nicht nur den TGF-B1-Signalweg Uber Bindung an den
Rezeptor Transforming growth factor beta receptor 1 bzw. ALKS beeinflussen
kann, sondern auch weitere beispielsweise den Rezeptoren ALK4 und ALK7
nachgeschaltete Signalwege. Der transmembrane Serin/Threonin-Kinase-
Aktivin-Typ-1-Rezeptor bzw. ALK4 zum Beispiel kann Uber den Faktor Aktivin A

aktiviert werden und induziert als Rezeptorkomplex mit dem Aktivin-Typ-2-
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Rezeptor verschiedene physiologische wie auch pathologische Prozesse. Der
Faktor Aktivin A kdnnte demnach die Proliferationssteigerung in nachfolgenden
Assays induzieren, welche unter TGF-B1 ausgeblieben war. In verschiedenen
Forschungsarbeiten konnte bereits gezeigt werden, ,[that] Aktivin-A has been
shown overexpressed in metastatic prostate cancer, stage 4 colorectal cancers,
lung cancer, hepatocellular carcinoma, and pancreatic cancers® ((Bashir et al.,
2015), (Kang et al., 2009), (Wildi et al., 2001), (Seder et al., 2009), (Deli et al.,
2008), (Lonardo et al., 2011)), ,suggesting that activation of the activin signaling
pathway may be widley involved in carcinogenesis“ (Bashir et al., 2015). Um
den Einfluss von Aktivin A spezifisch auf Blasentumore und davon abgeleitete
Tumorlinien naher zu untersuchen und ggf. proproliferative Stimuli zu
bestatigen, sind weitere Screens erforderlich und wurden (Stand April 2023)

bereits teilweise in nachfolgenden Arbeiten durchgefiihrt.

Grundsatzlich muss jedoch auch die Konzipierung des Versuchs hinterfragt
werden, besonders bezuglich der gewahlten Konzentrationen der einzelnen
Wachstumsfaktoren. Grundlage flir die Entscheidung der gewahlten
Konzentrationen waren Referenzen aus der Literatur, vornehmlich aber zu
dreidimensionalen Zellkulturen unterschiedlichster Organoidmodelle ((Sachs et
al., 2018), (Lee et al., 2018), (Mullenders et al., 2019), (Vlachogiannis et al.,
2018), (Drost et al., 2016), (Yu et al.,, 2021), (Maenhoudt et al., 2020)). Die
ersten Screens an den zweidimensionalen Zellkulturen sollten eine Vorauswahl
der Wachstumsfaktoren ermoglichen, um Ressourcen fur die dreidimensionalen
Screens einzusparen. Jedoch konnten die Wachstumsfaktoren flr eine
zweidimensionale Zellkultur zu hoch konzentriert gewesen sein und so durch
eine Uberstimulierung der Zellen zu einer Proliferationsminderung gefiihrt
haben. Fir Screens an dreidimensionalen Kulturen hatten diese
Konzentrationen gegebenenfalls die Zellen optimal stimuliert, beispielsweise
bedingt durch die verlangerte Diffusionsstrecke durch das Matrigel. Unter dieser
Annahme waren die Daten aus den zweidimensionalen Screens nicht geeignet,
um daraus Schlisse fur Screens in dreidimensionalen Kulturen zu ziehen.
Diese Vermutung, dass Zellen in verschiedenen Kultivierungsbedingungen
unterschiedlich durch den gleichen Wachstumsfaktor stimuliert werden, kann
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teilweise durch die Ergebnisse der Forschungsarbeit von Yoshida, Sopko et al.
bestatigt werden: ,the data show that [the Wnt/B-catenin pathway activator]
CHIR promoted the proliferation of both bladder cancer cell lines [RT4 and
5637] within a certain range of concentrations in organoid cultures but not in
conventional adherent cultures” (Yoshida, Sopko, et al., 2018). Daher muss
kritisch hinterfragt werden, ob Screens an zweidimensionalen Zellkulturen als
Vorversuche fur nachfolgende Screens in dreidimensionalen Kulturen

uberhaupt geeignet sind.

Weiterhin muss angemerkt werden, dass die verwendeten Wachstumsfaktoren
lediglich einen kleinen Auszug derer Faktoren und Supplements darstellen,
welche zur Optimierung von Kulturmedien eingesetzt werden kdnnen. In der
Literatur finden sich Hinweise, dass beispielsweise Hormone wie Ostrogene
eine proproliferative Wirkung sowohl auf gutartiges Urothel als auch
Urothelkarzinome haben konnen ((Koskela et al., 2009), (Teng et al., 2002),
(Teng et al., 2008)). Die Forschungsgruppe um Mullenders beschrieb zudem
den Nutzen der Wachstumsfaktoren FGF7 und FGF10 fir das Wachstum
humaner Blasentumororganoide: ,[Both] FGF7 and FGF10 are sufficient for the
growth of human bladder cancer organoids® (Mullenders et al., 2019). Um
weitere Faktoren ggf. bereits im Setting einer dreidimensionalen Kultur testen

zu konnen, sind daher weitere Versuche notig.
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4.3 Proliferationsassays an Zell- und Tumorlinien in dreidimensionalen

Zellkulturen

4.3.1 Expressionsvergleich zwischen zwei- und dreidimensionalen
Zellkulturen

Der Expressionsvergleich diente dem Vergleich der Exprimierung der Gene
CD24, CD44, CD47_2, PD-L1, FGFR3 und CD276 zwischen zwei- und
dreidimensionalen Zellkulturen der Zelllinie HBLAKs und der Tumorlinie UM-
UC-15. In beiden Linien konnte eine vermehrte Exprimierung innerhalb der
dreidimensionalen  Kultur gegenuber der zweidimensionalen  Kultur
nachgewiesen werden: fur CD44 und FGFR3 bei der Zelllinie HBLAKS, fur
CD47_2, CD24 und FGFR3 bei der Tumorlinie UM-UC-15.

Grundsatzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen zwischen zwei- und dreidimensionalen Kulturen zu
diesem veranderten Profil der mRNA-Expression geflhrt haben, wie die
Verwendung von Matrigel als kunstliche Extrazellularsubstanz oder der
Medienzusatz Y-27632 (ROCK-Inhibitor) innerhalb der dreidimensionalen

Kulturen.

Auffallig war dabei, dass sowohl die Zell- als auch die Tumorlinie in der
dreidimensionalen Kultur eine gesteigerte Exprimierung der mRNA des
fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) zeigten. Es muss aber auch
angefuhrt werden, dass bei dem Expressionsvergleich mittels quantitativer PCR
lediglich transkribierte RNA nachgewiesen wird. Die Transkription einer mRNA
muss aber nicht mit der Translation in ein Protein einhergehen, welches
beispielsweise als Rezeptor fungiert. Dennoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die veranderten Kultivierungsbedingungen neben einer
veranderten Expression der mRNA auch zum Beispiel zu einem veranderten
Rezeptorprofil gefuhrt haben. Dies kdnnte auch eine mdgliche Erklarung sein,
weshalb in der Forschungsarbeit von Yoshida, Sopko et al. der Wnt/B-catenin
pathway activator ,CHIR [...] the proliferation of both bladder cancer cell lines
[RT4 and 5637] [...] in organoid cultures [promoted] but not in conventional
adherent cultures® (Yoshida, Sopko, et al., 2018).
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4.3.2 3D-Cell-Viability-Assay an Zell- und Tumorlinien

Die Vitalitasversuche an dreidimensionalen Zellkulturen wurden mittels 3D-Cell-
Viability-Assay an der Zelllinie HBLAKs und der Tumorlinie UM-UC-15
durchgefuhrt. Sie sollten als weiterfihrende Screens der zweidimensionalen
Proliferationsassays fur die Wachstumsfaktoren HGF, EGF, FGF2 und
Neuregulin dienen und auch der Testung verschiedener Kombinationen eben

dieser ausgewahlten Wachstumsfaktoren.

Aus den Versuchsergebnissen ging hervor, dass die Wachstumsfaktoren als
Einzelkomponente teilweise die Zellproliferation mehr stimulierten im Vergleich
zu einer Kombination mehrerer Faktoren. Dies kann darin begrindet sein, dass
die ausgewahlten Wachstumsfaktoren HGF, EGF, FGF2 und Neuregulin tber
Bindung an ihre Rezeptoren teilweise in die gleichen nachgeschalteten
Pathways einwirken, exemplarisch beispielsweise in den PI3K/AKT-signaling-
pathway. Dieser Pathway ,is [...] prominently activated by many growth factors
that signal through receptor tyrosine kinases“ (Zhang et al., 2013) , zu denen
die Rezeptoren der oben aufgefihrten Wachstumsfaktoren zahlen. Der
PI3K/AKT-signaling-pathway ,is one of the major signal transduction pathways
that regulates numerous cellular activities [...] [for example] induction of stem
cell differentiation and metastasis, promotion of cell proliferation, inhibition of
apoptosis, and regulation of tissue inflammation, tumor growth, and invasion®
(Wang et al., 2022). Durch die Kombinationen der verschiedenen
Wachstumsfaktoren innerhalb der Vitalitdtsassays konnte es ggf. zu einer
Uberstimulierung dieses oder weiterer Pathways gekommen sein. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass eine solche Uberstimulierung der Zellen nicht zur
erhofften Proliferationssteigerung fuhrt, sondern ggf. einen Zellarrest oder eine
Apoptose der Zellen induziert. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch

weder bestatigt noch widerlegt werden.

Grundsatzlich muss noch diskutiert werden, ob Screens von
Wachstumsfaktoren zur Etablierung eines neuen Kulturmediums bei kunftigen
Versuchen nur an dreidimensionalen Kulturen durchgefiihrt werden sollten. Wie
bereits beschrieben kénnen Nahrmedienzusatze, wie der in der angefuhrten
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Forschungsarbeit verwendete Wnt/B-catenin pathway activator CHIR, in
dreidimensionalen Kultivierungsbedingungen das Zellwachstum férdern, nicht
jedoch in einem zweidimensionalen Versuchsansatz (Yoshida, Sopko, et al.,
2018). Dass Wachstumsfaktoren zudem in ihrer Konzentration genau titriert
werden muissen, zeigen die Ergebnisse der Forschungsarbeit von Sachs und
Kollegen: sie testeten verschiedene Wachstumsfaktoren in mehreren
Konzentrationen in dreidimensionalen Brustkrebsorganoiden. Die Versuche
bestatigten, dass Wachstumsfaktoren in bestimmten Konzentrationen zum
Kulturmedium zugegeben werden mussen, um einen proproliferativen Effekt zu
induzieren. Der Faktor SB202190, ein p38 MAPK Inhibitor, zeigte
beispielsweise ab Konzentrationen Uber 1 mM eine Verringerung in der
Effizienz der Organoidetablierung (Sachs et al., 2018). Aus diesen
angebrachten Grinden sollte erwogen werden, die durchgeflhrten Screens
aller Wachstumsfaktoren in den unterschiedlichen Konzentrationen nochmals

im Setting dreidimensionaler Zellkulturen durchzuflhren.

Der Expressionsvergleich zwischen zwei- und dreidimensionalen Zellkulturen
zeigte zudem deutlich, dass sich auf mMRNA-Ebene Veranderungen innerhalb
von zwei- und dreidimensionalen Zellkulturen manifestieren, wie beispielsweise
die vermehrte Expression von fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3). Wie
bereits angedeutet, muss ein solcher Unterschied auf mRNA-Ebene nicht
zwangslaufig auch mit zum Beispiel Veranderungen des Rezeptorprofils und
damit einem veranderten Ansprechen auf unterschiedliche Wachstumsfaktoren

einhergehen, ausgeschlossen werden kann es jedoch nicht.

Aulerdem stellen in dreidimensionalen Versuchen die Verwendung von
Matrigel und die Zugabe des ROCK-Inhibitors Y-27632 zum Kulturmedium
wichtige Einflussfaktoren auf das Outcome der Zellvitalitat dar. Bedingt durch
eben diese Unterschiede in den Kultivierungsbedingungen lassen sich kaum
Vergleiche zwischen diesem dreidimensionalen Vitalitatsassay und
vorangegangenen Proliferationsassays in zweidimensionalen Zellkulturen
ziehen. Es konnte daher keine Eingrenzung auf bestimmte Einzelfaktoren oder
Kombinationen erfolgen, was nachfolgende Versuchsansatze an humanen

dreidimensionalen Blasentumororganoiden erforderlich machte.
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4.4 3D-Cell-Viability-Assay an humanen Blasentumororganoiden

Der Vitalitasassay wurde an der dreidimensionalen Kultur des humanen
Blasentumororganoids BCO#270 mittels 3D-Cell-Viability-Assay durchgefuhrt.
Es erfolgte nochmals nach vorangegangenen dreidimensionalen Versuchen an
Zell- und Tumorlinien die Testung der Wachstumsfaktoren HGF, EGF, FGF2
und Neuregulin sowie verschiedener Kombinationen eben dieser ausgewahlten

Wachstumsfaktoren.

Die Ergebnissen dieses Versuchansatzes zeigten im gegebenen Setting, dass
alle Wachstumsfaktoren als Einzelfaktor oder in Kombination ebenso wie das
verwendete Mangelmedium 2 eine deutliche Steigerung der Zellproliferation
gegenuber den eigentlich als Positivkontrollen angedachten Medien BTM und
HCM nach Lee et al. zeigten. Der Vergleich zwischen den beiden Medien BTM
und HCM nach Lee et al. zeigte zudem, dass das humane
Blasentumororganoid BCO#270 auch in spateren Passagen (P11) eher eine
Affinitat gegenuber dem Medium BTM aufweist. Laut Mitarbeitern des ZMF,
welche dieses Organoid wahrend den Versuchsreihen weiter passagierten,
zeigte sich in den mittleren Passagen aber auch eine mikroskopisch
beobachtete Proliferationssteigerung unter Verwendung von HCM nach Lee et
al. als Kulturmedium. Dies konnte bedingt sein durch eine Veranderung auf
MRNA- und/oder Rezeptorebene innerhalb der Passagezeitrdume mit einem
daraus resultierenden  veranderten  Ansprechen auf verschiedene
Wachstumsfaktoren. Die Detektion solcher Veranderungen innerhalb der
Passagezeitraume von humanen Blasentumororganoiden war Gegenstand
einer parallelen Arbeit von cand. med. Philipp Vollmer. Bestatigende oder
widerlegende Daten zu dieser These stehen nach aktuellem Stand (April 2023)
noch aus. Daten aus der Forschungsarbeit von Sachs und Kollegen geben aber
Hinweise darauf, dass das Kulturmedium von Organoiden wechselnden
Ansprichen der Zellen angepasst werden muss. Die Forschungsgruppe fligte
dem Kulturmedium von Brustkrebsorganoiden den Wachstumsfaktor EGF
(5ng/ml) zu, reduzierte diese Konzentration jedoch oder verwendete ein EGF-

freies Medium bei Auffalligkeiten im Organoidwachstum (Sachs et al., 2018).
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Grundsatzlich muss noch die Konzipierung dieses Versuchsansatz kritisch
hinterfragt werden. Die Zellen der Zell- und Tumorlinien aus den
vorangegangenen dreidimensionalen Assays wurden vor Ansetzen des
Vitalitatsassays jeweils in ihrem Standardmedium unter Zugabe des ROCK-
Inhibitors Y-27632 kultiviert. Das Blasentumororganoid BCO#270 hingegen
wurde zuvor im Medium BTM in Kultur gehalten, welches jedoch im
nachfolgenden Assay als eine der Positivkontrollen neben dem Medium HCM
nach Lee et al. eingesetzt wurde. Demnach hatte BCO#270 gegebenenfalls
Adaptationen an das Kulturmedium BTM aufweisen kénnen. Aullerdem wurde
fur das Ansetzen dieses Versuchs ein abweichendes Protokoll fiir die Passage
der Organoide angewandt. Diese Abweichung bei der Passage war erforderlich,
um Matrigelreste vollstandig zu entfernen und die bendtigten Zellen effektiv zu
trennen, um eine anschlielende Zellzahlung zu garantieren. Eine Zellzahlung
war dennoch nicht moglich, da trotz intensiver enzymatischer Verdauung
mikroskopisch Zellcluster zurtckblieben. Diese hatten eine Zellzahlung
verfalscht. Aus diesem Grund musste die in die neuen Domes eingebrachte
Zellzahl geschatzt werden. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass
die Zellen des BCO#270 durch das veranderte Passageprotokoll geschadigt
wurden. Der aggressive enzymatische Verdau des Matrigels konnte auch die
aulBersten Zellen der Organoide geschadigt haben. Wenn beim
Resuspendieren der Zellen nun eine Akkumulation gegebenenfalls
vorgeschadigter Zellen innerhalb eines Ansatzes erfolgt ware, konnte dies die

Ergebnisse an humanen Blasentumororganoiden teilweise verfalschen.

Aulerdem wurde mehrfach die Heterogenitat von Blasenkarzinomen und damit
daraus generierter Organoide angebracht, was Screens an mehr als einem
einzelnen humanen Blasentumororganoid erforderlich gemacht hatte, um
aussagekraftige Daten zur Definierung eines verbesserten Kulturmediums zu
erhalten. Bedingt durch den Mangel an Ruckstellproben innerhalb des im Labor
etablierten Organoidpools war eine Testung an mehr als einer
Blasentumororganoidlinie jedoch nicht mdglich. Zudem sind erganzende
Vergleiche, welche die Auswahl eines Medienansatzes gerechtfertigt hatte, zu

vorangegangenen Vitalitatsassays an Zell- und Tumorlinien schwer zu ziehen.
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Zum einen, da fur ,3.4 3D-Cell-Viability-Assay an  humanen
Blasentumororganoiden® nicht Matrigel von Corning, sondern Matrigel Cultrex
RGF BME, Type 2 von R&D Systems verwendet wurde. Dies war
Lieferengpassen der Materialien geschuldet und wurde bei Planung der
Versuchsreihen nicht beabsichtig, stellt aber eine nicht zu unterschatzende
Storgrélke dar. Zum anderen muss auch die zu geringe StichprobengrofRe der

verwendeten Zell- und Tumorlinien mit n=2 angebracht werden.

Basierend auf diesen mdglichen Fehler beim Ansetzen des Vitalitdtsassays und
der zu kleinen StichprobengroéRen konnte basierend auf den Daten dieser Arbeit
letztendlich kein verbessertes Kulturmedium fur humane Blasentumororganoide

definiert werden.
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4.5 Ausblick

Bedingt durch die Erkenntnisse dieser Arbeit missen im Rahmen kulnftiger
Forschungsarbeiten weitere Screens, vornehmlich an dreidimensionalen
Kulturen humaner Tumorlinien und Blasentumororganoide, durchgefuhrt
werden zur Etablierung eines verbesserten Kulturmediums. Voraussetzung
dafur ist jedoch, dass im Labor ggf. weitere Organoide aus Patientenproben
generiert oder noch vorhandene Ruckstellproben ausreichend expandiert
werden konnen. Zudem muss die Konzipierung weiterer Screens, wie oben

angesprochen, uberdacht und angepasst werden.

AbschlieBend muss noch angebracht werden, dass ein verbessertes
Kulturmedium als Einzelfaktor vermutlich nicht ausreicht, um die Effizienz zur
Generierung von humanen Blasentumororganoiden im Labor ausreichend
steigern zu konnen. Auch die Zusammensetzung verwendeter
Transportmedien, der anfangliche Verdau des Patientenmaterials zur
Gewinnung der Tumorzellen oder die Protokolle zur Passage der Organoide
sollten, trotz bereits erfolgter Anderungen, Gberdacht und ggf. weiter angepasst
werden. Auch eine stetige Anpassung eines spater etablierten Kulturmediums
erachte ich als notwendig, um auf phanotypische Veranderungen oder
Auffalligkeiten in der Proliferation der Blasentumororganoide adaquat reagieren
zu kdnnen, wie bereits fir Organoide aus Brustkrebsgewebe beschrieben (s.0.)
(Sachs et al., 2018).

Grundlegend sollte aber auch Uberlegt werden, dass aktuell bestehende
Organoidmodell weiterzuentwickeln, um die Verhaltnisse im Primartumor noch
besser rekapitulieren zu konnen. Ein moglicher Ansatz kdonnten sogenannte
,<Assembloide“ sein, welche nach Kim et al. eine ,3D reconstitution of adult stem
or cancer cells with multiple components of tissue stroma“ darstellen (Kim et al.,
2020). Auch muissen kunftig Limitationen wie das Fehlen von Nerven,
Blutgefallen und Immunzellen (Clevers, 2016) bereinigt werden, damit
Organoide ein noch effizienteres Tool der Forschung und personalisierten

Medizin werden.
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5 Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom ist nach dem Prostatakarzinom die zweithaufigste
Tumorentitat des Urogenitaltraktes sowie das viert haufigste Karzinom des
Mannes. Es bedarf teilweise aufwendiger chirurgischer Interventionen und
mdgliche nebenwirkungsreiche Chemotherapien oder intravesikale Instillationen
fur eine Kuration. Um beispielsweise Vorabprognosen bezlglich der
Wirksamkeit und Effektivitdt angewendeter Therapeutika im Rahmen von
Medikamententestungen zu ermoglichen, werden alternative in-vitro

Zellkulturmodelle bendtigt.

Organoide als dreidimensionale Zellkulturen scheinen eine solche Alternative
zu sein und stellen einen erfolgsversprechenden Ansatz in der Tumorforschung
dar, vor allem da sie im Vergleich zu haufig in Laboren verwendeten
zweidimensionalen Kulturen die Charakteristika ihres Primartumors besser
rekapitulieren. Bislang konnten aus verschiedensten humanen, sowohl
benignen als auch malignen, Geweben Organoide kultiviert werden, ebenfalls

aus Harnblasenkarzinomen.

Vorarbeiten im Labor zeigten, dass unter Verwendung des eigenen etablierten
Kulturmediums die Ausbeute zur Generierung von Organoidkulturen aus
humanen Harnblasenkarzinomen deutlich geringer war als in anderen Arbeiten
aus der Literatur. Um die Effizienz der Generierung und Kultivierung zu
steigern, war es Ziel dieser Arbeit, ein nochmals verbessertes Kulturmedium zur
Nahrstoffversorgung der Organoide zu etablieren und somit die Anwendung der

Organoide im Rahmen der personalisierten Medizin weiter voranzutreiben.

Nach vorangegangenen Vorversuchen wurden Proliferationsassays an
zweidimensionalen Zellkulturen der Zelllinie HBLAKs und der Tumorlinie UM-
UC-15 durchgefuhrt, um deren Ansprechen auf insgesamt neun verschiedene
Wachstumsfaktoren (EGF, FGF2, HGF, IGF-1, Neuregulin, Noggin, R-Spondin
1, A83-01, TGF-B1) in mehreren Konzentrationen zu testen. Aus der
Gesamtschau  dieser  Screeningdaten  wurden  fir  nachfolgende
Proliferationsassays in dreidimensionalen Kulturen folgende
Wachstumsfaktoren ausgewahlt: HGF (50ng/ml), FGF2 (6ng/ml), EGF
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(25ng/ml) und Neuregulin (5nM). In die dreidimensionalen Proliferationsassays
wurden erneut die Zelllinie HBLAKs und die Tumorlinie UM-UC-15
eingeschlossen und die zuvor ausgewahlten Wachstumsfaktoren HGF, FGF2,
EGF und Neuregulin nochmals als Einzelkomponenten sowie in verschiedenen
Kombinationen beziglich ihres proproliferativen Effekts auf das Zellwachstum
gescreent. Ebenfalls erfolgte die Testung der Faktoren als Einzelkomponente
und in Kombination an Kulturen des humanen Blasentumororganoids
BCO#270. Die Daten fur die Tumorlinie UM-UC-15 lieferte vielversprechende
Ergebnisse fir EGF als Einzelkomponente und finf verschiedene
Kombinationen an Faktoren: Mix komplett (HGF+FGF2+EGF+Neuregulin), Mix
1(HGF+Neuregulin), Mix 2 (HGF+EGF), Mix 4 (HGF+FGF2+Neuregulin) und
Mix 5 (HGF+EGF+FGF2). Fur BCO#270 konnte gezeigt werden, dass alle
Faktoren als Einzelkomponenten und in Kombination beinahe gleichermalen
das Zellwachstum stimulierten. Das Medium BTM aus Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe sowie das aus der Literatur Ubernommenes Medium HCM

konnten diesen proproliferativen Effekt nicht induzieren.

Bedingt durch verschiedene Stoérvariablen innerhalb der Screens an
dreidimensionalen Kulturen und vor allem der zu kleinen StichprobengréfRen mit
lediglich n=1 fur humane Blasentumororganoide konnte letztendlich kein

verbessertes Kulturmedium definiert werden.

Im Rahmen kunftiger Forschungsarbeiten sind daher weitere Screens an
dreidimensionalen Kulturen humaner Tumorlinien und Blasentumororganoide
erforderlich ebenso wie die Optimierung weiterer Aspekte der

Organoidkultivierung.
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