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. Einleitung

I.1. Die Brustdriise

Die weibliche Brustdrise ist ein zentraler Baustein der Reproduktionsfahigkeit der
menschlichen Art. Neben dem sozialen Stellenwert, den die Brust einnimmt, sorgt sie
auch fur die Erndhrung und Entwicklung von Sauglingen und fur deren Gesunderhaltung.
Die Muttermilch enthalt eine Reihe wichtiger Inhaltsstoffe wie IgG-Antikérper, Vitamine,
Fette, Proteine und Zucker. Eine der Hauptaufgaben der Muttermilch ist es, mit ihren
enthaltenen Antikérpern fir den nétigen ,Nestschutz“ des Sauglings zu sorgen und kann

in dieser Funktion kaum ersetzt werden (Diedrich, 2007).

Grundsatzlich besteht die Brustdrise aus 15 - 20 Drisenlappchen, die von Fettgewebe
umgeben und Uber Bindegewebe mit der Brustwand verankert sind. Die Drusenlapp-
chen, auch Lobi genannt (Abbildung 1), bestehen aus mehreren Driisenendstiickchen
(Lobuli), die in die Drisengange miinden und im Ductus lactifer, dem gro3en Milchgang,
in der Mamille (Papilla mammaria) minden. In der ruhenden, nicht-laktierenden Mamma
findet sich ein ein- bis zweischichtiges zylindrisches Epithel mit apokrinem Sekretions-
mechanismus in den Drisenendstliickchen sowie Milchgangen (Abbildung 2). Histolo-
gisch lassen sich hierbei basale von luminalen Zellen in den Milchgangen und Alveoli
unterscheiden. Eine Unterscheidung dieser Zelltypen ist u. a. mdglich aufgrund der
Cytokeratinausstattung des Zytoskeletts, das den Zellen Form und Stabilitat gibt. Basale
Zellen exprimieren v. a. den Cytokeratin Typ 5 (CK5), wahrend Cytokeratin 8 (CK8) ein
Marker fur luminale Zellen darstellt. Eine geringe Teilmenge an luminalen Zellen der ter-
minalen Ducti sind dabei aber auch fir CK5 positiv (Gusterson and Stein, 2012, Petersen
and Polyak, 2010).



Lobus

Interlobuldres Stroma

Lobulus

Areola mammae

4
Papilla mammaria

Montgomery-Driisen

Sinus lactifer

Ductus lactifer

Terminalductus

Abbildung 1 Aufbau der Mamma

Schematische Darstellung der Mamma von ventral. Die Brustdriise gliedert sich in 10 bis 20 Drii-
senlappen (Lobus) mit mehreren funktionellen Alveoli, die wiederum in Ldppchen (Lobulus) an-
geordnet sind. Die Hauptausflihrungsgédnge der Lappchen miinden konvergierend in die Mamille.
(entnommen aus: https://next.amboss.com/de/ar-

ticle/L 60wIS#Z11eb2f75d37269ffdffe701a3d6b11e9, zuletzt 04.05.2020)
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Abbildung 2 Histologische Darstellung der Brustdriise (Glandula mammaria). Hématoxylin-

Eosin-Farbung

links - mehrere Anschnitte von Lappchen (Lobuli, L) der nicht-laktierendem Mamma. Der Abfluss
erfolgt (ber die Milchgédnge (Ductus lactiferi, DL). Die Lobuli sind in Fett- und Bindegewebe
(Stroma, S) eingebettet, 2.5x VergrélRerung

rechts - einzelne Lobuli in 63x VergréBerung

(entnommen aus: https:/next.amboss.com/de/ar-
ticle/L60wIS#Z11eb2f75d37269ffdffe701a3d6b11e9, zuletzt 04.05.2020)

Im Laufe der Entwicklung eines weiblichen Individuums durchlauft die weibliche Brust
mehrere Veranderungen bzw. Anpassungen. Wahrend das Brustgewebe bis zur Puber-
tat kaum ausgebildet ist, sorgen hormonelle Veranderungen um das 13. Lebensjahr flr
eine Proliferation und somit eine Ausbildung der Brustdrise (Thelarche). Hierbei spielt
vor allem Ostrogen eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung des Milchgangsystems
(Schmidt-Matthiesen, 2005, Macias and Hinck, 2012). Grundsatzlich ist die Brustdrise
des Mannes ahnlich aufgebaut; da in der Pubertat aber der Einfluss von
Ostrogen fehlt bei gleichzeitiger androgener Hemmung, bleibt hier die Brustdriisenrei-
fung aus (Gusterson and Stein, 2012).

Abhangig von lebenslangen hormonellen Schwankungen der Frau kommt es weiterhin
zu einem standigen Um-, Auf- und Abbau. Wahrend die Entwicklung der Brustdrise in
der Pubertat die erste grofte Veranderung der Brust ist, passt sich das Brustdrisenge-
webe danach parallel zum Menstruationszyklus monatlich den neuen Gegebenheiten
an. Hier weiten sich die Milchgange auf, um sich auf eine moégliche Milchproduktion vor-
zubereiten. Kommt es zu einer Schwangerschaft, so entwickelt sich aus der ruhenden,

nicht-laktierenden Mamma die laktierende Mamma. Es findet ein Umbau des Driisenge-
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webes in die laktierende Mamma statt, durch den sich die Driisenendstiickchen promi-
nenter darstellen und es zunéachst unter dem Einfluss von Ostrogen, spater von Proges-
teron und Prolaktin zu einer deutlichen Zellproliferation des Milchganggewebes kommt
(Diedrich, 2007, Lallmann-Rauch, 2015, Macias and Hinck, 2012), und es wird etwa ab
dem 8. Schwangerschaftsmonat Muttermilch gebildet. Postnatal sorgen die Hormone
Prolaktin und Oxytocin durch eine neurohormonale Kopplung beim Saugreiz des Saug-
lings an der Mamille fur eine anhaltende Laktation wahrend der Stillperiode (Diedrich,
2007).

So wie Hormone physiologisch eine wichtige Rolle im weiblichen ,Brustzyklus® spielen,
sind sie auch bei vielen Erkrankungen beteiligt - unter anderem beim haufig auftretenden

Mammakarzinom.

|.2. Brustkrebs

1.2.1. Inzidenz und Pravalenz

Brustkrebs (Mamma-Karzinom / Mamma-Ca) hat fir Frauen eine signifikante Relevanz.
Mit einer Pravalenz von 170 auf 100 000 Frauen erkrankt statistisch gesehen jede 8.
Frau im Laufe ihres Lebens (Lebenszeitrisiko 12 %), ungefahr jede vierte Erkrankte stirbt
daran. Es ist Uber alle Geschlechter weltweit das zweithaufigste Karzinom, unter Frauen
sogar das haufigste (11.6 % aller Krebserkrankungen, unter Frauen 31 % aller Krebser-
krankungen) (World Health Organization (WHO), March 2019) (Abbildung 3). An keinem
Tumor sterben weltweit so viele Frauen wie am Mamma-Ca (Torre et al., 2015). Auch
Manner kdnnen betroffen sein, stellen aber mit einem Prozentsatz von nur etwa 1 % der
Betroffenen eine eher untergeordnete Patientengruppe dar (Geschlechterverteilung
100:1) (Barnes et al., 2016).

In Deutschland erkranken etwa 70 000 Frauen und ca. 700 Manner pro Jahr an Brust-
krebs (Stand 2018). Die Tendenz ist steigend, was zum Teil auch auf verbesserte Frih-
erkennungsmafnahmen zurickzufiuhren ist. Das Robert-Koch-Institut geht von einem
Anstieg der Inzidenzen um etwa 1.3 % pro Jahr aus und rechnet mit etwa 78 000 Neu-
erkrankungen im Jahr 2020. Wahrend die Inzidenz steigt, sinkt die Mortalitat der Brust-
krebserkrankten um etwa den selben Prozentsatz (Barnes et al., 2016) (Abbildung 3 und
4).
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Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

Lung
2093 876 (11.6%)

Breast
2088 849 (11.6%)
Other cancers
7 753 946 (42.9%) Colorectum
1849 518 (10.2%)
Prostate
1276 106 (7.1%)
Cervix uteri Stomach
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%)

Oesophagus Liver
572 034 (3.2%) 841080 (4.7%)

Total: 18 078 957 cases

Abbildung 3 Prozentuale Aufstellung der héufigsten Krebserkrankungen weltweit

Brustkrebs ist nach Lungenkrebs die héufigste Krebserkrankung (ber alle Geschlechter.
(entnommen aus: International Agency for Research on Cancer, World Health Organization,
Global Cancer Oberservatory, 2019, https:/qco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancer/20-Breast-
fact-sheet.pdf, zuletzt 04.05.2020)
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Number of deaths in 2018, both sexes, all ages

Lung
1761 007 (18.4%)

Other cancers
3422 417 (35.8%)

Prostate

358 989 (3.8%)
Pancreas
432 242 (4.5%)

Oesophagus Breast
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Colorectum
880 792 (9.2%)

Stomach
782 685 (8.2%)

Liver
781 631 (8.2%)

Total: 9 555 027 deaths

Abbildung 4 Prozentuale Aufstellung der hédufigsten Todesfélle aufgrund Krebs weltweit

Wéhrend Lungenkrebs auch die hdufigsten Todesfélle zu verzeichnen hat, liegt die Mortalitét von
Brustkrebs trotz der hohen Inzidenzen nur bei 6.6 % der Krebserkrankungen.
(entnommen aus: International Agency for Research on Cancer, World Health Organization,

Global Cancer Oberservatory, 2019, https:/qco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancer/20-Breast-

fact-sheet.pdf, zuletzt 04.05.2020)

Alle Altersgruppen kénnen betroffen sein - ein Erkrankungsgipfel findet sich in Deutsch-
land aber zwischen dem 55. und 70. Lebensjahr, statistisch besteht mit 64 Jahren das
grolte Risiko, an einem Mamma-Ca zu erkranken (International Agency for Research
on Cancer, 2014).

1.2.2. Atiologie des Mammakarzinoms

Die Atiologie des Mammakarzinoms bleibt bis heute ungeklart. Jedoch wurden einige
Risikofaktoren identifiziert, die vor allem auf der Einwirkung von Hormonen beruhen.
Dazu gehort eine friihe erste Regelblutung (Menarche) und eine spate letzte Regelblu-
tung (Menopause). Auch lebensstilbedingte Risikofaktoren spielen eine Rolle, wie Be-
wegungsmangel, Adipositas, Alkohol- und Tabakkonsum (Arthur et al., 2020). Fur die

Langzeiteinnahme von Hormonersatzpraparaten konnte ein Zusammenhang mit einem
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erhdhten Risiko nachgewiesen werden, der aber nicht abschlieBend bestatigt ist (Ji et
al., 2019). Auf der anderen Seite stellen sich mehrfache Schwangerschaften und Still-
zeiten als protektive Faktoren flr eine Brustkrebserkrankung dar (Barnes et al., 2016,
Fischer, 2014).

In den allermeisten Fallen tritt eine Brustkrebserkrankung sporadisch auf (ca. 90 % der
Falle) (Diedrich, 2007). Es sind heute aber einige Keimbahnmutationen bekannt, die mit
einem deutlich erhéhten Risiko fur eine Tumorentstehung einhergehen (Pharoah et al.,
1997). Das wohl bekannteste Beispiel durfte das Tumorsuppressor-Gen BRCA1 bzw.
BRCA2 sein, das zu seiner Popularitat aul3erhalb der Fachwelt durch betroffene Promi-
nente wie Angelina Jolie (amerikanische Schauspielerin) gekommen sein durfte. Here-
ditdre Karzinome zeichnen sich durch friiheres Erkrankungsalter, h6here Pravalenzen
bilateraler Karzinome sowie Haufung assoziierter Tumorerkrankungen (Ovar, Magen-
Darm, Lunge, Pankreas, Niere, Blase, Leukamie) in der betroffenen Familie aus. Bei
etwa der Halfte der hereditaren Mamma-Ca liegt eine Mutation in einem der BRCA-Gene
vor (Antoniou et al., 2003).

Fir Frauen mit einer positiven Familienanamnese fir BRCA1 oder -2 assoziierter Tumor-
erkrankungen besteht ein lebenslang deutlich erhdhtes Risiko, an Brust- oder Ovarial-
karzinomen zu erkranken. Fir Frauen mit einer BRCA1-Mutation liegt das Risiko, vor
dem 70. Lebensjahr zu erkranken, bei 65 %, bei einer BRCA2-Mutation bei 45 %
(Antoniou et al., 2003). Bisher besteht die einzig effektive Pravention in der radikalen
Mastektomie (Krebsgesellschaft, 2020). Insgesamt liegt der Anteil genetisch bedingter

Mammakarzinome aber nur bei 5 - 10 % (Wallwiener, 2007).

Das Mamma-Ca stellt keine einheitliche Erkrankung dar. Bisher sind Uber 20 verschie-
dene Subtypen von Mammakarzinomen bekannt (Sinn and Kreipe, 2013), die sich ge-
netisch, klinisch und pathologisch unterscheiden (Sachs et al., 2018). Es gibt 1600 Trei-
bermutationen in 93 bekannten Brustkrebsgenen, die in Sequenzierungsstudien identifi-
ziert wurden (Nik-Zainal et al., 2016).

Treibermutationen sind genetische Veranderungen in Tumorzellen, z. B. Translokatio-
nen oder Punktmutationen, die zu einer Veranderung der Proteinausstattung fihren und
so das Zellwachstum antreiben. ,Brustkrebsgene® sind bestimmte Gene, auf denen Mu-
tationen bereits in der Keimbahn stattfinden und meist schon in jungen Jahren zu einer
Entstehung von Brustkrebs fuhren. Tragerinnen dieser Mutationen haben ein lebenslang

erhohtes Risiko, an Brustkrebs zu erkranken.
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1.2.3. Klassifikation des Mammakarzinoms

Die gangige Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt anhand der internationalen TNM-
Klassifikation (Bierley, 2017) (Tabelle 1).

Tabelle 1 TNM-Klassifikation fiir Mammakarzinom

Zusammengefasste Ausfiihrung.

T - Tumorgrél3e

N - Nodalstatus (Infiltration von Lymphknoten)

M - Metastasen

p - pathologisch gesichert

(entnommen aus: Brierley J. D. et al. TNM classification of malignant tumours, 8. Auflage. Wiley-
Blackwell 2016, ISBN 978-3-131-30832-0)

TNM  Tumorausbreitung

Tis Carcinoma in situ (Cis)

™ TumorgréRe < 2 cm

T2 TumorgréRe > 2 cmund <5 cm

T3 TumorgréRe > 5 cm

T4 Tumor jeder Grofle mit Infiltration der Haut oder Brustwand
N1 Befall beweglicher axillarer Lymphknoten des Levels I-lI

pN1 pN1mi: Mikrometastasen

pN1a: 1 - 3 axilldre Lymphknoten

pN1b: Lymphknoten entlang A. mammaria interna (mikroskopisch, aber klinisch nicht
erkennbar)

pN1c: pN1a + pN1b

N2 Befall fixierter axillarer Lymphknoten des Levels |-l oder klinisch diagnostizierter iso-
lierter Befall ipsilateraler Lymphknoten der A. mammaria interna

N3 Befall supra- oder infraklavikularer Lymphknoten (Level 1ll), gleichzeitiger Befall von
axillaren und Mammaria-interna-Lymphknoten

M MO: keine Fernmetastasen
M1: Fernmetastasen

Diese TNM-Klassifikationen werden von der Union for International Cancer Control
(UICC) und der American Joint Commission on Cancer (AJCC) weiter zusammengefasst

und dienen der Therapieempfehlung nach Diagnose eines Mamma-Ca.
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Tabelle 2 UICC/AJCC-Stadieneinteilung fiir Mammakarzinom

(entnommen aus: https://www.uicc.org/resources/tnm, zuletzt: 14.03.2020)

UICC/AJCC-Stadium

0 Tis, NO, MO

| 1A T1, NO, MO

IB TO - T1, N1mic, MO

] A TO-T1, N1, MO
T2, NO, MO

IIB T2, N1, MO
T3, NO, MO

1] A TO-T2, N2, MO
T3, N1-N2, MO

B T4, NO - N2, MO

nc Jedes T, N3, MO

v Jedes T, jedes N, M1

Zusatzlich zur klinischen Einteilung in die UICC/AJCC-Stadien wird eine pathologische
Beurteilung anhand der Histologie durchgefuhrt.

Die meisten Mammakarzinome haben ihren Ausgang im Driisengewebe der Milchgénge
(duktal) oder der Drisenlappchen (lobular) (Milchgange > Driisenlappchen), da aber oft-
mals keine definitive Zuteilung zum Ursprungsgewebe mehr mdglich ist, wird in invasive
Karzinome ohne (invasive carcinoma of no special type, NST, Abbildung 5) und mit spe-
ziellem Typ unterschieden. 75 % der Karzinome sind NST; zum invasiven Karzinom mit
speziellen Typ gehoért z. B. das invasiv-lobuldre Karzinom, das etwa 15 % aller

Mammakarzinome ausmacht (Sinn and Kreipe, 2013).
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Abbildung 5 Mammakarzinom vom non special type (NST), friiher invasiv-duktales Karzinom.

Hématoxylin-Eosin-Férbung

Driisenacini sind erweitert und von die Basalmembran Uiberschreitenden, kohdsiv wachsenden
Tumorzellen (T) ausgefiillt, ein Driisenlumen ist kaum mehr erkennbar. Es zeigt sich eine desmo-
plastische Stromareaktion (DS; Bildung von kollagenreichem Bindegewebe durch den Tumor)
zwischen den Tumorinseln.

2.5x VergréBerung

(entnommen aus: https:/next.amboss.com/de/article/ k05q T#tVbXws, zuletzt 04.05.2020)

Des Weiteren klinisch entscheidend ist die Hormonrezeptorausstattung (Ostrogen- so-
wie Progesteron-Rezeptoren, kurz ER und PR), sowie das Vorhandensein einer Muta-
tion im Human Epidermal Growth Receptor 2 (HER2). Ein positiver Hormonrezeptorsta-
tus beeinflusst das Tumorwachstum durch Hormoneinwirkung und sorgt fiir eine gestei-
gerte Proliferation. Eine Mutation im Gen fir den Wachstumsrezeptor HER2 flhrt zu
einer erhdhten Wachstumsrate in den Tumorzellen (Keyhani et al., 2012). Es wird unter-
schieden in ER/PR- bzw. HER2-positive Tumore. Brusttumore kénnen sowohl ER/PR-
positiv als auch HER2-positiv sein, kbnnen aber auch nur eine von beiden oder keine
der Mutationen aufweisen (triple-negative Tumore, haufig basaler Typ). AuRerdem kon-
nen noch Tumore vom Typ basal, luminal A und luminal B unterschieden werden. Diese
Unterscheidung tragt zu einer Einschatzung der Therapiewirksamkeit bei, so sind z. B.
Karzinomtypen vom Typ luminal A bzw. B sensitiver auf Hormontherapien. Basale Tu-
more sind schwierig zu therapieren, wachsen haufig aggressiv und haben eine schlechte
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Prognose. Sie gehen i. d. R. mit einem triple-negativen Status einher (Holliday and
Speirs, 2011).
Die Differenzierung in hormonrezeptorsensitive, HER2-positive bzw. triple-negative Tu-

more entscheidet Uber die Therapiewahl.

1.2.4. Therapie des Mammakarzinoms

Allgemein wird das Mammakarzinom wie andere Tumorentitadten auch mit Operation,
Chemo- und Strahlentherapie therapiert. Fur die Wahl der Therapie spielen u. a. die
Tumorausdehnung, der Lymphknotenbefall, die Metastasierung und der Allgemeinzu-
stand der Patientin/des Patienten eine Rolle.

Abhangig vom Hormonrezeptorstatus bzw. dem HER2-Status sprechen Mammakarzi-
nome unterschiedlich gut auf bestimmte Therapien an.

Wahrend hormonrezeptorsensitive Tumore gut auf eine Therapie mit dem kompetitiven
Ostrogenrezeptorinhibitor Tamoxifen ansprechen, der die Wirkung von Ostrogen auf das
Brustdrisengewebe mindert und somit den Wachstumsreiz fir den Tumor hemmt, spre-
chen HER2-positive Tumore v. a. gut auf Antikdrpertherapien, z. B. mit dem Antikorper
Trastuzumab, der sich gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2/neu
richtet, an (Fischer, 2014).

Triple-negative Tumore, die weder einen positiven Hormonrezeptorstatus noch einen
positiven HER2-Status aufweisen, stellen sich in der Therapie als schwieriger dar und

kénnen bisher ausschlieBlich mit den allgemeinen Tumortherapien behandelt werden.

1.2.5. Prognose des Mammakarzinoms

Die Prognose einer Brustkrebserkrankung ist stark vom Stadium abhangig.

In einem friih erkannten Stadium bestehen sehr gute Heilungschancen mit neoadjuvan-
ter (vor einer Operation stattfindenden) Chemotherapie und Tumorresektion. Bereits bei
Befall der regionaren Lymphknoten ist mit einer héheren und friiheren Rezidivrate zu
rechnen, das Auftreten von Fernmetastasen geht nach wie vor mit einer sehr schlechten
Prognose einher (Carey et al., 2005).

Alles in allem ist die Langzeitprognose aber sehr gut. Es besteht ein relatives 5-Jahres-
Uberleben von 88 % der Frauen und 77 % der Manner (Barnes et al., 2016) (Abbildung
6 und 7).
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Abbildung 6 Relatives 5-Jahres-Uberleben, nach Altersgruppe getrennt

Brustkrebs bei Frauen, 2011-2013, Periodenansatz, nach Altersgruppe, Quelle: Zentrum fiir
Krebsregisterdaten

(entnommen aus: Bericht zum Krebsgeschehen in Deutschland 2016, Robert-Koch-Institut, S. 36
ff.)
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Abbildung 7 Relatives 5-Jahres-Uberleben, nach Tumorstadien getrennt

Brustkrebs bei Frauen, 2004-2008, Kohortenansatz, nach UICC-Stadium

X: unbekanntes Stadium, Quelle: Zentrum fiir Krebsregisterdaten

(entnommen aus: Bericht zum Krebsgeschehen in Deutschland 2016, Robert-Koch-Institut, S. 36
ff.)
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I.3. Die Extrazellularmatrix

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist das Material, das zusammen mit der interstitiellen
Flussigkeit die Raume zwischen den Zellen fillt bzw. als Basalmembran das Epithel vom
umgebenden Stroma trennt (Bonnans et al., 2014). Sie umfasst die Gesamtheit aller von
den Zellen eines Gewebes sezernierten und anschlielend deponierten Proteine und
azellularen Bestandteile und kommt in allen Geweben vor. Die einzelnen Komponenten
der Extrazellularmatrix bilden ein komplex organisiertes, miteinander interagierendes
Netzwerk, das zahlreiche Funktionen innerhalb eines Gewebes erfillt und sich aus zell-
/gewebespezifischen Makromolekilen zusammensetzt (Theocharis et al., 2016, Frantz
et al., 2010). Sie liefert Struktur, trennt Gewebe voneinander und reguliert die interzellu-
lare Kommunikation. Des Weiteren enthalt sie eine Reihe von gebundenen Wachstums-
faktoren und Cytokinen (Roy and Walsh, 2014).

Die Komponenten der ECM lassen sich in die drei grolen Gruppen der Kollagene, Pro-

teoglykane und Glykoproteine einteilen (Bonnans et al., 2014, Hynes and Naba, 2012).

1.3.1. Kollagene

Kollagene sind eine heterogene Gruppe von triple-helikalen Strukturproteinen, die im
menschlichen Korper ungefahr 30 % des Gesamtproteins ausmachen. Sie sind der
Hauptbestandteil von Knochen, Sehnen, Zahnen, Knorpel, Haut und BlutgefalRen und
sind hauptverantwortlich fur die Eigenschaften dieser Gewebe - also Stabilitat (z. B. Kol-
lagen Typ |) oder Elastizitat (Ldllmann-Rauch, 2015).

Es gibt Uber 28 verschiedene Kollagentypen, die in fibrillare Kollagene (z. B. Typ I-ll),
Netzwerk-bildende Kollagene (z. B. Typ IV, das in der Basalmembran vorkommt),
faserassozierte Kollagene (z. B. Typ IX, XIl) und andere (z. B. Typ VI) eingeteilt werden
kénnen (Bonnans et al., 2014). Je nach ihrer Zuordnung erfiillen sie unterschiedliche
Aufgaben (Hynes and Naba, 2012).

1.3.2. Proteoglykane
Proteoglykane sind Proteinfaden, an die mindestens eine, in der Regel aber mehrere
Glykosaminoglykane (GAGs) kovalent gebunden sind. Je nach Aufbau der GAG-Seiten-

ketten kénnen Proteoglykane in weitere Untergruppen unterteilt werden: Heparansulfat,

Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Keratansulfat, die alle sulfatiert sind. Sie sind
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nicht nur in der interstitiellen ECM (Aggrecan, Decorin) vorhanden, sondern kommen
auch als Teil der Basalmembran (Perlecan) und auf Zelloberflachen (Syndecan) vor und
erfullen dementsprechend ein weites Aufgabenspektrum (Hynes and Naba, 2012, lozzo,
1998). Aufgrund ihrer stark negativ geladenen Seitenketten kdnnen sie Wasser und Kat-
ionen binden und sind demnach z. B. fur die Elastizitat von Knorpelgewebe essentiell.
Als Zelloberflachenrezeptoren oder Bestandteile der Basalmembran konnen sie mit
Wachstumsfaktoren (Bonnans et al., 2014) und ihren Rezeptoren interagieren und wir-
ken an der Regulation allgemeiner biologischer Prozesse wie der Kollagen-Fibrilloge-

nese sowie an spezielleren Prozessen wie Neuritenwachstum mit (lozzo, 1998).

1.3.3. Glykoproteine

Glykoproteine sind ebenfalls eine heterogene Gruppe von Proteinen, die kovalent mit
verschiedenen Kohlenhydratgruppen (Mono-/Oligosaccharide) verbunden sind. Sie sind
haufig Bestandteil der Zellmembran (Glykokalix), kbnnen aber auch als Teil der ECM
bzw. Basalmembran (z. B. Nidogen, Fibronektin) vorkommen, wo sie als Liganden fur
Oberflachenrezeptoren der Zelle (v. a. Integrine) fungieren (Bonnans et al., 2014). Zu
den am besten untersuchten Vertretern der Glykoproteine in der ECM gehoren
Fibronektine, Tenascine und Laminine (Hynes and Naba, 2012). Laminine seien im Fol-

genden als Vertreter von Basalmembranbestandteilen genauer erlautert.

1.3.3.1. Laminine

Laminine sind heterotrimere Basalmembranproteine, die aus einer a-, einer 3 -und einer
y-Kette aufgebaut sind. Es gibt finfzehn verschiedene Laminine, die aus funf verschie-
denen a- (a 1-5), sowie je drei verschiedenen 3- (B 1-3) und y- (y 1-3) Ketten, die unter-
schiedlich miteinander kombiniert vorliegen kénnen, aufgebaut sind (Durbeej, 2010).
Laminine werden entsprechend ihres Aufbaus aus den Ketten bezeichnet. So ware ein
Laminin, das aus der vierten a-, der zweiten - und der ersten y-Kette aufgebaut ist, das
Laminin-421 (Aumailley et al., 2005). Als Mitglieder der Glykoproteine sind die Ketten
der Laminine glykosyliert.

Laminine sind in der Lage, sich selbst mithilfe zellularer Rezeptoren zu organisieren und
Netzwerke auszubilden. Laminine werden von verschiedensten Zelltypen sekretiert, was
sie zu essenziellen Bestandteilen der ECM macht. In der Basallamina sind sie v. a. Teil

der Lamina densa, wo sie zusammen mit Kollagen IV, Nidogen und Perlecan zu den
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Hauptbestandteilen zahlen (Lillmann-Rauch, 2015) (Abbildung 8). Laminine interagie-
ren Uber Zelloberflachenrezeptoren (v. a. verschiedene Integrine) mit den Zellen eines
Gewebes und erfiillen eine ganze Reihe verschiedener Funktionen, die von der Embryo-
sowie Organogenese bis zu organspezifischen Ablaufen reichen (Durbeej, 2010). So
spielen sie eine wichtige Rolle in der Koordination von Interaktionen in der Basalmemb-
ran. Des Weiteren verankern sie als adhasive Substrate die Zelle Gber Rezeptoren der
Basallamina (als spezialisierte Form der ECM) mit anderen Strukturen der ECM
(Durbeej, 2010).
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Abbildung 8 Basalmembran - Komponenten und Interaktionen, vereinfachtes Schema und

elektronenmikroskopische Aufnahme

Links - Schematische Darstellung der molekularen Struktur der Basalmembran. Die Laminine
sind ein zentraler Organisationsbestandteil der Basalmembran. Uber sie und verschiedene Re-
zeptoren (Integrine, a-Dystroglycan, sulfatierte Glykolipide/Sulfatide) ist die Zelle mit der Lamina
densa der Basallamina verankert, wo sie u. a. an Nidogen und Kollagene binden. Das Heparan-
sulfatproteoglykan Perlecan (so auch Agrin) verbindet sowohl Mikrofibrillen in der ECM als auch
Integrine mit der Basallamina. Parallel bildet Kollagen 1V ein unabhéngiges Netzwerk in der Ba-
salmembran, (iber das Interaktionen zu verschiedenen anderen Bestandteilen stattfindet ((iber N-

terminale 7S- und C-terminales NC1-Doméne).

Rechts - elektronenmikroskopische Aufnahme der Basalmembran (hier exemplarisch der Haut).
Elektronenmikroskopisch ist zu erkennen, dass die Basalmembran sich in eine Lamina densa
und eine Lamina rara (lucida) aufteilt. Die Lamina rara ist dabei eine scheinbar leere Zone, wéh-
rend die Lamina densa dichter erscheint. Hier sind die Hauptbestandteile Kollagen Typ 1V,

Laminine, Nidogen und Perlecan.
(entnommen aus: (Hohenester and Yurchenco, 2013) und Figure 3-22 of Elder, D.E., Elenitsas,

R., Johnson Jr., B.L., Murphy, G.F., Xu, X., 2009. Histology of the Skin. Lippincott Williams &amp;
Wilkins, Philadelphia, PA)
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I.4. Matrix-Metalloproteasen

1.4.1. Proteasen

Proteasen sind eine Gruppe proteolytischer Enzyme, die Peptidbindungen durch Hydro-
lyse spalten kdnnen. Je nach Art der Protease unterscheidet man Endo- von Exopep-
tidasen. Wahrend Endopeptidasen Peptidbindungen innerhalb eines Peptids oder Pro-
teins spalten, spalten Exopeptidasen Proteine von den Enden her hydrolytisch in ihre
Bestandteile auf (https://www.spektrum.de/lexikon/biologie/proteasen/54116#, 1999,
Castro et al., 2011). Man unterscheidet Proteasen anhand ihres fir die Katalyse bené-
tigten, im katalytischen Zentrum enthaltenen ,Rest". So werden Proteasen in Serin-, Cys-
tein-, Aspartat- und Metalloproteasen unterteilt (Castro et al., 2011). Die Metallopro-
teasen kdnnen in weitere 27 Gruppen unterteilt werden, von denen eine der grofiten die
Metzincine sind - eine universelle Ubergruppe von Zink-abhangigen Endopeptidasen, zu
denen auch die Matrix-Metalloproteasen (MMP), die Dinsintegrin-Metalloproteasen
(ADAM) und die ADAMs mit Thrombospondin-Domanen (ADAMTS) gehoéren (Sekhon,
2010, Jackson et al., 2017).

Proteasen bewirken nicht nur den Abbau von Proteinen, sondern sind auch fiir die Akti-
vierung von inaktiven Vorstufen von Proteinen durch Proteolyse verantwortlich. Sie sind
an einer Reihe verschiedener biochemischer, physiologischer und pathologischer Pro-
zesse beteiligt (Cui et al., 2017).

1.4.2. Aufbau von Matrix-Metalloproteasen (MMPs)

Metalloproteasen sind Zn?*-abhéngige Endopeptidasen, die wie die Bestandteile der
ECM ubiquitar vorkommen. Sie werden in die sechs Gruppen Kollagenasen, Gelatina-
sen, Stromelysine, Matrilysine, membranstandige Metalloproteasen und andere Me-
talloproteasen unterteilt (Klein et al., 2015). Im humanen Organismus gibt es 23 ver-
schiedene Metalloproteasen, wovon sechs membranstandig vorkommen - somit sind der
Grofdteil der MMPs sezernierte extrazellulare Proteine (Rawlings et al., 2012). Me-
talloproteasen unterscheiden sich von anderen Endopeptidasen durch ihre Metallionen
als Kofaktoren, durch ihre Fahigkeit, extrazellulare Matrix abzubauen und durch ihre spe-
zifische DNA-Sequenz (Sekhon, 2010).

Die MMPs besitzen einen gemeinsamen Aufbau aus Signalpeptid, Prodomane, katalyti-

scher Domane mit Zn?*-lon, ,Gelenk® (Linker 1) und einem ,Stiel* (Linker 2) (s. Abbildung
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9). Die Prodoméane dient als intramolekularer Inhibitor, der die inaktive Zymogenform
durch Blockierung der katalytischen Doméane stabilisiert.

Einige MMPs besitzen zusatzlich eine Hemopexin-ahnliche Domane (Pex) (Radisky and
Radisky, 2015). Die Hemopexin-ahnliche Doméane tragt einerseits zu der Bindung der
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), andererseits zur Lokalisation von MMPs
Uber Proteinbindungen zu Zelloberflachenrezeptoren wie Integrinen bei (Radisky and
Radisky, 2015, Cui et al., 2017). Zum Teil besitzen MMPs zuséatzliche Doméanen, die sie
z. B. zu speziellen Membranstrukturen oder Multiproteinkomplexen leiten und so eine
Spezifitat fur bestimmte Proteinsubstrate gewahrleisten (Radisky and Radisky, 2015).
Die membranstandigen Metalloproteasen (MT-MMP, Abbildung 9) besitzen zusatzlich
einen Glykophosphatidylinositol (GPI)-Anker mit kurzer hydrophober Sequenz (MMP-17,
-25) oder eine Transmembrandomane (TM) mit intrazellularem Anteil (MMP-14, -15, -
16, -24) (Itoh, 2015, Radisky and Radisky, 2015).

Alle MT-MMPs besitzen ein konserviertes Aminosauremotiv am C-Terminus der Prodo-
mane, das zur Aktivierung durch Proproteinkonvertasen wie Furin im Golgi-Apparat er-
kannt und gespalten wird. Die MT-MMPs werden als aktive Enzyme an der Zelloberfla-
che exprimiert. Dort bestehen die MT-MMPs nur noch aus der katalytischen Domane,
den Linkern, der Hemopexin-ahnlichen Domane und ihrem Anker (Abbildung 9) (ltoh,
2015).

Wie die MT-MMPs werden auch die extrazellularen MMPs durch Abspaltung der Prodo-
mane aktiviert, dies geschieht jedoch extrazellular. Aktiviert werden sie entweder durch
andere MT-MMPs oder Serinproteasen im Extrazellularraum. Extrazellular kénnen
MMPs sowohl als inaktive Zymogene als auch als aktive MMPs vorliegen (Radisky and
Radisky, 2015).
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MMP Domain Architecture

MMP-7,-26 (S [ProQ CAT )

MMP-1, -3, -8, -10,

-11,-12,-13,-19, (s [ProY cAT NN PER)

20, 21, -27, -28
MMP-2,-9  (s)Prog_car YN\ rEl

MT1-MMP (MMP-14),
MT2-MMP (MMP-15),
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MT4-MMP (MMP-17), _
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MMP-23 (dMJProQ cAT ] cA lg )

Abbildung 9 Schematischer Aufbau von Matrix-Metalloproteasen

MMPs sind aufgebaut aus einem Signalpeptid (S), einer Prodoméne (Pro), einer katalytischen
Doméne (Cat) und zwei Linkern. Einige besitzen zusétzlich eine Hemopexin-dhnliche Doméne
(Pex). An den Linker 2 (schwarze Linie) schlie3t sich bei den MT-MMPs die entsprechende
Ankersequenz an.

TM - Transmembran-Domé&ne

GPI - Glykophosphatidylinositol-Anker

F - Fibronectin type Il repeats

(entnommen aus: (Radisky and Radisky, 2015))

1.4.3. Aufgaben von Matrix-Metalloproteasen
Eine der Hauptaufgaben der MMPs liegt in der Spaltung und im Abbau von Komponen-
ten der ECM. Fast jeder Bestandteil der ECM kann von einer oder mehreren MMPs um-

gesetzt werden (Page-McCaw et al., 2007, Rodriguez et al., 2010). Viele MMPs sind

dabei in der Lage, Kollagene zu spalten. Sie erleichtern so die Zellinvasion durch die
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Basalmembran von Epithelien, was auch bei pathologischen Prozessen wie der Entste-
hung und Ausbreitung von Tumorerkrankungen eine Rolle spielt (Kessenbrock et al.,
2010, Radisky and Radisky, 2010).

Doch auch Nicht-Komponenten der ECM gehéren zu den Angriffspunkten von MMPs.
Sezernierte MMPs und MT-MMPs erfiillen ihre Funktionen auch durch die Spaltung einer
Reihe verschiedener Molekule, die wiederum in zellularen Signalkaskaden beteiligt sind
oder als Chemokine fungieren, z. B. fur Zellen des Immunsystems (Rodriguez et al.,
2010, Itoh, 2015).

Durch ihr breites Spektrum an Substraten sind MMPs maligeblich an der Anpassung
des Mikromilieus von Organen und an einer ganzen Bandbreite wichtiger biologischer
Prozesse beteiligt, die von der Implantation der Eizelle in die Uterusschleimhaut
(Alexander et al., 1996) bis hin zu Apoptose und Nekrose reichen (Egeblad and Werb,
2002, Piccard et al., 2007, Curtis et al., 2012) (Ubersicht Tabelle 3). So kénnen MMPs
z. B. am Gleichgewicht des Gewebeum- und -abbaus mitwirken, indem sie Substrate
wie das inaktive TGF in seine aktive Form spalten. Das aktive TGF ist ein wichtiger
Regulator des Zellzyklus, in dem es in gesunden Zellen einen Arrest bewirken kann
(Annes et al., 2003).

Proteolysen durch Metalloproteasen spielen eine wichtige Rolle bei einer Reihe von mor-
phogenetischen Prozessen wie der Ossifikation von Knochen (Holmbeck et al., 1999),
der Angiogenese oder der Entwicklung der Brustdrise (Rodriguez et al., 2010). Des
Weiteren sind sie beteiligt an physiologischen Vorgangen wie Wundheilung, Menstrua-
tion und Reproduktion; umgekehrt konnte auch ein Zusammenhang zwischen einer
Fehlregulation der MMPs und einiger Pathologien wie rheumatoider Arthritis, chroni-
schen Entziindungen und Krebs gefunden werden (Rodriguez et al., 2010) — weshalb
sie schon friher in den Fokus von der Entwicklung eines neuen Therapieansatzes ge-
langten.

Anhand der vielen verschiedenen Ansatzpunkte von Metalloproteasen lasst sich bereits
ableiten, dass eine Abweichung von der Norm bei der Entstehung von Krankheiten maf3-

geblich mitwirken kann.
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Tabelle 3 Klassifikation und Ubersicht von Matrix-Metalloproteasen

(modifiziert und zusammengefasst nach: (Kapoor et al., 2016))

MMP Klassifikation Typ Substrat - Auswahl

MMP-1 Kollagenase  Kollagenase-1 | Kollagene (I-lll, VII-VIII, X), Gelatine, Aggre-
can, L-Selectin, IL-IB, Proteoglycane, Entac-
tin, Ovostatin, MMP-2, MMP-9

MMP-8 Kollagenase  Kollagenase-2 : Kollagene (I-1ll, V, VII, VIIl, X), Gelatine, Agg-
recan, Fibronectin

MMP-13 Kollagenase | Kollagenase-3 | Kollagene (I-IV, IX, X, XIV), Gelatine, Plasmi-
nogen, Aggrecan, Perlecan, Fibronectin, Os-
teonectin, MM

MMP-2 Gelatinase Gelatinase A Gelatine, Kollagene (IV-VI, X), Elastin, Fib-
ronectin

MMP-9 Gelatinase Gelatinase B Kollagene (IV, V, VII, X, XIV), Gelatine, Entac-
tin, Aggrecan, Elastin, Fibronectin, Osteonec-
tin, Plasminogen, MBP, IL-I3

MMP-3 Stromelysin  Stromelysin-1  Kollagene (llI-V, 1X), Gelatine, Aggrecan, Per-
lecan, Decorin, Laminin, Elastin, Casein, Os-
teonectin, Ovostatin, Entactin, Plasminogen,
MBP, IL-IB

MMP-10 Stromelysin  Stromelysin-2 | Kollagene (l1l-V), Gelatine, Casein, Aggrecan,
Elastin, MMP-1, MMP-8

MMP-11 Stromelysin | Stromelysin-3 | Unbekannt (Casein)

MMP-7 Matrilysin Matrilysin-1 Kollagene (IV, X), Gelatine, Aggrecan, Deco-

(PUMP) rin, Fibronectin, Laminin, Elastin, Casein,

Transferrin, Plasminogen, MBP, 34-Integrin,
MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-9/TIMP-1

MMP-26 Matrilysin Matrilysin-2 Kollagen IV, Fibronectin, Fibrinogen, Gela-
tine, a(l)-Proteinase-Inhibitor

MMP-14 MT-MMP MT1-MMP Kollagene (I-Ill), Gelatine, Casein, Fibron-
ectin, Laminin, Vitronectin, Entactin, Proteo-
glycane, MMP-2, MMP-13

MMP-15 MT-MMP MT2-MMP Fibronectin, Entactin, Laminin, Aggrecan, Per-
lecan, MMP-2

MMP-16 MT-MMP MT3-MMP Kollagen Ill, Gelatine, Casein, Fibronectin,

MMP-2
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MMP Klassifikation Typ Substrat - Auswahl

MMP-17 MT-MMP MT4-MMP unbekannt
MMP-24 MT-MMP MT5-MMP Fibronectin
MMP-25 MT-MMP MT6-MMP Pro-Gelatinase A

MMP-12 | Andere Enzyme ;| Makrophagen Kollagen (1, IV), Gelatine, Elastin, Casein, Fi-
Metalloelastase : bronectin, Laminin, Vitronectin, Fibrin, Plas-
minogen

MMP-19 | Andere Enzyme RASI-1 Kollagen |

MMP-20 |Andere Enzyme : Enamelysin Amelogenin, Aggrecan, COMP

MMP-22 |Andere Enzyme ' Identifiziertes
MMP auf Chro-
mosom 1

MMP-23 | Andere Enzyme | Auf humaner
ovarieller cONA
identifiziert

MMP-28 | Andere Enzyme | unbekannt

1.4.4.Fehlregulation von Matrix-Metalloproteasen

Schon in mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein Funktionsverlust
oder eine Fehlregulation der Expression von MMPs zu verschiedenen Pathologien eines
Organsystems flihren.

MMP-14 scheint eine zentrale Rolle in der Homodostase des Knochenstoffwechsels so-
wie Pathologien rund um den Knochen, wie bei rheumatischen Autoimmunerkrankungen
und malignen Neoplasien (multiples Melanom, Metastasierung von Brust- und Prostata-
krebs), einzunehmen (Rodriguez et al., 2010). Ein Funktionsverlust von MMPs, darunter
MMP-14, fihrt zu einem vermehrten Knochenabbau aufgrund beeintrachtigter Vaskula-
risation von Knorpel in Ossifikationszentren (Holmbeck et al., 1999).

In Tumorzellen, u. a. in Brustkrebs (Radisky and Radisky, 2015) oder Pankreaskarzinom
(Coussens et al., 2002), konnte teilweise eine Uberexpression bestimmter Metallopro-
teasen nachgewiesen werden. Fur Brustkrebs wurden in Analysen von Patientendaten-
sets v. a. MMP-1, -9, -11, -12, -14 und -15 als negative Marker fir den Ausgang einer
Brustkrebserkrankung identifiziert (McGowan and Duffy, 2008, Roy and Walsh, 2014).

Dabei korrelieren MMP-14 und MMP-9 bei einer Uberexpression in Brustkrebszellen mit
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einem kiirzeren rezidiv-freien Intervall und einer geringeren Uberlebensspanne insge-
samt. Diese Uberexpression lieR sich nicht nur auf Tumorzellen finden, sondern auch
andere Zelltypen, wie Fibroblasten und Monozyten, kdnnen MMPs verandert exprimie-
ren und gehen mit einer schlechten Prognose flur die Brustkrebspatientinnen einher
(Vizoso et al., 2007). Es hat sich in Studien bereits ein Zusammenhang zwischen einer
Uberexpression von MMPs und Tumorprogression bzw. -metastasierung gezeigt. Dabei
wurde die veranderte Expression in Stadien fortgeschrittener invasiver Tumore (Radisky
and Radisky, 2015) festgestellt, aber auch in pramalignen Carcinoma in situ (Cis)-Ver-
anderungen wie der duktalen Hyperplasie konnten schon veranderte MMP-Expressio-
nen nachgewiesen werden, die sich im Verlauf als pradiktive Marker fir eine Progression
herausstellten (Poola et al., 2005) (Abbildung 10). Aus diesem Grund gelten Matrix-Me-
talloproteasen auch als Treiber der Progression und Metastasierung und sind haufig
Marker fir eine schlechte Prognose (Kessenbrock et al., 2010); gleichzeitig sind sie aber

auch vielversprechend als Friherkennungsmarker.

Tumor

A Normal B Angiogenesis/ c
mamma ] or
Macrophage ry vasculogenesis| | cell proliferation!

acinus Enhanced

i angiogenesis/
I(;l::::;eoc: Formation of Increased giog
Inenbrane stromal ECM

Loss of
basement
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Tumor cell
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associated
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Abbildung 10 Die Rolle von MMPs in der Brustkrebs-Progression

A - Im gesunden Brustgewebe sind Driisenazini in kollagenes Bindegewebe eingebettet.

B - Beim duktalen Carcinoma in situ (dCis) werden MMPs von aktivierten Fibroblasten produziert,
es kommt zu einer Infiltration durch Makrophagen und andere Zellen des Immunsystems und die
Zellen der Driisenazini weisen einen erhdhten Proliferationsindex auf, der die Grenzen der
Basalmembran noch akzeptiert.

C - Das invasive Mamma-Ca Ubertritt die Basalmembran der Driisenazini und infiltriert das um-
liegende Bindegewebe sowie beginnend Blutgefél3e durch Degradation der extrazelluldren
Matrixbestandteile mithilfe der MMPs.

(entnommen aus: (Radisky and Radisky, 2015))
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Es ist bekannt, dass MMPs mafRgeblich an Prozessen beteiligt sind, die eine Tumorent-
stehung bzw. -wachstum begtinstigen. So stimulieren MMPs die Zellproliferation durch
Freisetzung verschiedener pro-proliferativer Chemokine (Kessenbrock et al., 2010), so-
wie die Aussprossung von Gefallen fur ein gefalibildendes Mimikry zur Versorgung des
Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff (Seftor et al., 2012) und formen so das Tumor-
mikroenvironment durch ihren Einfluss auf umliegende Zelltypen des Stromas (Radisky
and Radisky, 2015).

Matrix-Metalloproteasen gelangten deshalb in der Vergangenheit schon ofter in den Fo-
kus von Studien, die MMPs als Therapieansatz nutzen wollten. Obwohl besagte Studien
als vielversprechend angesehen wurden, war die klinische Phase bisher nicht erfolgreich
(Overall and Kleifeld, 2006, Overall and Lépez-Otin, 2002, Coussens et al., 20023,
Coussens et al., 2002b) . So konnte der Breitspektrum-Inhibitor Marimastat, der die ka-
talytische Domane der meisten MMPs blockierte, keine signifikante Verlangerung der
progressionsfreien Zeit bei metastasiertem Brustkrebs erzielen (Sparano et al., 2004).
Aufgrund der signifikanten Expressionsveranderung von Metalloproteasen in Brusttumo-

ren ist ein erneuter Blick auf einen mdglichen Therapieansatz weiterhin lohnenswert.

1.4.5. Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMPs)

TIMPs sind eine Gruppe kleiner sekretierter, homologer Proteine, deren Funktion vor
allem in der Inhibition der Aktivitat von Metalloproteasen (C-Terminus) besteht, die aber
auch eine Reihe anderer MMP-unabhangiger Funktionen erflllen (N-Terminus) (Murphy,
2011, Stetler-Stevenson, 2008).

Es gibt vier verschiedene TIMPs (TIMP1 - 4), die unabhangig von ihrer regulatorischen
Wirkung auf MMPs auch durch die Bindung an Oberflachenrezeptoren direkt Einfluss
auf Zellsignalwege und dadurch auf Proliferation, Zellwachstum und Apoptose (Tabelle
4) nehmen. Die vier TIMPs inhibieren alle MMPs und daruber hinaus auch einige andere
Mitglieder der Metzincin-Familie, wie Disintegrin-Metalloproteasen (ADAM, ADAMTS),
wodurch sie von groRer Bedeutung fur den Gewebeumbau und die interzellulare Kom-

munikation sind (Murphy, 2011).
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Tabelle 4 Eigenschaften humaner TIMPs

AnglIR - Angiotensin-II-Rezeptor

EFEMP1 - EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1

VEGFR - vascular endothelial growth factor receptor

LRP1 - low densitiy lipoprotein receptor-related protein 1

(entnommen aus: (Murphy, 2011))
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Das Expressionsmuster von TIMPs ist gewebespezifisch und lasst sich durch verschie-
dene Cytokine und Wachstumsfaktoren regulieren. Die unterschiedlichen Subtypen der
TIMPs sind dabei in bestimmten Organsystemen gehauft zu finden; so ist die TIMP1-
Expression v. a. in Organen des Reproduktionssystems sowie in Bereichen des zentra-
len Nervensystems mit erhdhter neuronaler Plastizitat, wie dem Hippocampus, zu finden
(Rivera et al., 2010). Dadurch ergibt sich auch bei den TIMP-Subtypen ein diverses Auf-
gabenspektrum, das jedoch nicht abschlielfend untersucht ist. TIMP1 spielt eine Rolle in
der Zellproliferation und zeigt einen anti-apoptotischen Effekt auf einige Zelltypen.
TIMP?2 ist ebenfalls in Mechanismen der Zellproliferation zu finden und TIMP3 kann je

nach Zelltyp apoptotische Effekte haben (dies zeigte sich auch in Tumorzellen). Das
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Fehlen von TIMP3 in Tumoren erwies sich in Studien als schlechte Prognose fir die
Patienten (Jackson et al., 2017).

Entgegen der Erwartung waren TIMP1-Konzentrationen bei Brust- und Colon-Karzinom-
patienten haufig erhéht und gingen hier mit einer schlechten Prognose fir den Krank-
heitsverlauf einher. Diese Tatsache legt ein Augenmerk auf den Gebrauch von TIMPs
als Biomarker und prognostischer Faktor in verschiedenen Tumoren, darunter Brust,
Colon und diverse hamatologische Neoplasien (Murphy, 2011).

Die breite Rollenverteilung von TIMPs in karzinogenen Prozessen erdffnet ein For-

schungsspektrum fir neue Therapieansatze der Krebstherapie.

1.5. Organoide

1.5.1. Allgemeines

Ein Organoid ist ein sehr vereinfachtes dreidimensionales (3D)-Modell eines Organs.
Organoide bestehen aus selbstorganisierenden Stammzellen, die in einem speziellen
Kulturmedium mit Hilfe einer komplexen ECM organspezifisch ausreifen kdnnen und
eine beinahe physiologische Histologie widerspiegeln (Kretzschmar and Clevers, 2016).
Fir die Herstellung von Organoiden bendtigt man Gewebe- bzw. Zellproben, die Stamm-
zellen enthalten. Stammzellen besitzen im Gegensatz zu anderen Zellen die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung, aulerdem sind sie in der Lage, in verschiedene Gewebe- und
Zelltypen zu differenzieren. Diese Fahigkeiten sind entscheidende Grundlagen fur die
Kultur von Organoiden.

Organoide konnten mittlerweile aus verschiedensten Quellen gewonnen werden - ob
nun aus multipotenten adulten Stammzellen oder aus pluripotenten Stammzellen, wie
z. B. embryonalen Stammzellen oder induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC)
(Kretzschmar and Clevers, 2016). Auch wenn embryonale Stammzellen die groRte Ent-
wicklungs- und Differenzierungskapazitat innehaben, ist deren Verwendung in Deutsch-
land aufgrund ethischer, moralischer und technischer Griinde nach wie vor stark umstrit-
ten und deren Einsatz in der Forschung sehr begrenzt. Die Gewinnung und Verwendung
adulter Stammzellen (z. B. aus Biopsaten) gestaltet sich einfacher und bietet ebenfalls
die Mdglichkeit, Organoide aus dem Ursprungsgewebe der Stammzellen zu gewinnen.
Es kénnen Gewebe- bzw. Zellproben sowohl von gesunden als auch von kranken Spen-
dern verwendet werden (Drost and Clevers, 2018). Bisher war es mdglich, Organoide

aus multiplen murinen und humanen Epithelien zu gewinnen, darunter Colon (Sato et
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al., 2011), Leber (Huch et al., 2013), Pankreas (Boj et al., 2015), Prostata (Chua et al.,
2014), Magen (Bartfeld et al., 2015), Eileiter (Kessler et al., 2015), Geschmacksknospen
(Ren et al., 2014), Speicheldriisen (Maimets et al., 2016), Osophagus (DeWard et al.,
2014), Lunge (Rock et al., 2009) und Brust (Sachs et al., 2018) (Abbildung 11).

A organoids derived from adult stemcells or tissues B organoids derived from pluripotent stem cells

esophagus colon and rectum liver liver small intestine stomach

digestive digestive
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pancreas salivary gland small intestine stomach kidney pituitary gland
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taste buds fallopian tube mammary gland brain lung
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: nervous respirato
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Abbildung 11 Organoidkulturen aus verschiedenen Organsystemen

Organoidkulturen konnten aus verschiedenen Organsystemen gewonnen werden
A - Organoide, die aus adulten Stammzellen oder Gewebe gewonnen wurden.
B - Organoide, die aus pluripotenten Stammzellen gewonnen wurden.

(entnommen aus: (Kretzschmar and Clevers, 2016))

Bisher wurden die meisten Organoide aus epithelialem Ursprungsgewebe gewonnen
(Drost and Clevers, 2018). Bestrebungen, Organoide aus nicht-epithelialem Ursprung zu
generieren, schlagen sich in Studien bereits nieder (Hubert et al., 2016).

Manche dieser Organsysteme sind in Organoidkultur schon so gut etabliert, dass erste
Biobanken angelegt wurden, darunter von Pankreas (Huang et al., 2015), Brust (Sachs
et al., 2018) und Colon (Fujii et al., 2016). Diese Biobanken eréffnen neue Mdglichkeiten,
um Medikamentenscreenings mit hoher Testkapazitat durchfihren zu kdnnen.

Zur Kultur von Organoiden werden Stammzellen in einem bei Raumtemperatur polyme-

risierenden Gel (Matrigel, Basement Membrane Extract/BME) ausgesat. Dieses Gel hat
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die Funktion, die extrazellulare Matrix zu imitieren und den wachsenden Organoiden eine
Expansion in alle Raumebenen zu ermdglichen. Matrigel ist laminin- und kollagenreich
und wirkt so an der Aggregation und Polarisation der Stammzellen mit (Sachs and
Clevers, 2014).

Das Matrigel (auch Basement Membrane Extract genannt) wird aus transplantierbaren
Sarkomen in Mausen gewonnen. Die undefinierte Zusammensetzung kdnnte jedoch et-
liche Versuchsergebnisse beeinflussen und Medikamententests behindern. Deshalb
werden gerade auch synthetische Matrices entwickelt, um die murinen ECM-Vertreter
zu ersetzen (Gjorevski et al., 2016).

Zusatzlich benétigen die Organoide zur Ausreifung ein Medium mit einem organspezifi-
schen Wachstumsfaktorenmix, sodass die physiologischen Bedingungen des Spender-
organismus der Stammzellen mdglichst realistisch nachempfunden werden (Sato et al.,
2011, Turco et al., 2017). Aus den Stammzellen differenzieren sich so die verschiedenen
in einem Organ vorkommenden Zellen und bilden kleine dreidimensionale Modelle des

Organs in der Petrischale nach.

1.5.2. Vor- und Nachteile der Organoidkultur

Organoide kénnen mit hoher Effizienz Uber einen langeren Zeitraum kultiviert, mehrfach
passagiert, kryokonserviert und wieder aufgetaut werden und bleiben phanotypisch
stabil (Drost and Clevers, 2018). Die Anzahl der DNA-Variationen sowie die Sequenz
der DNA sind und bleiben in Organoiden zu ihrem Primargewebe identisch, typische
Mutationsmuster gleichen sich ebenfalls (Sachs et al., 2018). Es wurden bereits Orga-
noide erfolgreich Uber 20 Passagen lang kultiviert (Sachs et al., 2018), die dabei gene-
tisch stabil blieben (Behjati et al., 2014).

Organoide bieten eine Mdglichkeit, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sowie Stoff-
wechselwege unabhangig vom zellularen Mikroenvironment zu studieren. Genomische
Analysen konnen durchgefihrt werden, bei denen Immun- und Stromazellen normaler-

weise einen Storfaktor darstellen wiirden.

Aber die Kultur und der Einsatz von Organoiden weist auch Nachteile auf. Ihre Kultivie-
rung ist deutlich zeitaufwandiger und ressourcenverbrauchender als herkémmliche zwei-
dimensionale (2D)-Kulturen.

Eine Untersuchung von Tumor-Stroma-Interaktionen ist aufgrund des Fehlens von

Stroma, BlutgefalRen und Immunzellen bislang kaum mdglich (Sachs and Clevers, 2014)
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und das fehlende Mikroenvironment kann Unterschiede im Expressionsmuster im Ver-
gleich zum Originalgewebe verursachen. Aufgrund der mangelnden neuralen und vend-
sen Versorgung besteht auch eine Wachstumslimitierung.

Fiar Tumor-Organoide gilt, dass Organoide aus weiter fortgeschrittenen Stadien schlech-
ter wachsen, was das Risiko birgt, dass pathologische Organoide in Mischkulturen von
besser wachsenden Organoiden aus gesunden Zellen Uberwuchert werden. In diesem
Fall musste man selektive Kulturbedingungen schaffen oder im Voraus penibel auf die
Qualitat der Zellprobe achten (Drost and Clevers, 2018).

1.5.3. Neue Wege in der Krankheitsmodellierung

Bisher waren Zelllinien und Xenografte (Transplantate zwischen unterschiedlichen Spe-
zies) Mittel der Wahl zur Modellierung von Krankheiten. 2D-Kulturen und Xenografte in
Tiermodellen haben in den letzten Jahrzehnten viel dazu beigetragen, Tumorbiologien
zu verstehen (Sachs and Clevers, 2014). Nach heutigem Wissensstand sind Tumore
individuell sehr verschieden, die Entstehungs- und Entwicklungsmechanismen sind
komplex. Es braucht oft mehr als nur ein bis zwei Treibermutationen, um aus einer ge-
sunden Zelle eine bosartig wuchernde Krebszelle zu machen (Markowitz and
Bertagnolli, 2009). Diese herkdmmlichen Modelle kénnen deshalb den Primartumor nur
bedingt abbilden (Kamb, 2005). In 2D-Kulturen kénnen nur wenige Zellklone zu bestan-
digen Linien herangezogen werden, diese konnen dann aber durch wiederholte Passa-
gen substantielle genetische Veranderungen durchlaufen, aulerdem fehlt es an physio-
logischer Komplexitat (Drost and Clevers, 2018). Tiermodelle kénnen z. B. nicht die his-
tologische und genetische Variabilitdt darstellen, die menschliche Tumore innehaben
(Torre et al., 2015).

3D-Modelle wie die Spharoide konnten in der Vergangenheit schon zeigen, dass sie im
Vergleich zu zweidimensionalen Zelllinien Vorteile in der Imitation von Tumoren mit-
brachten. Spharoide sind als die Vorganger von Organoiden Verbande von Tumorzellen,
die sich in einem gewohnlichen Kulturmedium in nicht-adhasiven Kulturplatten kultivie-
ren lassen. In diesem Umfeld bilden Tumorzellen dreidimensionale Aggregate. Bei ge-
nigend Sauerstoff- und Nahrstoffvorkommen beginnen die aul’enliegenden Lagen der
Tumorzellen zu proliferieren, wahrend die inneren aufgrund Mangelerscheinungen und
der damit zusammenhangenden Akkumulation von Metaboliten in Nekrose Ubergehen

konnen. Diese Tatsache spiegelt das Wachstumsverhalten von Tumoren in vivo deutlich
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besser wider und erlaubt tiefere Untersuchungen der Tumorbiologie, Stammzelifor-
schung und Immunonkologie (Kloker et al., 2018).

Organoide kdnnen als 3D-Kultur eine wichtige Briicke in Krankheitsmodellen zwischen
Zelllinien und Xenograften schlagen und den Bereich der 3D-Kulturen um eine weitere
vielversprechende Zellkulturtechnik erweitern. Nicht nur, dass sie mit groRRer Effizienz
aus Gewebeproben von Patienten gewonnen werden kdénnen, sie sind auch ahnlich wie
Xenografte naher an der Physiologie in vivo und lassen auch grof3 angelegte Medika-
mententestungen zu, die in Tiermodellen ethisch nicht vertretbar waren (Sachs and
Clevers, 2014).

Direkte Vergleiche von Tumor-Organoiden mit ihren Primartumoren, um die Ubertrag-
barkeit von Ergebnissen vom Labor in die Klinik zu testen, finden laufend statt. So ist fir
viele Gewebe, aus denen Organoide gewonnen wurden, bereits bekannt, dass sich Or-
ganoid und Primartumor genetisch wie phanotypisch weitestgehend gleichen (Sachs et
al., 2018, Drost and Clevers, 2018). Die Histopathologie der Organoide blieb dabei sogar
nach der Xenotransplantation in immundefiziente Mause erhalten (Fuijii et al., 2016).
Aber im Unterschied zu Zelllinien und Xenograften kénnen Organoide auch effizient aus
frihen Stadien von Tumoren gewonnen werden - diese wachsen zumeist sogar besser
als deren weiter fortgeschrittene Korrelate (Drost and Clevers, 2018). Sie sind demnach
in der Lage, (Tumor-)Erkrankungen in ihrer Heterogenitat abzubilden und 6ffnen neue
Wege in der Untersuchung von biochemischen Prozessen und ihren Pathologien. Des
Weiteren kénnen genetische Modifikationen vorgenommen werden, die eine Krankheits-
modellierung zulassen (Drost and Clevers, 2018).

Untersuchungen im Hinblick auf die Proteinausstattung von Organoiden missen noch
vorgenommen werden um sicherzustellen, dass sich das Proteom auch bei Expansion
der Organoide in vitro erhalt (Drost and Clevers, 2018). Dies ist im Hinblick auf die Uber-
tragbarkeit von Forschungsergebnissen auf eine in vivo-Situation eine wichtige Voraus-
setzung.

Ein weiterer Vorteil ist, dass Kokulturen zwischen Organoiden verschiedener Herkunft
und mit Zellen anderen Ursprungs (z. B. hamatopoetische Zellen) oder mit Pathogenen
mdglich sind. So kdnnen Wechselwirkungen verschiedener Interaktionspartner miteinan-
der untersucht werden (Drost and Clevers, 2018). Einer Arbeitsgruppe um Michael Work-
man ist es 2017 bereits gelungen, intestinale Organoide mit einem funktionalen Nerven-

system zu generieren (Workman et al., 2017).
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1.5.4. Aus der Petrischale ans Krankenbett

Eine der ersten Studien um Vlachogiannis, die die Ubertragbarkeit der Wirksamkeit von
Medikamenten in klinischen Studien von Organoiden auf Patienten untersuchte, stellte
einen positiven pradiktiven Wert von 88 % und einen negativen pradiktiven Wert von
100 % im Hinblick auf die Wirksamkeit fest (Vlachogiannis et al., 2018). Auch in weiteren
Studien wurde die gute Ubereinstimmung der Sensitivitat auf Medikamente zwischen
Organoiden und Patienten bestatigt (Drost and Clevers, 2018).

Diese Ergebnisse wecken vielversprechende Hoffnungen auf Fortschritte im Bereich der
individualisierten Medizin. FUr das Krankheitsbild der Zystischen Fibrose, bei der es
durch Mutationen im CFTR-Gen (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator),
das fur einen Chlorid-Kanal verschiedener Driisenzellen codiert, zu einer Viskositatser-
héhung von Sekreten kommt, werden patientenspezifische Organoide bereits im klini-
schen Kontext zur Testung von Medikamenten verwendet (Dekkers et al., 2016).
Abgesehen von der Tatsache, dass Organoide aus pathologischem Gewebe fiir die Ent-
wicklung neuer Medikamente und fiir die Uberpriifung der Wirksamkeit von Medikamen-
ten verwendet werden kdnnen, kénnen Organoide aus gesundem Gewebe fur Zytotoxi-
zitdtsassays hergenommen werden. So kann der Effekt von Substanzen auf gesunde

Zellen parallel untersucht werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Organoide fiir die personalisierte Medizin und Medikamentenentwicklung

Organoide bieten ein breites Spektrum an Anwendungsmdglichkeiten. Sie kénnen sowohl aus
gesundem als auch aus Tumorgewebe gewonnen werden und somit zu vergleichenden Studien
hinsichtlich Medikamentenentwicklung herangezogen werden. Es k6nnen Toxizitdtsassays auf
gesundes Gewebe erstellt, sowie patientenspezifische Wirkung einzelner Medikamente auf er-
kranktes Gewebe getestet werden. Durch das Anlegen von Biobanken ist ein breit angelegtes
Medikamentenscreening maglich.

(entnommen aus: (Drost and Clevers, 2018))
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1.5.5. Organoide in der Brustkrebsforschung

Auch fir Brustkrebs und gesundes Brustgewebe konnten bereits Organoide entwickelt
werden (Sachs et al., 2018). Brustkrebs-Organoide spiegeln in ihrer Morphologie bzw.
Histologie den Primartumor wider. Es kénnen in den Tumor-Organoiden i. d. R. diesel-
ben histologischen Atypien gefunden werden, die im Primartumor auch vorkommen (Fujii
etal., 2016, Sachs et al., 2018), wie Kernatypien, gesteigerte Mitoseraten und Apoptose-
Figuren. Es konnte auch beobachtet werden, dass Organoide aus duktalen Brusttumo-
ren i. d. R. solide wachsen, Organoide aus lobuladren Brusttumoren eher diskohasiv
(Drost and Clevers, 2018). Durch ihre starke Ahnlichkeit zum Originalgewebe kdnnen
Organoide ein Werkzeug zum besseren Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanis-
men lobularer wie duktaler Histologien sein.

Neben der Morphologie und der Histopathologie stimmen auch der Hormonrezeptor- so-
wie der HER2-Status mit dem Originaltumor weitestgehend Uberein (Drost and Clevers,
2018). Der ER-/PR-Rezeptorstatus ist in Organoiden in 75 % bei positiven, in Gber 90 %
bei negativen Tumoren erhalten; bei HER2-positiven Tumoren in 80 %, bei HER2-nega-
tiven in Gber 90 % der Falle (Sachs et al., 2018).

Die Entwicklung der Organoid-Kulturen liefert nun neue Chancen fir physiologische
Krebsmodelle und kann somit die Aufschlisselung von Tumorentstehung, -entwicklung

und -interaktion weiter vorantreiben.

|.6. Ziel der Arbeit

Viele Frauen werden im Laufe ihres Lebens mit der Diagnose Mamma-Ca konfrontiert,
und trotz bereits weit entwickelter Therapien stirbt noch eine groRe Anzahl dieser Frauen
an ihrer Tumorerkrankung. Es bedarf deshalb weiterfihrender Forschung der Pathome-
chanismen von Brusttumoren sowie neuer Ansatze fiir Therapien. Organoide als ,Mini-
Modelle“ von Mamma-Ca kdénnen einen neuen Baustein fur die Weiterentwicklung von
Therapien darstellen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Mamma-Ca-Organoide
im Labor als Organoidlinien zu etablieren, ihren Aufbau aufzuschlisseln und die Expres-
sion von Matrixkomponenten, ihrer Rezeptoren und von Matrix-Proteasen zu analysie-

ren.
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Fir die Bearbeitung der Aufgabenstellungen sollten Organoide aus Brustkrebsgewebe
generiert werden, wobei sich die Kulturbedingungen v. a. an Protokollen der Arbeits-
gruppe um Prof. Hans Clevers (Hubrecht Institute, Utrecht, Niederlande) orientieren soll-
ten. Die zellularen Gewebeproben stammten von Patientinnen und Patienten der Uni-
versitats-Frauenklinik Tubingen. Das erste Ziel (und Voraussetzung fur die weitere Ar-
beit) war die erfolgreiche Etablierung von Organoidlinien (> 5 Passagen). Kryokonser-
vierung und Fixierung der Brustkrebs-Organoide waren Teilaspekte der Arbeit, die bei
den Organoidkulturen Uberprift oder neu definiert werden mussten. Im nachsten Schritt
wurde die Expression der fir Parenchyme essenziellen Bauteile wie Laminine und In-
tegrine, Marker fur eine polare Differenzierung in basale und luminale Zellen sowie Ver-
treter der Matrix-Metalloproteasen und TIMPs qualitativ mittels Immunfluoreszenzfar-
bungen und RT-PCR-Analyse (reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction) un-
tersucht. Der biologische Aufbau der Mamma-Ca-Organoide wurde in 2D-Techniken wie
in 3D-Techniken untersucht und dabei herkdmmliche Auflicht-Mikroskopie sowie neuere
Multiphoton-/LSM-Mikroskopie angewandt.

Die Immunfluoreszenzfarbung diente v. a. einer morphologischen Beurteilung der Orga-
noide, an der abzulesen war, inwiefern sich der zellulare Aufbau von Brustkrebs-Orga-
noiden vom Originalgewebe ableiten lieR. Durch die Verwendung proteotypischer Mar-
ker fur die Immunfluoreszenzfarbung konnte ein Vergleich zwischen den Organoidlinien
angestellt und die Reproduzierbarkeit des Aufbaus direkt gegenubergestellt werden.
Dem gegenuber sollte die RT-PCR-Analyse die Expression in einem detaillierteren Bild
darstellen.

Die grundlegende Untersuchung von Mamma-Ca-Organoiden hinsichtlich ihrer Repra-
sentativitat fir die Primartumore ist das Fundament fir weitere Schritte, die zur Entwick-

lung neuer Therapien fuhren kdnnen.
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II. Material und Methoden

I1.1. Material

1.1.1. Patientenproben und Zelllinien

Tabelle 5 Auflistung der verwendeten Patientenproben und Zelllinien

w - weiblich
m - ménnlich

G - Grading

Alle Zelllinien wurden freundlicherweise von der AG Koch (Dr. André Koch) der Universitéats-Frau-

enklinik Tubingen zur Verfligung gestellt.

Zelllinie

Klinische Klassifikation

Geschlecht Zustand zum Zeitpunkt

der Entgegennahme

BC13

BC43

BC58

BC60

BC89

BC91

BC97

NST links, zentral, multizentrisch,
G3, pT4b, pN1a, cM1, ER/PR*

kultiviert als Organoide

invasiv-lobular rechts, bifokal mit
angrenzendem CiS, G2, pT1c,
pNO, cMO, triple*

Einzellzellsuspension,
eingefroren

NST rechts, unifokal, G2, pT1c,
pNO, cMO, ER/PR*

Einzelzellsuspension,
eingefroren

NST rechts, multizentrisch mit be-
gleitendem CiS, G3, pT1c, pN1,
cMO, ER/PR*

Einzelzellsuspension,
eingefroren

NST beidseits, multizentrisch
rechts, unifokal links, G1 - G2 mit
assoziiertem CiS, pT1c, pN1a,
cMO, ER/PR?*

kultiviert als Organoide

NST rechts, bifokal, G2 mit assozi-
iertem CiS, pT1a, pNO, cMO,
ER/PR*

kultiviert als Organoide

invasiv-lobular, trifokal, G2 - G3
mit assoziiertem CiS, pT1c, pNO,
cMO0, ER/PR*

Einzelzellsuspension,
eingefroren
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Zelllinie

Klinische Klassifikation

Geschlecht Zustand zum Zeitpunkt

der Entgegennahme

BC102 NST, unifokal, G2 mit beginnender m Paraffinschnitt
Exulzeration der Haut, assoziiertes
DCIS, pT4b, pN2a, cMO, ER/PR*
BC109 NST, unifokal, G3 mit assoziiertem w Paraffinschnitt
DCIS, ausgedehnte Lymphangio-
sis carcionamtosa, pT2, pN1a,
cMO, triple*
BC117 invasiv-lobulares Karzinom, multi- w Paraffinschnitt
fokal, G2, assoziiertes lobulares
CiS, pT1b, pNO, cMO, ER/PR*
BC125 NST, unifokal, G3, assoziiertes w Paraffinschnitt
DCIS, pT2, pNO, cMO, triple”
BC173 NST, unifokal, G2, assoziiertes w Paraffinschnitt
DCIS, pT2, pN1a, cMO, ER/PR*
K7 gesundes w Einzelzellsuspension,
Kontrollgewebe einer nipple spa- eingefroren
ring mastectomy (NSM)
Zelllinie | Charakteristika Spezies Zustand zum Zeitpunkt
der Entgegennahme
L-WRN | Genetisch modifizierte Fibroblas-  Maus Einzelzellsuspension,

ten zur Produktion von Wnt-3A, R-
Spondin3 und Noggin

eingefroren
(Quelle: ATCC, Wesel,
Deutschland)

Tabelle 6 Auflistung der verwendeten Reagenzien

1.1.2. Reagenzien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

A83-01

Accutase
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Tocris Bioscience (Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)




Hersteller

Advanced DMEM/F12

B27 supplement

BME/Matrigel Type 2
(Cultrex)

DAPI

DEPC-Treated Water

Dispase (ACF)

DNA Ladder Marker

dNTP Mix

DPBS

DTT

E.coli RNase H

Epidermal Growth Factor
(EGF)

Ethanol

Fetal Bovine Serum (FBS)

Fibroblast Growth Factor
10 (FGF10)

Fibroblast Growth Factor
7 (FGF7)

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

Stemcell Technologies (Kdln, Deutschland)

PEQ

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

PeproTech (Hamburg, Deutschland)

UKT Apotheke

Thermo Fisher Scientific

PeproTech (Hamburg, Deutschland)

PeproTech (Hamburg, Deutschland)
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Hersteller

Fluorescence Mounting

Medium

GlutaMax 100X

HEPES Sodium Salt
Solution 14

Histogel

L-WRN Conditioned

Medium

Magnesiumchlorid
(MgCl2)

N-Acetyl-L-cystein

Neuregulin 1

Nicotinamid

Noggin

Oligo (dT) 20

Paraformaldehyd (PFA)

PBS

Penicillin/Streptomycin

Primocin

R-Spondin Conditioned

Medium
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Agilent Dako (Waldbronn, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

homemade

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

PeproTech (Hamburg, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

PeproTech (Hamburg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

homemade

Thermo Fisher Scientific, 10 000 U/I

InvivoGen (Toulouse, Frankreich)

homemade




Hersteller

RDD Puffer (DNA Digest
Buffer)

REDTaq ReadyMix ™
PCR (Reaction Mix)

RLT-Puffer (RNeasy Lysis
Buffer)

RNase Away™ Reagent

RNase OUT™

RNase-Free Water

RPI Wash Buffer

RPMI Medium

RT Buffer

RWE Wash Buffer

S$B202190

SuperScript® lll RT

TBE-Puffer

Tissue Freezing Medium

TrypLE Express Enzyme

Tryptan Blue Solution
0,4 %

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

homemade

Leica Biosystems (Wetzlar, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
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Hersteller

Water PCR Reagent

Y-27632 Dihydrochlorid

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Holzel Diagnostika (KéIn, Deutschland)

1.1.3. Antikorper

Tabelle 7 Auflistung der verwendeten Antikérper

Zielstruktur, Tier Verwendete Abkiirzung Hersteller/erhalten

Konjugat Verdiinnung von

Kaninchen-AK, | Ziege 1:200 gt-anti-rb 488 Jackson Immuno Re-

mit Alexa488 search Laboratory

konjugiert

Maus-AK, mit Ziege 1:200 gt-anti-ms Cy3 Jackson Immuno Re-

Cy3 konjugiert search Laboratory

Ratten-AK, mit | Ziege 1:200 gt-anti-rat 488 Jackson Immuno Re-

Alexa488 konju- search Laboratory

giert

Maus-AK, mit Ziege 1:200 gt-anti-ms 594 Invitrogen

Alexa594 konju-

giert

Cytokeratin 5 Kaninchen | 1:100 rb-anti-CK5 Biolegend

Cytokeratin 8 Maus 1:100 ms-anti-CK8 Thermo Fisher Scien-
tific

Cytokeratin 8 Kaninchen i 1:100 rb-anti-CK8 Thermo Fisher Scien-
tific

E-Cadherin Maus 1:200 ms-anti-hu ECad Biermann

EpCAM Maus 1:100 ms-anti-hu EpCAM Cell Signaling

HECD-1 Maus 1:200 ms-anti-hu HECD1 Biermann

Integrin B1 Maus 1:100 - 1:800 ' ms-anti-hu IntB1 R&D Systems

Integrin a3 Maus 1:200 ms-anti-hu Inta3 Thermo Fisher Scien-
tific

Integrin a7 Maus 1:200 ms-anti-hu Inta7 Abcam

Integrin a7 Kaninchen : 1:200 rb-anti-hu Inta7 Biomol
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Zielstruktur, Tier Verwendete Abkiirzung Hersteller/erhalten

Konjugat Verdiinnung von

Laminin a3 Maus 1:200 ms-anti-hu Lama3 R&D Systems

Laminin a4 Maus 1:200 - 1:800 | ms-anti-hu Lama4 Dr. Sulev Ingerpuu
(IMCB, University of
Tartu, Estland)

Laminin a5 Maus 1:200 - 1:800 : ms-anti-hu Lama5 Dr. Sulev Ingerpuu
(IMCB, University of
Tartu, Estland)

MMP-14 Kaninchen | 1:100 rb-anti-hu MMP14 Calbiochem

MMP-14 Maus 1:100 ms-anti-hu MMP14 Oncogene Research
Products

MMP-15 Maus 1:100 ms-anti-hu MMP15 R&D Systems

MMP-16 Kaninchen | 1:100 rb-anti-hu MMP16 Abcam

MMP-17 Kaninchen | 1:100 rb-anti-hu MMP17 Abcam

MMP-24 Kaninchen | 1:100 rb-anti-hu MMP24 Abcam

MMP-24 Ratte 1:100 rat-anti-hu MMP24 R&D Systems

MMP-25 Kaninchen | 1:200 rb-anti-hu MMP25 Abcam

MMP-8 Maus 1:100 ms-anti-hu MMP8 R&D Systems

Neogenin Kaninchen | 1:100 rb-anti-hu Neogenin Biozol

Netrin-1 Kaninchen | 1:100 rb-anti-Netrin1 Biozol

panCK Maus 1:200 ms-anti-hu panCK Sigma

Perlecan Kaninchen | 1:400 rb-anti-perlecan AG Klein

TIMP-1 Maus 1:100 ms-anti-hu TIMP1 Abcam

TIMP-2 Maus 1:100 ms-anti-hu TIMP2 Abcam

TIMP-3 Maus 1:100 ms-anti-hu TIMP3 R&D Systems
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11.1.4. Primer

Tabelle 8 Auflistung der verwendeten Primer

Hersteller: Eurofins Genomics

Gene Primersequenz Nucleotid- Basen- NCBI accession
5> 3 Position paare number
MMP14 For: gagaggaaggatggcaaattc 1402-1422 NM_004995.3
466
Rev: caatgatgatcacctccgtct 1867-1847
MMP-15 For: gacgcagcctacacctacttct 2537-2558 NM_002428.2
424
Rev: gcttgcagtaaagcaggacac 2960-2940
MMP-16 For: ttacttctggcggggcttgcctcctagtat 1428-1457 NM_005941.4
652
Rev: acagtacagtatgtggcggggtgttecttt  2079-2050
MMP-17 For: tggtagtacggccgcatgatggagtgtgca 911-882 NM_016155.4
423
Rev: caccaagtggaacaagaggaacct 489-512
MMP-24 For: gggcagaactggttaaagtcc 244-264 NM_006690.3
394
Rev: tgatctcatggtatggcacct 637-617
MMP-25 For: tcaaagtcatgcagaggttcg 422-442 NM_022468.4
465
Rev: aagtccaggtctcctcategt 886-866
TIMP-1 For: ccttctgcaattccgacct 293-311 NM_003254.2
203
Rev: gttgtgggacctgtggaagta 495-475
TIMP-2 For: caccctctgtgacttcatcgt 674-694 228 NM_003255.4
Rev: gagccgtcacttctcttgatg 901-881
TIMP-3 For: ctgacaggtcgcgtctatga 1496-1515 240 NM_000362.4
Rev: ggcgtagtgtttggactggt 1735-1716
TIMP-4 For: cttggtgcagagggaaagtct 934-954 253 NM_003256.3
Rev: ctagggctgaacgatgtcaac 1186-1166
Laminin a1 |For: tgcagagccgttttactgg 3733-3751 357 NM_005559.3
Rev: tgctgtaatccttgaccatacg 4089-4068
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Gene Primersequenz Nucleotid- Basen- NCBI accession
52> 3 Position paare number

Laminin a2 |For: cagctactactggagcgceg 1845-1863 368 NM_000426.3
Rev: cagagctcaacctgaagatgg 2212-2192

Laminin a3 |For: agctcactggtcagcacatg 4917-4936 253 NM_198129.2
Rev: cctgtgtcagaggcttcctc 5169-5150

Laminin a4 |For: tgcggactctctgacaacac 2009-2028 358 NM_001105206.

2

Rev: actcaccgcatcataaattcg 2366-2346

Laminin a5 |For: gacagtgccctgctctactacc 9539-9560 562 NM_005560.4
Rev: ccccaaactggtaggagtctc 10100-10080

Laminin B1 |For: tgcttctgctatggtcatgc 1146-1165 253 NM_002291.2
Rev: ccgtggccaggtaaacag 1398-1381

Laminin B2 |For: tggactggctcaggcttc 2079-2096 337 NM_002292.3
Rev: tctcaggctgggceacttc 2415-2398

Laminin B3 |For: tttggtagactcccgaatge 1939-1958 261 NM_000228.2
Rev: aagactcctccaggtctctcgg 2199-2179

Laminin y1 |For: catctctcgagtggtcctctg 1864-1884 283 NM_002293.3
Rev: gcttcatggagcctgaagac 2146-2127

Laminin y2 |For: acaggctcatcactcagatgc 2473-2493 579 NM_005562.2
Rev: cattctgtaagagctgctgtge 3051-3030

Laminin y3 |For: cagtgcgatgacacaggc 1277-1294 557 AF041835
Rev: ccttccagectcagcetgtac 1833-1814
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1.1.5. Equipment und Verbrauchsmittel

Tabelle 9 Auflistung des verwendeten Equipments und der Verbrauchsmittel

24 well Platte

2D-Zellkulturflasche

48 well Platte

Brutschrank

Eppendorf-Schiittler

Eppendorfgefale
Eppendorfgefale

Falcons

Falcons

Gefrierschrank Labor
Gelelektrophoresekammer

Immunfluoreszenzmikro-
skop

Immunopen (PAP-Pen)
Kiihlschrank Zellkultur
LSM 880 mit Airyscan
Menzel Deckglaser
Mikroskop

Mikrotom
NanoPhotometer® NP80
PCR

Pipette 0,5-10 pl

Pipette 10-100 pl
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Cellstar 24 Well Cell Culture Plate (Greiner bio-one, Fricken-
hausen, Deutschland)

Zellkulturflasche 75 mit Filter-Schraubkappe (TPP, Trasadin-
gen, Schweiz)

48 Well Cell Culture Cluster 3548 (Corning Costar, Wiesba-
den, Deutschland)

HERACcell 240i CO2 Inkubator (Thermo Fisher Scientific)

Eppendorf Thermoshaker comfort 1.5 ml (Eppendorf, Wess-
ling-Benzdorf, Deutschland)

1.5 ml (Eppendorf, Wessling-Benzdorf, Deutschland)

2 ml (Eppendorf, Wessling-Benzdorf, Deutschland)

15 ml (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)

50 ml (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland)

Premium NoFrost - 20°C (Liebherr, Deutschland)

EC Midicell Primo EC330 Electrophoretic Gel System

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Fujifulm Wako, Osaka, Japan

4 °C (Liebherr, Deutschland)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

24 x 50 mm (neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Axiovert 135 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Leica

IMPLEN (Minchen, Deutschland)

PTC-100™ Programmable Thermal Controller

Eppendorf Research 0.5 - 10 ul (Eppendorf, Wesseling-Berz-
dorf, Deutschland)

Eppendorf Research 10 - 100 pl (Eppendorf, Wesseling-Berz-
dorf, Deutschland)




Pipette 100-1000 pl Eppendorf Research 100 - 1000 ul (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf, Deutschland)

Pipettierhelfer (Pipetboy) Pipetus (Hirschmann Laborgerate, Eberstadt Deutschland)

Qiashredder (lilafarbene Qiagen (Hilden, Deutschland)
Saule)

RNeasy Mini Kit (rosa- Qiagen (Hilden, Deutschland)
farbene RNeasy Saule)

Schiittler Labor Thermoshaker TS-MC 2.0 ml (Schutron, Quedlingburg Quarm-
beck)

Stabpipette 10 ml non-pyrogenic, 10 ml (Corning Costar, Wiesbaden, Deutsch-
land)

Stabpipette 25 ml non-pyrogenic, 25 ml (Corning Costar, Wiesbaden, Deutsch-
land)

Stabpipette 5 mi non-pyrogenic, 5 ml (Corning Costar, Wiesbaden, Deutsch-
land)

Zellkulturbank 1 LaminAir Serien-Nr.: HBB2448

Zellkulturbank 2 HERAsafe (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Zellsieb Millex HA Filter Unit, MF Milipore MCE Membrane, 0.45 ym
(Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland)

Zentrifuge Labor Eppendorf Centifuge 5810R (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland)

Zentrifuge Zellkultur Eppendorf Centifuge 5810R (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland)

Zentrifuge Zellkultur biofuge pico (Heraeus, Hanau, Deutschland)

p-Slide Angiogenesis Ibidi (Grafelfing, Deutschland)

Glass Bottom 15 wells

I1.2. Methoden

1.2.1. Zellkultur

Alle verwendeten Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert, die Organoide sowohl
in 24 well, als auch in 48 well Platten. Der Ubersichtlichkeit halber wird im Folgenden die
Organoidkultur in 48 well Platten dargestellt; falls Unterschiede in der Kultur mit 24 well

Platten bestanden, sind diese in Klammern dahinter beschrieben. 2D-Kulturen wurden
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in 75 cm? Zellkulturflaschen durchgefiihrt. Naheres zu den Zellen und ihren Medien ist
in den folgenden Abschnitten dargelegt. Alle verwendeten Medien und Reagenzien wur-

den vor Gebrauch unter der Zellkulturbank bei Raumtemperatur erwarmt.

Far die Verwendung der humanen Brustgewebe lag ein gultiges Votum der Ethikkom-
mission der Medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen vor [AZ.: 150/2018B0O2
(Kultivierung und Charakterisierung von Zellen und Organoiden aus gesundem und ma-

lignem Gewebe)].

11.2.1.1. Kultur von L-WRN-Zellen

L-WRN-Zellen sind mit einem Plasmid modifizierte Mausfibroblasten, die die Wachs-
tumsfaktoren Wnt3a, Noggin und R-Spondin-3 produzieren kdnnen. Sie wurden verwen-
det, um fur das Breast Cancer (BC) Medium konditioniertes Medium mit den bendétigten
Faktoren Noggin und R-Spondin herzustellen. Um nur die mit dem Plasmid versehenen
Zellen zu expandieren, wurden die Zellen zunachst acht Tage in einem speziellen Zell-

selektionsmedium kultiviert (L-WRN cell selection medium, Tabelle 10).

Tabelle 10 L-WRN ,cell selection medium* Zusammensetzung

Komponente

DMEM

FBS 10 % vol/vol
Pen/Strep 1 % vol/vol
G418-BC 60 pg/ml
Hygromycin B 50 pg/mi

Die mit G418 und Hygromycin B selektionierten L-WRN-Zellen wurden auf zwei 75 cm?-
Kulturflaschen aufgeteilt. Um die Zellen aufzuteilen, wurde das Medium aus der 2D-Zell-
kulturflasche abgenommen und 1 ml Accutase zugegeben. Die Zellkulturflasche wurde
vorsichtig geschwenkt, um das Enzym gleichmafig zu verteilen. Im Brutschrank wurden
die Zellen mit Accutase 3 - 5 min inkubiert, bis sie sich, sichtlich weil3e Schlieren bildend,

von dem Flaschenboden ablésten. Sobald dies der Fall war, wurden 6.5 ml FBS-haltiges
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Medium in die Zellkulturflasche zugegeben, um die Enzymaktivitat abzustoppen. Mit ei-
ner Stabpipette wurden die Zellen durch wiederholtes Auf- und Abziehen des Mediums
sorgfaltig vom Flaschenboden abgewaschen und schlussendlich in ein 15 ml Falcon
Uberfiihrt. Das Falcon wurde bei 150 x g 10 min zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen. Das Zellpellet konnte in 10 ml Medium resuspendiert werden und bei einem Split
von 1:2 mit je 5 ml auf zwei neue 75 cm?-Zellkulturflaschen aufgeteilt werden. Als

Medium wurde erneut das L-WRN cell selection medium verwendet.

11.2.1.2. Herstellung von konditioniertem Medium

Zu den frisch ausgesaten Zellen wurden weitere 5 ml des L-WRN cell selection medium
gegeben, um auf ein Gesamtvolumen in den Flaschen von 10 ml zu kommen. So wurden
sie bei 37 °C im Brutschrank expandiert.

Zur Herstellung des konditionierten Mediums wurde das L-WRN cell selection medium
durch das L-WRN cell conditioning medium ersetzt.

Das urspriinglich vorgesehene Medium zur Konditionierung enthalt 10 % FBS. Da durch
die Zugabe von FBS keine genaue Definition der einzelnen Komponenten mehr mdglich
ist, wurden auch Medien ohne FBS-Zusatz hergestellt und auf ihre Funktionalitat hin

getestet. Die Zusammensetzung der Medien ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11 Komponenten des Zellkulturmediums (,cell conditioning medium®) fiir L-WRN-Zellen

zur Herstellung von konditioniertem Medium

Komponente ohne FBS mit FBS
Advanced DMEM/F12 100 ml 90 ml
FBS - 10 ml
Pen/Strep 1ml 1 ml
GlutaMax 1ml 1 ml
HEPES 1 ml 1 ml
gesamt 103 ml 103 ml

Das L-WRN cell selection medium wurde von den Zellen abgenommen und durch 10 ml
L-WRN cell conditioning medium pro Flasche ersetzt. Von nun an wurde jeden Tag ein
Medienwechsel durchgefiihrt, wobei das L-WRN cell conditioning medium von den Zel-

len abgenommen und in ein 15 ml Falcon Gberfihrt wurde. Auf die Zellen wurden 10 ml
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frisches L-WRN cell conditioning medium gegeben und fur weitere 24 h bei 37 °C inku-
biert.

Das Falcon mit dem abgenommenen Medium wurde bei 2000 x g fir 5 min bei Raum-
temperatur zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in eine sterile 200 ml Zellkul-
turflasche Uberfuhrt.

Dieser Medienwechsel wurde fir 12 aufeinander folgende Tage wiederholt. Die gesam-
melten konditionierten Medien wurden vereint. Am zwdlften Tag wurden die Zellkultur-
flaschen verworfen. Vor Gebrauch des L-WRN-konditionierten Mediums wurde das
Medium durch einen 0.45 um Zellfilter steril filtriert.

Bevor das BC Medium fur die Anwendung mit dem neu konditionierten Medium herge-
stellt wurde, wurde der Erfolg der Konditionierung an einer gut wachsenden Organoid-
Zelllinie (BC13) getestet. Eine Platte der Linie BC13 wurde aufgeteilt und einerseits mit
herkdmmlichem BC Medium kultiviert, wahrend andererseits mit BC Medium behandelt

wurde, das das neu hergestellte L-WRN konditionierte Medium enthielt.

11.2.1.3. Organoid-Zelllinien

Es wurden verschiedene Organoid-Zelllinien verwendet. Die Mamma-Ca-Zellen wurden
entweder als eingefrorene Zellsuspension direkt nach der Vereinzelung der Zellen des
Tumorgewebes, oder als Organoidkultur aus der Frauenklinik AG Dr. Koch ibernommen
(s. Tabelle 5). Alle Zellen wurden entsprechend der Technik der Organoidkultivierung in
48 well Platten bei 37 °C und 5 % CO--haltiger Atmosphére kultiviert. Das nétige Medium
wurde nach dem im folgenden Abschnitt dargestellten Rezept hergestellt; die einzelnen
Komponenten sind in Tabelle 12 im folgenden Abschnitt aufgefiihrt. Nahere Informatio-

nen zu den einzelnen Organoid-Zelllinien sind der Tabelle 5 zu entnehmen.

11.2.1.4. Herstellung des ,Breast Cancer” (BC) Mediums

Das BC Medium wurde einerseits mit konditioniertem R-Spondin-haltigem Medium her-
gestellt, andererseits auch mit L-WRN-konditioniertem Medium. R-Spondin lag als kon-
ditioniertes Medium in einem groReren Vorrat in der AG Klein vor.

Die Zusammensetzung des Mediums mit R-Spondin ist in Tabelle 12 bzw. mit L-WRN
konditioniertem Medium in Tabelle 13 dargestellt. Die Komponenten des BC Mediums
orientierten sich an Arbeiten der Gruppe um Prof. Hans Clevers (Sachs et al., 2018,
Drost and Clevers, 2018).
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Die einzelnen Komponenten wurden in einem 50 ml Falcon pipettiert und im Anschluss

durch ein 0.45 pm Zellsieb in ein neues 50 ml Falcon steril filtriert. Das Medium wurde

bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch bei Raumtemperatur erwarmt.

Tabelle 12 Komponenten des ,Breast Cancer” (BC) Mediums mit R-Spondin-1-,conditioned me-

dium* fiir die Organoidkultur

Komponente Stammiosung Finale Konzentration Volumen
Advanced 1x 42 ml
DMEM/F12

R-Spondin-1-condi- 10 % 5ml
tioned medium

Neuregulin 1 5 uM 5 nM 50 pl
FGF7 50 pg/mi 5 ng/ml 5l
FGF10 100 pg/mi 20 ng/ml 10 pl
EGF 500 pg/mi 5 ng/ml 0.5 pl
Noggin 100 pg/ml 100 ng/ml 50 pl
A83-01 5 mM in DMSO 500 nM 50 pl
Y-27632 dihydroch- | 100 mM in DMSO | 5 uM 254l
lorid

S$B202190 30 mM in DMSO 500 nM 0.88 pl
B27 supplement 50x 1x 1ml
N-Acetyl- L-cystein | 500 mM in PBS 1.25 mM 125 pl
Nicotinamid 1 Min PBS 5mM 250 ul
GlutaMax 100x 1Xx 500 pl
HEPES 1M 10 mM 500 pl
Penicillin/Strepto- 100 pg/mi 500 pl
mycin

Primocin 50 mg/ml 50 pg/mi 50 pl
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Tabelle 13 Komponenten des Breast Cancer (BC) Mediums mit L-WRN-,conditioned medium*

fur die Organoidkultur

Komponente Stammiosung finale Konzentration Volumen
Advanced 22 ml
DMEM/F12

L-WRN-conditioned 50 % 25 ml
medium (mit oder

ohne FBS)

Neuregulin 1 5 uM 5 nM 50 pl
FGF7 50 pg/mi 5 ng/ml 5l
FGF10 100 pg/mi 20 ng/ml 10 pl
EGF 500 pg/mi 5 ng/ml 0.5 pl
A83-01 5 mM in DMSO 500 nM 50 pl
Y-27632 dihydroch- | 100 mM in DMSO 5uM 254l
lorid

SB202190 30 mM in DMSO 500 nM 0.88 pl
B27 supplement 50x 1x 1ml
N-Acetyl-L-cystein 500 mM in PBS 1.25 mM 125 pl
Nicotinamid 1 Min PBS 5mM 500 pl
GlutaMax 100x 1Xx 500 pl
HEPES 1M 10 mM 500 pl
Penicillin/Strepto- 100 pg/mi 500 pl
mycin

Primocin 50 mg/ml 50 pg/mi 50 pl

Das BC Medium wurde wochentlich frisch angesetzt.
Ein Medienwechsel fur die Organoide fand einmal pro Woche statt, zu Beginn der Woche
wurde i. d. R. 50 pl fuir 48 well Platten, 100 pl fir 24 well Platten frisches Medium zuge-

geben.
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11.2.1.5. Zellen auftauen und ausséen

Zum Auftauen tiefgefrorener Zellen wurde das Kryo-Réhrchen nach Entnahme aus dem
Stickstofftank so lange im Wasserbad geschwenkt, bis nur noch ein Rest Eis in der Zell-
suspension ubrig geblieben war. Nun wurde der Inhalt des Kryo-Réhrchens in ein 15 ml
Falcon Uberflihrt und dieses auf 10 ml mit dem fiir die Zellen entsprechenden, im Was-
serbad bei 37 °C aufgewarmtem Medium aufgefullt. Das Falcon wurde bei 150 x g 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in dem fir die weitere Verar-

beitung notwendigen Volumen an Medium resuspendiert.

11.2.1.6. Zellen einfrieren

Zellsuspensionen, die nicht vollstandig ausplattiert bzw. verarbeitet werden konnten oder
zum aktuellen Zeitpunkt flr den weiteren Forschungsverlauf nicht bendtigt wurden, wur-
den eingefroren.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen in der Neubauer-Kammer gezahlt, da pro Kryo-
Réhrchen ca. 2*10° Zellen/ml eingefroren werden sollten. Zum Auszéhlen der Zellen
wurde das Zellpellet nach dem Zentrifugieren bei 150 x g fir 5 min in 1 ml Medium re-
suspendiert. Davon wurden in einer 96 well Platte 10 pl 1:1 mit Tryptanblau gemischt,
10 pl entnommen und in die Neubauerkammer pipettiert.

Mit der Formel:

Zellen 4 Zellen
ml = i’llO [ m ]
ml = Milliliter

n = Anzahl der gezéhlten Zellen

m = Anzahl der gezéhlten Quadrate

konnte die Anzahl der Zellen pro Milliliter berechnet werden und somit auch das Volumen
an Medium, das zum Einfrieren benétigt wurde. 500 - 1000 ul Zellsuspension wurden
1:1 mit Freeze-Medium (Tabelle 14) auf Eis in 1.0 ml Kryo-Réhrchen geflllt und fur

15 min auf Eis stehen gelassen.
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Tabelle 14 ,Freeze Medium® Zusammensetzung

Komponente

DMSO 20 %
FBS 30 %
RPMI/DMEM 50 %

Nach Ablauf der 15 min wurde das Kryo-Rdéhrchen in einem ,Mr. Frosty* (Kryo-Rdhr-
chenbehalter mit Isopropanol) tber Nacht bei - 80°C eingefroren. Hiermit wurde eine
Abkuhlungsrate von 1 °C/min erreicht. Am Folgetag, aber spatestens im Verlauf der

kommenden Woche, wurden die eingefrorenen Zellen in einen Stickstofftank Uberfihrt.

11.2.2. Organoidkultur

11.2.2.1. Organoidzelllinien in Kultur nehmen

Nach dem Auftauen der Zellen werden sie in sogenannten ,Matrigel domes* ausgesat,
die ihnen ein dreidimensionales Wachstum und Differenzierung ermdglichen. Dafir
wurde das Zellpellet in BC Medium resuspendiert und 1:3 mit Matrigel auf Eis gemischt.
Hierbei ist zu beachten, dass sich im Matrigel keine Luftblasen bilden und das Matrigel
nach Mdglichkeit immer auf Eis gehandhabt wird, da dieses schon bei Raumtemperatur
polymerisiert. Fir 48 well Platten wurden 20 ul, fir 24 well Platten 40 ul domes pro well
pipettiert. Die Zellkulturplatte wird nach dem Pipettieren der Zell-Matrigelmischung um
180° gewendet und ,kopfuber” im Brutschrank fir 15 min inkubiert, bis das Matrigel po-
lymerisiert und somit annahernd fest geworden ist. Die Platte wurde wieder gewendet
und die domes mit 250 pl (48 well) oder 650 pl (24 well) BC Medium bedeckt.

11.2.2.2. Organoide splitten

Als Passagierung/Passage oder ,Split* wurde der enzymatische Verdau der Organoide
zu Einzelzellen und deren erneutes Aussaen in Matrigel und Kulturmedium bezeichnet,
sodass aus den enthaltenen Stammzellen erneut Organoide wachsen sollten.

Eine Passagierung wurde mit Organoidkulturen durchgeflhrt, die eine gewisse Anzahl
bzw. Gré3e der Organoide erreicht hatten. Die GroRRe betreffend wurden die Organoide

frihestens ab 100 um oder wenn nach zwei Wochen Kultur keine GréRenzunahme mehr
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zu beobachten war, passagiert. Die wells der Kulturplatten wurden dabei in einem der
GroRe und Dichte der Organoide angepassten Verhaltnis gesplittet.

Grundsatzlich wurde angestrebt, eine neue Zelllinie zunachst fiinfmal zu splitten, bevor
sie auch fixiert wurde. Das diente der Etablierung einer Zelllinie und selektierte die Brust-
krebszellen gegentber Fibroblasten.

Zum Splitten der Organoide wurde zunachst der dome aus Matrigel aufgeldst. Daflr
wurde das Medium aus den wells abgenommen und 50 pl (100 ul) Dispase ACF in
200 - 250 ul PBS zum well zugegeben. Die Platte wurde bei 37 °C und 5 % CO- fir
60 min inkubiert. Anschlielend wurde der Inhalt der wells in 1.5 ml Eppendorfgefalle
uberfihrt und pro well 200 ul TrypLE zugegeben. Die Eppendorfgefalle wurden fir
10 - 15 min - je nach Stabilitat der Organoide - bei 37 °C und 1400 rpm auf dem Schdttler
geschuttelt und danach wieder in ein 15 ml Falcon utberfiihrt. Der TrypLE-Verdau wurde
mit 400 yl RPMI Medium mit 10 % FBS und 1 % Penicillin/Streptomycin pro gesplittetem
well abgestoppt. Das Falcon wurde bei 150 x g fir 5 min bei Raumtemperatur zentrifu-
giert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet konnte in der fiir das Splitverhaltnis
notwendigen Menge BC Medium resuspendiert und in einem Verhaltnis von 1:3 (BC Me-
dium zu Matrigel) mit Matrigel gemischt werden. Matrigel wurde sténdig auf Eis gehand-
habt. Sobald die Zellsuspension zugefiugt wurde, wurden die folgenden Schritte zligig
durchgefihrt, um die Zellen durch die Kalte nicht zu schadigen und das Matrigel nicht
vorzeitig polymerisieren zu lassen.

In eine 48 well Platte wurden nun je 20 pl bzw. 40 pl fur 24 well Platten der Matrigel-
Zellsuspension pipettiert. Dabei war darauf zu achten, die Pipette méglichst mittig auf-
zusetzen und, um Luftblasen zu vermeiden, nur bis zum ersten Druckpunkt zu pipettie-
ren. Sobald alle domes aufgesetzt waren, wurde die Platte um 180° gewendet und fur
15 min bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank polymerisiert. Bei Verwendung einer
48 well Platte wurden 20 ul Matrigelsuspension flr die domes verwendet und 250 ul BC
Medium zugegeben; fur die 24 well Platten 40 pl Matrigelsuspension und 650 ul BC
Medium.

Zum Abschluss wurden i. d. R. Fotos gemacht. Ein erneuter Split war je nach Zelllinie

nach 7 - 20 Tagen moglich.
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11.2.2.3. Organoide fixieren

Nach dem Matrigelverdau durch Dispase konnten Organoide fixiert werden. Dafur wurde
der Inhalt der wells in ein 15 ml Falcon Uberflihrt, die wells mit 0.1 % BSA in PBS aus-
gewaschen und dem Falcon zugefiihrt. Das Falcon sollte zuvor unbedingt auch mit 0.1 %
BSA in PBS beschichtet worden sein, was dazu diente, dass die Organoide nicht am
Rand des Falcons haften blieben und so der Materialverlust wahrend des Fixierungspro-
zesses geringer ist.

Das Falcon wurde nun bei 150 x g 1 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Ab diesem Zeitpunkt wurde jede verwendete Pipettenspitze vor Gebrauch mit 0.1 % BSA
in PBS beschichtet (einmal auf- und abpipettieren) und auch ein 1.5 ml Eppendorfgefal3,
in dem das weitere Prozedere vollzogen wurde. Das Organoidpellet wurde mit 500 pl

4 % Paraformaldehyd (PFA) aufgenommen und in das beschichtete 1.5 ml Eppendorfge-
fal uberfihrt. Die Organoide wurden dann bei Raumtemperatur in dem 4 %igen PFA
30 min stehen gelassen, anschlieBend bei 2000 x g 2 min zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Es folgte ein Waschschritt mit 0.1 % BSA in PBS. Sollten sich wahrend
des Waschschrittes die Organoide wieder vom Boden des EppendorfgefalRes geldst ha-
ben, wurde ein Zentrifugationsschritt bei 2000 x g 2 min angehangt. AnschlieRend wurde
eine Ethanolreihe mit 25 %, 50 % und 70 % Ethanol zur Entwasserung durchgefiihrt. Die
unterschiedlichen Ethanolkonzentrationen wurden je 10 min bei Raumtemperatur auf
den Organoiden belassen. Wenn nétig, d. h. wenn die Organoide sich aus dem Pellet
gelést hatten, wurde das Eppendorfgefald zwischen den Ethanolstufen wieder bei
2000 x g 2 min zentrifugiert.

In 70%igen Ethanol konnten die Organoide fur mehrere Wochen bei 4 °C gelagert wer-

den.

11.2.2.4. Organoide einbetten und schneiden

Ursprungliche Methode:

Die im Ethanol konservierten Organoide wurden zum Anfertigen von Kryostatschnitten
in TissueTek®mit Histogel eingebettet. Zur Vorbereitung der Einbettung wurde Histogel
bei 65 °C auf dem Schiittler (ohne schutteln) erwarmt und somit verflissigt. Auf der Ar-
beitsflache wurde ein Stiick Alufolie (alternativ Parafilm) ausgebreitet, das zur Platzie-

rung der Organoidproben in Histogel dienen sollte.
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Hierflr wurde zunachst das Eppendorfgefal} mit den enthaltenen, in 70%igem Alkohol
fixierten, Organoiden bei 2000 x g 2 min zentrifugiert, anschlieRend der Alkohol abge-
nommen und das Pellet 2 x mit 1 - 2 ml PBS gewaschen. Zwischen den Waschschritten
konnte das Eppendorfgefalt immer wieder kurz zentrifugiert werden. Zum Schluss wurde
das PBS abgenommen.

Das Organoidpellet wurde in 50 - 100 pl Histogel (je nach Grofie des Pellets) resuspen-
diert. Das Histogel-Organoidgemisch wurde mit der Pipette aufgenommen, die Pipetten-
spitze senkrecht auf die bereitgelegte Alufolie aufgesetzt und vorsichtig ein Histogeltrop-
fen darauf pipettiert. Dabei wurde nur bis zum ersten Druckpunkt pipettiert, um eine Bla-
senbildung zu vermeiden. Die entstandenen Histogeltropfen wurden bei - 20°C eingefro-
ren und somit ausgehartet.

Auf dem Ende eines dicken Filzschreibers wurde in der Zwischenzeit mit Alufolie ein Hut
vorgeformt. Der Boden dieses Hutes wurde mit TissueTek® bedeckt und ebenfalls bei
- 20 °C eingefroren. Der ausgehartete Histogeltropfen wurde nun in die Mitte des gefro-
renen TissueTeks® gesetzt und mit weiterem TissueTek® bedeckt. So wurde die Probe
abermals bei - 20°C eingefroren. In dieser Konstellation konnten die Organoide in Histo-

gel am Kryotom geschnitten werden.

Alternative Methode:

Die im Ethanol konservierten Organoide wurden zum Anfertigen von Kryostatschnitten
in TissueTek® eingebettet. Zu diesem Zwecke wurde das Eppendorfgefal bei 2000 x g
2 min zentrifugiert, der 70%ige Alkohol abgenommen und das Organoidpellet einmal mit
0.1 % BSA in PBS gewaschen. Auf das Pellet wurden einige Tropfen - je nach GroRe
des Pellets - RPMI-Medium zugegeben und darin resuspendiert. Das Phenolrot im Me-
dium sollte die Lokalisation der Organoide im TissueTek® zum vereinfachten Erkennen
beim Gefrierschneiden kennzeichnen. TissueTek® ist im gefrorenen Zustand weilk.

An einem Filzschreiber wurde eine Alufolie vorgeformt und der Boden dieser mit
TissueTek® bedeckt. In das TissueTek® wurde ein Tropfen Tryptanblau (ca. 3 pl) pipet-
tiert, um den Beginn der Organoidprobe zu markieren. Das Tryptanblau blieb aufgrund
der geringeren Dichte an der Oberflache des TissueTeks®. Das TissueTek® wurde bei
- 20 °C bis zum Festwerden eingefroren. Sobald dieses fest war, wurde ein Holzstab mit
dem Durchmesser von 0.5 cm in der Mitte des Aluhuts auf dem TissueTek®-Boden plat-
ziert. Der Holzstab diente hier als Platzhalter fir die Organoidprobe, die spater dort hin-

ein pipettiert wurde. Um den Holzstab herum wurde erneut TissueTek® gefiillt und zum
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Frieren bei - 20°C gelagert. Nachdem das TissueTek® fest geworden war, wurde der
Holzstab entfernt und in die so entstandene Mulde im TissueTek® die Organoid-RPMI-
Lésung pipettiert. Dies wurde abermals bei - 20°C eingefroren. Zuletzt wurde die Mulde
vollstandig mit TissueTek® gefiillt, sodass der Block komplett war und bis zur Verwen-
dung bei - 20°C gelagert.

Der so entstandene Block konnte nun am Kryotom geschnitten werden. Angestrebt
wurde eine Schnittdicke von 5 ym mit mehreren Organoidanschnitten pro Schnitt, um
eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Je zwei Schnitte wurden auf Superfrost Objekt-

tragern aufgenommen.

11.2.3. Immunfluoreszenzfarbung (IFL)

11.2.3.1. Férbung von Kryostatschnitten

Die angefertigten 5 ym Schnitte wurden durch Immunfluoreszenzfarbung markiert. Hier-
fur wurden sie Uber Nacht getrocknet und vor der Farbung bei - 20°C in Methanol fur
5 min fixiert. Sie wurden in PBS flr 5 min gewaschen und anschlieRend getrocknet. Die
Schnitte wurden mit PAP-Pen umrundet und in eine feuchte Kammer gelegt. Alle ver-
wendeten Antikérper wurden in 0.1 % BSA in PBS verdiinnt, die Verdinnung war ab-
hangig vom einzelnen Antikdrper. DAPI (2 mg/ml) wurde stets 1:1000 verdinnt, die
Zweitantikdrper 1:200.

Aufgrund der Begrenzung durch den PAP-Pen kénnen alle weiteren Schritte direkt auf
dem Schnitt durchgefiihrt werden, d. h. alle Reagenzien werden auf den Schnitt pipet-
tiert. Als erstes wurde der Schnitt mit 5 % BSA in PBS fur 15 min geblockt und dreimal
5 min mit PBS gewaschen. Der Erstantikérper wurde in 0.1 % BSA in PBS verdunnt auf
den Schnitt pipettiert. In der feuchten abgedunkelten Kammer wurde der Schnitt fir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
Schnitt wieder dreimal 5 min mit PBS gewaschen und anschlieRend der Zweitantikorper
mit DAPI ebenfalls in 0.1 % BSA in PBS verdunnt darauf gegeben. Auch der Zweitanti-
korper wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert.
Zum Abschluss wurde der Schnitt in PBS 3 x 5 min gewaschen und mit fluorescence

mounting medium und 24 x 50 mm Deckglasern eingedeckelt.
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11.2.3.2. Farbung von Paraffinschnitten

Es wurden Paraffinschnitte von Organoidlinien aus der Frauenklinik AG Koch ubernom-

men (s. Tabelle 5).

Entparaffinieren

Vor der Immunfluoreszenzfarbung mussten die Schnitte entparaffiniert werden, da das
Paraffin die Bindung der Antikérper an ihre Zielstrukturen stért. Hierzu wurde eine Reihe

von Xylol- und Ethanol-Schritten durchgefihrt:

3 x 10 min Xylol

2 x 3 min 100 % Ethanol
2 x 3 min 96 % Ethanol
1 x 3 min 75 % Ethanol
1 x 5 min 75 % Ethanol
1 x 5 min 30 % Ethanol
1 x5 min H20

AnschlieRend sollte eine direkte Weiterverarbeitung erfolgen, da die Schnitte nach dem
Entparaffiniserungsprozess nicht mehr austrocknen sollten. Vor der eigentlichen Far-
bung mit Antikrpern wurde noch eine Demaskierung der Schnitte vorgenommen. Durch
das Einbetten in Paraffin von PFA-fixierten Schnitten kann es grundsatzlich zu einer Ver-
anderung von Epitopen kommen (durch Quervernetzung etc.), was eine Bindung von
Antikorpern erschwert. Die Demaskierung dient der Lésung der Quervernetzungen und
so einer Permeabilitdtssteigerung fur die Antikérper (Lang, 2013). Hierzu wurden die
entparaffinierten Schnitte in einem Demaskierungspuffer fiir 10 min bei 80 °C im Was-

serbad inkubiert und anschlieBend 2 x 3 min in PBS gewaschen.

Demaskierungspuffer:

1.2g 100 mM Tris
59 5 % Urea
Nach dem Einwiegen der Komponenten auf 100 ml mit Wasser auffillen und mit einem

pH-Messgerat auf pH 9.5 einstellen.
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Immunfluoreszenzfarbung

Nach dem Waschen in PBS wurden die Schnitte trockengeschittelt und in einer feuchten
Kammer platziert. Pro Schnitt wurden 100 ul Antikdrperlésung des Erstantikérpers auf
die Schnitte pipettiert. Sowohl Erst- als auch Zweitantikdrper wurden in 1 % BSA in PBS-
Tween verdunnt, die Verdinnung war abhangig vom jeweiligen Antikorper.

Die Schnitte wurden mit dem Erstantikérper in der feuchten Kammer fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Anschliellend wurden sie in PBS 3 x fir 3 min gewaschen und wieder in der
feuchten Kammer platziert. Es wurden 100 pl Zweitantikbrper mit DAPI in 1 % BSA in
PBS-Tween pro Schnitt aufpipettiert und bei Raumtemperatur fir eine weitere Stunde
inkubiert. Die Zweitantikérper und DAPI wurden i. d. R. 1:1000 verdinnt.

PBS-Tween
1X PBS 100 mi
Tween-20 100 pl

11.2.3.3. Farbung in Chamberslides

Fir die Farbung in 8-Chamberslides konnten die Organoide im Ganzen verwendet wer-
den. Es mussten hierfur keine Kryostatschnitte oder Paraffinschnitte angefertigt werden.
Bei gut wachsenden Kulturen wurden 3 - 4 wells der Zellkultur pro Chamberslide ver-
wendet.

Vorbereitend wurde das Medium von den wells mit den zu farbenden Organoiden abge-
nommen und 1 ml eiskaltes Splitting-Medium pro well hinzupipettiert. Das Splitting-Me-
dium wurde in den wells mit einer 1000 ul Pipettenspitze 10 - 15 Mal auf- und abpipettiert.
AnschlieRend wurde mit einer 100 ul Pipette (diese auf 50 - 70 pl einstellen) weitere

20 Mal auf- und abpipettiert, um die Matrigel-Domes mechanisch zu zerstoren.
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Splitting-Medium

Adv. DMEM F12 50 mi
Hepes 500 pl
GlutaMax 500 pl
Primocin 125 pl

Der Inhalt der wells wurde nun in ein 15 ml Falcon Gberfihrt und auf 12 ml mit kaltem
Splitting-Medium aufgefillt. Das Falcon wurde bei 150 x g 5 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig bis auf 20 - 30 yl abgenommen.

Fir ein Chamberslide wurden 1160 pl kaltes Splitting-Medium und 40 pl Matrigel auf das
Pellet gegeben und gut resuspendiert. Pro Chamber wurde anschlieBend 150 pl dieser
Organoidsuspension verwendet; am Mikroskop konnte in den einzelnen Chambers Gber-
pruft werden, ob gentigend Organoide vorhanden sind und das urspringliche, polymeri-
sierte Matrigel vollstdndig entfernt werden konnte. Falls noch Matrigelreste vorhanden
waren, wurde die Organoidsuspension erneut in eine 15 ml Falcon Uberflhrt, dieses er-
neut bei 150 x g 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abgenom-
men. Es wurden erneut 1160 pl Splitting-Medium und 40 ul Matrigel hinzugegeben und
150 ul dieser Suspension in die Chamber gegeben. Eine erneute Kontrolle am Mikroskop
wurde durchgefiihrt.

Diese 150 pl der Organoidsuspension in den Chamberslides wurde dann fur 2 h bei
37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden pro Chamber zusatzlich 250 pl steril filtriertes 4 %
PFA pro well zugegeben und weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wur-
den 250 pl von den Chambers vorsichtig wieder abgenommen und verworfen. Es wurde
mit 250 yl PBS dreimal gewaschen, wobei das PBS jeweils vorsichtig auf die Chambers
getropft wurde. Am Mikroskop konnte wieder Uberprift werden, ob die Organoide fest
auf den Boden der Chambers abgesunken waren.

Vor der Farbung mit Antikérpern wurden die Organoide in den Chambers blockiert und
permeabilisiert. Hierfir wurden 100 pl 5 % BSA und 100 pl 0.2 % Triton-X-100 + 50 pl
0.1 % Tween 20 (hierfir eine abgeschnitte Pipettenspitze verwenden, da Tween sehr
viskos ist) pro Chamber pipettiert und 1 h bei 37 °C auf dem Schiittler inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die einzelnen Chambers mit je 250 ul PBS gewaschen und konnten so bei
4 °C bis zur Farbung gelagert werden. Die L6sung konnte ggf. mit 0.01 % Na-Azid-L6-
sung versetzt werden, falls eine Weiterverarbeitung nicht direkt am nachsten Tag statt-
fand.
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Immunfluoreszenzfarbung

Far die eigentliche Farbung wurde das PBS vorsichtig und mdglichst vollstandig von den
Chambers abgenommen und pro Chamber 100 pl des Erstantikorpers in 0.1 % BSA in
PBS zugegeben; auch hier war die Verdiinnung des Erstantikdrpers vom jeweiligen An-
tikdrper abhangig (s. o.). Es folgte eine Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler. Anschlieend wurden die Chambers dreimal mit PBS gewaschen. Je 100 pl
Zweitantikdrper (1:750 pl) mit DAPI (1:1000 pl) in 0.1 % BSA in PBS wurden in die Cham-
bers pipettiert und erneut eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schitter inkubiert.

Auch danach schloss sich ein dreimaliges Waschen mit 250 pl PBS an.

11.2.3.4. Auswertung am Fluoreszenzmikroskop

Die Objekte konnten bis zur Betrachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop einige Wo-
chen lichtgeschitzt zur Verhinderung der Ausbleichung der Fluorophore bei 4 °C aufbe-
wahrt werden. Die Bildaufnahme und Bildbearbeitung erfolgte mit einer Digitalkamera
(Axio Cam, Carl Zeiss Vision GmbH) und Axio Vision 4.0 (Carl Zeiss).

11.2.3.5. Farbung fiir Konfokal-Mikroskopie

Die Organoide konnten im Ganzen fiir eine Betrachtung an einem konfokalen Mikroskop
fixiert und Immunfluoreszenz markiert werden. Dabei hatte das Multiphoton-Mikroskop
gegenuber dem Laser-Scan-Mikroskop (LSM) den Vorteil, dass eine hdohere Auflésung
auch bei groReren Objekten erreicht werden konnte. Die Aufnahme am Multiphoton-Mik-
roskop benétigte mehr Zeit und konnte zu einem Ausbleichen der Fluorophore fiihren,
wahrend Aufnahmen am LSM schneller durchfihrbar waren und demnach die Fluoro-
phore schonender behandelt wurden (Dekkers et al., 2019).

Die Verarbeitung der Organoide fir eine 3D-Mikroskopie am Konfokal-Mikroskop er-
folgte urspriinglich an drei Tagen und orientierte sich an einem Protokoll der Arbeits-
gruppe um Hans Clevers (Dekkers et al., 2019).

Nach einigen Modifikationen konnte das Protokoll auf einen Tag verkdirzt werden.
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Ursprungliches Protokoll:

Tag 1

Zunachst wurden die Matrigel-domes nach Abnahme des Mediums mit je 50 pl Dispase
(1 mg/ml) in 200 pl PBS fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und aufgelést. Der Inhalt der
wells wurde in ein mit 0.1 % BSA in PBS beschichtetes 15 ml Falcon tberfiihrt. Die wells
wurden mit 0.1 % BSA in PBS ausgewaschen und ebenfalls in das Falcon zugegeben,
anschlielend wurde das 15 ml Falcon auf 10 ml mit PBS aufgefullt. Das Falcon wurde
bei 150 x g fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Das Organoidpellet wurde in 1 ml 4 % PFA resuspendiert und bei 4 °C 30 min inkubiert.
Das Falcon wurde anschlieBend auf 10 ml mit kaltem PBS-Tween aufgefillt und erneut
10 min bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 150 x g fur 5 min, wonach der
Uberstand abgenommen wurde. Das Organoidpellet wurde in Organoid washing buffer
(OWB) resuspendiert und je 200 ul der Suspension je nach Anzahl der Organoide in
wells einer 24-well-Platte Uberfuhrt. Als Referenz wurde in ein leeres well der 24-well-
Platte 200 yl OWB gegeben.

Dabei war darauf zu achten, dass es sich bei der 24-well-Platte um eine low-adherence
Platte handelte oder, falls diese nicht vorhanden, die 24-well-Platte zuvor mit 0.1 % BSA
in PBS beschichtet wurde. In der 24-well-Platte wurde die Organoidsuspension bei 4 °C
fur 15 min inkubiert.

Nach der Inkubation sollten die Organoide vollstandig abgesunken sein. Es wurde dann
bis auf 200 ul der OWB von den wells abgenommen, wobei sich am Referenzwell orien-
tiert werden konnte. AnschlieRend wurden 200 pl OWB mit Erstantikdrper (Verdinnung
je nach Antikérper) zugegeben und Gber Nacht auf einem horizontalen Schattler bei 60

rom und 4 °C inkubiert.

Organoid washing buffer (OWB)

1X PBS 100 mi
BSA 02g
Tween-20 100 pl
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Tag 2

In die wells wurde je 1 ml OWB zugegeben und die Organoide darin anschlief’end 5 min
absinken gelassen. Danach wurde 1 ml OBW wieder abgenommen und erneut 1 ml
OWB zugegeben. In OWB wurden die Organoide fir 30 min bei 4 °C auf dem horizon-
talen Schuttler inkubiert. Nachdem die Organoide wieder abgesunken waren, wurde er-
neut 1 ml OWB zugegeben und bei 4 °C 30 min auf dem horizontalen Schiittler inkubiert.
Diese Schritte wurden ein weiteres Mal wiederholt und anschlieflend je 200 yl Zweitan-
tikdrper in OWB 1:200 und DAPI 1:1000 verdiinnt auf die wells pipettiert. Uber Nacht
oder fir zwei Tage wurden die Organoide mit Zweitantikdrper bei 4 °C auf dem horizon-

talen Schiuttler inkubiert.

Tag 3

Wie am Vortag wurde 1 ml OWB pro well zugegeben. Bevor das OWB wieder abgenom-
men wurde, mussten die Organoide wieder auf den Boden abgesunken sein, dann wurde
erneut 1 ml OWB pro well dazu pipettiert und fiir 30 min bei 4 °C auf einem horizontalen
Schittler gewaschen. Dies wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend wurden die Orga-
noide in 1.5 ml Eppendorfgefal3e Gberfihrt und konnten hier bis zu 2 Tage vor Weiter-
verarbeitung bei 4 °C gelagert werden.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Eppendorfgefalle mit den Organoiden bei 2000 x g
fur 2 min zentrifugiert und der Uberstand mdglichst vollstandig abgenommen. Zur Ein-
bettung der Organoide auf Objekttragern wurde eine Fructose-Glycerin-Lésung herge-
stellt. Die Fructose-Glycerin-Losung diente einem ,Clearing“ der Organoide, d. h. sie
wurden fir optische Betrachtungsmethoden durch Modifikation von Bestandteilen trans-
parenter gemacht. Glycerin wurde hierfir mit H,O gemischt. In einem Becherglas wur-
den 45.04 g Fructose abgewogen und mit der 60%igen Glycerinldsung auf 100 ml auf-

gefillt. Diese Mischung wurde auf dem Magnetrihrer gut gemischt.

Fructose-Glycerin clearing solution

2.5 M Fructose 45.04 g
Glycerin 60 mi
H20 40 ml
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Zur Mikroskopie am Multiphoton-Mikroskop wurden Objekttrager fir die Proben vorbe-
reitet. Dafur wurden auf die Objekttrager mit PAP-Pen ein 2 x 2 cm groRes Quadrat
gemalt. An die Rander des Fettstift-Quadrats wurden je nach Grofie der Organoide 1 - 3
Lagen doppelseitiges Klebeband lbereinander geklebt (Abbildung 13). Pro Lage dop-
pelseitigen Klebebandes wurden 20 ul Fructose-Glycerin-Losung (s. u.) auf das Orga-
noidpellet gegeben und vorsichtig resuspendiert, um Blasenbildung zu vermeiden. Daftr
eignete sich eine abgeschnittene 200 pl Pipettenspitze. Diese Fructose-Glycerin-Orga-
noid-Suspension wurde nun in die Mitte des PAP-Pen-Quadrates pipettiert. Bevor ein
24 x 50 mm Deckglas vorsichtig auf die Klebebandstreifen platziert wurde, wurde 1 min
abgewartet, bis sich die Fructose-Glycerin-Organoid-Mischung in dem Quadrat verteilt

hatte. Das Deckglas wurde vorsichtig angedruckt.

|Klebeband, mehrere Lagen‘

‘ Fructose-Glycerin-Clearing-Losung

Objekttrager

Abbildung 13 Schematische Darstellung des Aufbaus der Objekttrdger mit Organoiden fiir Kon-

fokal-Mikroskopie

Die Organoide werden in der Fructose-Glycerin-Clearing-Lésung auf einen Objekitrdger pipet-
tiert. Der Objekttrdger wird zuvor mit einem Quadrat mit PAP-Pen (ca. 2 x 2 cm) und links und
rechts davon mehreren Lagen doppelseitigem Klebeband prépariert (je nach Probengrél3e). Auf
die Organoidprobe wird vorsichtig das Deckglas gelegt, das auf den Seiten des doppelseitigen

Klebebands aufliegen sollte.

Das Protokoll lie3 sich deutlich verkiirzen, wenn die Inkubation mit Antikdrpern statt bei
4 °C bei 37 °C im Brutschrank stattfand. Der Ablauf sowie die Substanzen blieben die-

selben.
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Modifiziertes Protokoll:

Die Organoide wurden fir die Immunfluoreszenzfarbung zunachst in 4 % PFA fixiert.
Hierfur wurden zunachst wieder das Medium aus den wells abgenommen und 200 pl
PBS mit 50 yl 1 mg/ml Dispase zugegeben. Die Platte wurde bei 37 °C fur 1 h inkubiert,
bis die Matrigel-domes aufgelost waren.

Der Inhalt der wells wurde in ein mit zuvor mit 0.1 % BSA in PBS beschichtetes 15 ml
Falcon Uberfihrt und auf 10 ml mit 0.1 % BSA/PBS aufgefiillt. Anschliefend wurde das
Falcon bei 150 x g fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abge-
nommen. Das Pellet wurde in 1 ml 4 % PFA resuspendiert und fir 30 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Im Anschluss wurde das Falcon auf 10 ml mit kaltem PBS-T aufgefullt
und erneut 10 min bei 4 °C (auf Eis) stehen gelassen. Das Falcon wurde danach bei
150 x g 5 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in OWB
resuspendiert.

Die Menge an OWB orientierte sich an der Anzahl der wells einer 24-well-Platte, die fir
die anschlieflende Immunfluoreszenzfarbung verwendet werden sollte; pro well wurden
200 pl der Organoid-OWB-Mischung berechnet.

So konnten die fixierten Organoide bei 4 °C gelagert werden.

Immunfluoreszenzfarbung

Fir die Farbung wurden zunachst aus jedem well 150 yl OWB vorsichtig abgenommen.
Dabei konnte die Platte vorsichtig gekippt werden, sodass die Organoide nach unten
sanken.

Der Erstantikdrper wurde in OWB i. d. R. 1:200 verdinnt und pro well 200 pl Antikor-
persuspension zugegeben. Dies konnte bei 37 °C flr 1 h inkubiert werden. Anschliel3end
wurden zu den wells 300 yl OWB zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Die 300 yl OWB wurden vorsichtig wieder abgenommen und erneut 300 pl
OWB zugegeben und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden
500 yl OWB abgenommen.

Wie der Erstantikdrper wurde auch der Zweitantikdrper in OWB verdinnt, ebenfalls i. d.
R. 1:200 - dazu kam DAPI mit einer Konzentration von 1:500. Von dieser Antikdrperlo-
sung wurden 200 ul pro well zugegeben und wieder fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Wie nach
der Inkubation mit dem Erstantikérper wurden die wells danach mit OWB zweimal gewa-

schen. Der Inhalt der wells wurde dann in 1.5 ml EppendorfgefalRe tberfiihrt und bei
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200 x g 1 min zentrifugiert. Das OWB sollte mdglichst vollstandig aus den Eppendorfge-
faken abgenommen werden. Das Organoidpellet am Boden der Eppendorfgefale wurde
in ca. 30 pl pro well Fructose-Glycerin-Losung resuspendiert. Die Organoide in der Fruc-
tose-Glycerin-Lésung wurden in die wells einer p-Slide Angiogenese Glas-Boden-Platte

(Abbildung 14) gegeben und in dieser am Mikroskop ausgewertet.

Abbildung 14 -Slide Angiogenese Glas-Boden-Platte

In die Vertiefungen der u-Slide Angiogenese Glas-Boden-Platte konnten die in Fructose-Glycerin-
Lésung enthaltenen Organoide zur konfokalen Mikroskopie pipettiert werden.

(Quelle: https://ibidi.com/chambered-coverslips/41--slide-angiogenesis.html, zuletzt: 13.04.2021)

11.2.3.6. Auswertung am LSM880 Airyscan Konfokal-Mikrosokp
Die Objekte konnten bis zur Betrachtung unter einem Laser-Scan-Mikroskop (LSM)/Kon-
fokal-Mikroskop oder Multiphoton-Mikroskop einige Wochen lichtgeschutzt zur Verhin-
derung der Ausbleichung der Fluorophore bei 4 °C aufbewahrt werden. Die Bildauf-
nahme und -bearbeitung erfolgte mit einem Halogen 100 Laser an einem Zeiss LSM880
Mikroskop mit Airyscan-Detektor.
1.2.4. Molekularbiologie

11.2.4.1. RNA aufreinigen

Die Organoide wurden mit 1 mg/ml Dispase aus den Matrigel-domes geldst. Der Inhalt

der wells wurde in ein mit 0.1 % BSA in PBS beschichtetes 15 ml Falcon Uberfuhrt, die
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wells mit 0.1 % BSA in PBS ausgewaschen und dem Falcon ebenfalls zugefuhrt - ent-
sprechend der ersten Schritte der Organoid-Fixierung.

Das Falcon wurde bei 150 x g 8 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Alle Reagenzien
und Substanzen, die verwendet wurden, wurden auf Eis gehandhabt. Alle Zentrifugatio-
nen wahrend der Aufreinigung wurden bei 13 000 x g durchgefihrt. Es wurde stets unter
dem Abzug gearbeitet und alle verwendeten Oberflachen mit RNAse Away™ Reagent

abgewischt.

Es wurden drei zur RNA-Aufreinigung benétigte Ansatze mit dem RNeasy Kit vorbereitet:

1. RLT Puffer 600 pl
B-Mercaptoethanol 6 ul
2. 99 % Ethanol 210 pl
700 ul = 30 % Ethanol
H,O RNAse free 490 pl
3. RDD-Puffer 70 pl
DNAse | 10 pl

Ansonsten wurde nach Angaben des Herstellers (Qiagen) verfahren.

Das Organoidpellet wurde nun im RLT-Puffer resuspendiert und in eine lilafarbene Qia-
shredder®-Saule Uberfiihrt. Die Saule wurde 2 min lang bei 13 000 x g zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde mit 700 pl des 30%igen Ethanols gemischt, gut resuspendiert und in
einer rosafarbenen RNeasy Mini Kit Saule 15 s zentrifugiert - dasselbe wurde mit den
restlichen 700 ul des Durchflusses wiederholt. Der Durchfluss wurde anschlieRend wie-
der verworfen und auf die Saule nun 80 pl des RDD-Puffers mit DNAse | pipettiert. Die
Saule wurde 15 - 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Ablauf dieser In-
kubationszeit wurden 350 ul RWI-Waschpuffer auf die Sdule gegeben und das Ganze
15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen und 500 pl RPE-Puffer auf die
Saule gegeben. Es wurde abermals 15 s zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die
Saule wurde noch einmal bei 2 min, dieses Mal mit offenem Deckel, zentrifugiert, um die
Saule zu trocknen. Die Saule wurde dann in ein neues 1.5 ml Eppendorfgefal® gestellt
und 30 ul RNAse-freies Wasser darauf gegeben. Es wurde 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert, anschlieRend 2 min zentrifugiert. Die Saule wurde verworfen, im Durchfluss

des 1.5 ml Eppendorfgefalies befand sich die aufgereinigte RNA.
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11.2.4.2. RNA-Messung

Die aufgereinigte RNA wurde nach ihrer Reinheit mit dem NanoPhotometer® NP80 ge-
messen. Die Konzentration der RNA wurde mit einer Wellenlange von 260 nm gemes-
sen, die Reinheit der RNA konnte anhand des 260/280 nm Verhéaltnisses bestimmt wer-

den. Ziel war eine Proteinreinheit von mindestens 1.9 (260/280).

11.2.4.3. Reverse Transkription (RT)

Zur Durchfiihrung der reversen Transkription im Anschluss an die Aufreinigung der RNA
wurde zunachst der bendtigte Mastermix vorbereitet. Pro Probe wurde ein Mastermix mit

der Zusammensetzung:

4 ul MgCl,
2 ul RT-Puffer
2ul0.1 MDTT

pipettiert.

Fir die reverse Transkription wurde ein Programm mit in der folgenden Tabelle 15 dar-

gestellten Schritten ausgewahilt:
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Tabelle 15 Ablauf der reversen Transkription

(Modifiziert nach: https://www.thermofisher.com/de/de/homel/life-science/cloning/cloning-learn-

ing-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/rt-education/reverse-transcription-setup.htmi,
zuletzt: 13.04.2021)

Dauer | Temperatur
Schritt 1 5 min 65°C
Schritt 2 2 min 4°C
Schritt 3 50 min  50°C
Schritt 4 5 min 85°C
Schritt 5 2 min 4°C
Schritt 6 20 min i 37°C
Schritt 7 0 4°C

Inkubation der mRNA mit Primern

PAUSE

Wahrend Schritt 2 wurde pro Ansatz 8 pl Mastermix
und zusatzlich je 1 uyl RNAse OUT und Superscript llI
zugefugt.

Transkription der mRNA
Inaktivierung der Reversen Transkriptase

PAUSE
Wahrend Schritt 5 wurde pro Ansatz 1 ul RNAse H zu-
gefugt.

Trennung der mRNA von der synthetisierten cDNA

Das Produkt der reversen Transkription (cDNA) konnte bei Bedarf Giber Nacht bei - 20°C

eingefroren werden.

11.2.4.4. RT-PCR

Pro Probe wurde jeweils ein PCR-Tube vorbereitet, in das je

o~ w0 Dd =
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0.5 ul Primer reward
1 ul cDNA
gesamt 25 pl

12.5 pl RedTags Readymix
10.5 pl H20 fur PCR
0.5 pl Primer forward



pipettiert wurden. Die Kontrolle wurde mit allen verwendeten Primern und ohne cDNA
durchgefihrt, das Volumen an HO fir die PCR wurde dementsprechend angepasst.
Fir die PCR wurde ein Programm mit in der folgenden Tabelle 16 dargestellten Schritten

ausgewahlt:

Tabelle 16 Ablauf der PCR-Zyklen

Dauer Temperatur
Schritt 1 2 min 94°C Denaturierung
Schritt 2 45s 95°C Denaturierung
Schritt 3 40's 62°C Annealing
Schritt 4 1 min 72°C Elongation
- Schritt 2-4 werden in 35 Zyklen wiederholt
Schritt 5 10 min 72°C Elongation
Schritt 6 o0 4°C

11.2.4.5. Agarosegel giel3en

Zum Nachweis der PCR-Produkte wurde ein 2%iges Agarosegel verwendet, das vor der
PCR vorbereitet wurde. Dafir wurden 1.6 g Agarose mit 80 ml einfachem TBE-Puffer
gemischt und in der Mikrowelle bei 700 W ca. 1 min lang aufgekocht, bis sich die Agarose

vollstandig aufgelost hatte.

10X TBE-Puffer (Tris-Borsdure-EDTA)

0.9 M Tris 109.03 g
0.9 M Borsaure 55.65¢
20 mM EDTA 2H,0 8.32¢g

Chemikalien wurden mit 800 ml dH.O aufgelést und auf einen pH von 8.0 eingestellt.
Sobald dieser erreicht war, wurde auf 1000 ml aufgefullt.

Zur Herstellung eines 1X TBE-Puffers wurden 10 ml des 10X TBE-Puffers erneut mit 90
ml dH-O verdunnt.
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Es wurden 8 pl GelRed hinzugegeben und die Lésung in eine Gelkammer gegossen, wo
sie ca. 40 min lang aushartete. Bevor der Kamm gezogen wurde, wurde das Gel mit
einfachem TBE-Puffer begossen, sodass die Kammern mit Puffer gefiillt waren. Das Gel
wurde in die PCR-Kammer gelegt, mit einfachem TBE-Puffer Ubergossen und an das

PCR-Gerat angeschlossen.
11.2.4.6. Gelelektrophorese

Die erhaltenen Proben aus der PCR wurden nun in die Kammern des Agarosegels pi-

pettiert. In der Regel wurden die Proben in folgender Reihenfolge angeordnet:

Marker Probe 1 Probe 2 Probe [...] Probe n Marker Kontrolle

Es wurden 3 pl Marker und je 5 yl von den Proben verwendet.
Die Gelkammer wurde an Strom angeschlossen und 40 min bei 100 V und 400 mA laufen
gelassen. Nach Durchlauf der Proben konnte das Gel aus der Kammer enthommen und

bei UV-Licht am DIANA Xraytest gemessen und fotografiert werden.
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lll. Ergebnisse

lIl.1.Wachstum der Organoide

I11.1.1.Ubersicht

Fir die vorliegende Arbeit wurden funf Zellsuspensionen aus malignem oder gesundem
Brustgewebe und drei bereits etablierte Organoidlinien verwendet. Wie in Tabelle 5 auf-
gefuhrt, wurden die Zellen fir BC43, BC58, BC60, BC97 und K7 als kryokonservierte
Einzelzellsuspension und die Zellen fur BC13, BC89 und BC91 als bereits bestehende
Organoidkultur aus der Frauenklinik AG Koch tibernommen. Aus den Einzelzellsuspen-
sionen wurde versucht, Organoidlinien zu etablieren. Alle Organoidkulturen wurden mit
dem im Abschnitt ,Methoden® beschriebenen Breast Cancer Medium kultiviert. Aus die-
sen acht Ansatzen konnten in flinf Fallen Organoidlinien (> 5 Passagen) gewonnen wer-
den (BC13, BC43, BC60, BC97 und K7), dies entspricht einer Erfolgsquote von 62.5 %.
Dabei wurde BC60 de novo als Organoidlinie herangezogen, wahrend die anderen pa-
rallel auch in der AG Koch als Organoidlinien kultiviert werden konnten. Die Organoidli-
nien erwiesen sich dabei Uber viele (z. T. > 20) Passagen als zuverlassig wachsend. Zur
Objektivierung des Wachstums der Organoidlinien wurden regelmafig Fotos der Kultur-
platten angefertigt - sowohl in Ubersicht als auch einzelner Organoide. Dabei wurde auf
die Reprasentativitat der Fotos geachtet, sodass die Fotos das Wachstumsverhalten der
Organoide mdglichst gut widerspiegelten. Die Ubersichtsaufnahmen dienten u. a. auch
dem Vergleich des Wachstumsverlaufs der einzelnen Organoidlinien untereinander.

Die verschiedenen Organoidlinien wiesen unterschiedliche Morphologien und Wachs-
tumsverhalten auf, erreichten unterschiedliche GroRen und wuchsen unterschiedlich
schnell und dicht. Ein Vergleich der Linien ist in Tabelle 17 und in den Abbildungen
15 - 22 dargestellt - hier werden auch die Eigenschaften der einzelnen Linien bzw. der

Organoide genauer beschrieben.
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Tabelle 17 Organoidlinien - Ubersicht

* Die hier angegebene Grél3e in um bezieht sich auf die durchschnittlich erreichte maximale

GréL3e der Organoide. Im Verlauf konnte es Passagen geben, in denen die Organoide auch deut-

lich gréBer wuchsen.

** Der Zeitraum in Wochen bezieht sich auf die Zeit, die die Organoide im Schnitt benétigten, um

ihre maximale Gré3e zu erreichen und anschlieBend einer Passage zugefiihrt wurden.

Zelllinie GroRe Zeitraum in Morphologie Linie neu ge-
inym*  Wochen** neriert?

BC13 <400 1 Uberwiegend solide Nein, bereits

vorhanden

BC43 <300 1-2 Uberwiegend solide, z. T. cystische Anteile ja

BC58 <100 4 Solide, stark cystisch, diskohasiv Nicht gelungen

BC60 <200 1-2 Uberwiegend cystisch ja

BC89 <50 2-4 Diskohéasiv, cystisch Nicht gelungen

BC91 <150 1-3 Solide und cystische (,blasig®) Organoide Nicht gelungen

nebeneinander
BC97 <200 1-2 Uberwiegend solide ja
K7 <100 1-6 Uberwiegend solide ja
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Abbildung 15 BC13 Morphologie

Die Linie BC13 wuchs (iberwiegend solide und verzeichnete ein deutliches Gré3enwachstum,
das sich von den anderen Organoidlinien abhob. Sie wuchsen sowohl, wenn die Zellen sehr dicht
ausgesét wurden, als auch, wenn die Zellen stark vereinzelt wurden. Ein Organoidwachstum er-
folgte hier bereits nach wenigen Tagen. Meist wuchs diese Linie (iber Wochen weiter und er-
reichte GréBen einzelner Organoide bis zu 500 um.

Malstabsbalken: 100 um

Abbildung 16 BC43 Morphologie

Die Linie BC43 beinhaltete Organoide mit soliden und cystischen Anteilen. Dabei konnten die
Organoide Mischungen aus solide und cystisch sein, sie konnten jedoch auch vollsténdig cystisch
wachsen oder sich als durchgehend solide présentieren, die soliden Organoide kamen aber am
seltensten vor. Wie BC13 zeigte sich hier ein Wachstum auch bereits nach wenigen Tagen und
sie konnten Uber Tage bis Wochen weiterwachsen. Ab der 4. Woche stagnierte das Wachstum
jedoch i. d. R, die Organoide blieben dabei in Form und Gréf3e stabil.

Malstabsbalken: 100 um
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Abbildung 17 BC58 Morphologie

BC58 présentierte sich heterogen. Es konnten sich runde, cystische Organoide bilden, sowie
diskohdésiv wachsende Strukturen, die v. a. entlang von Fibroblasten zu finden waren. Auch solide
Anteile waren méglich. Sie erreichten ihre maximale GréBe von i. d. R. 100 um ungeféhr in der
2. Woche, behielten danach Form und Gréi3e bei.

Malstabsbalken: 100 um

Abbildung 18 BC60 Morphologie

Die Organoidlinie BC60 wuchs sowohl mit cystischen als auch mit soliden Organoiden, wobei die
schénen runden, cystischen Organoide in der Uberzahl waren. Meist handelte es sich um runde
Organoide mit einem zentralen cystischen Anteil; die cystischen Organoide konnten aber auch
sehr denen der Linie BC43 &hneln. Daneben waren immer wieder solide Organoide zu finden.
Ihre maximale Gréf3e erreichten sie meist in der 2. oder 3. Woche, behielten danach Gré3e und
Form bei. Sie konnten GréBen von bis zu 200 um erreichen.

Malstabsbalken: 100 um
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Abbildung 19 BC89 Morphologie

Aus den Zellen BC89 liel3 sich keine Linie etablieren. Es liel3 sich zu Beginn nach dem Auftauen
und Ausséen der Zellen ein initiales Organoidwachstum vermuten (s. links), das jedoch schon
nach der 1. Woche stagnierte. Eine Passage wurde durchgefiihrt, die jedoch nicht von Erfolg
gekrént war (s. rechts). Die Zellen organisierten sich hier maximal zu losen Verbédnden und ver-
dnderten diese Konformitét bereits nach dem 4. Tag nicht mehr.

Malstabsbalken: 100 um

Abbildung 20 BC91 Morphologie

Auch BC91 etablierte keine Linie. Zunachst bildeten die Zellen BC91 &hnliche Zellverbdnde wie
BC89 und konnten, im Gegensatz zur BC89, kleinere, heterogen cystisch-solide Organoide von
weniger als 100 um ausbilden. Sie erreichten ihre maximale Gré3e in der ersten Woche und
stagnierten danach. Gréf3e und Form dnderte sich nicht mehr. Die BC91 wurde noch ein weiteres
Mal aus der Frauenklinik tbernommen, jedoch wurde diese mangels ausreichenden Wachstums
fiir eine erfolgreiche Passage verworfen.

Malstabsbalken: 100 um
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Abbildung 21 BC97 Morphologie

BC97 bildete eine gut wachsende Linie mit (iberwiegend soliden Organoiden mit einer Gré3e von
maximal 200 um. Sie erreichten ihre maximale Gréf3e in der 2. Woche und blieben anschlieRend
stabil. Haufig waren die Organoide nicht glatt berandet und rund, sondern in der Form inhomogen.
Viele Organoide wirkten, als hétten sie Einzelzellen aul3en anhaften (vgl. linkes Bild).
Malstabsbalken: 100 um

Abbildung 22 K7 Morphologie

Die Kontrolllinie K7 aus gesundem Gewebe bildete kleine, maximal 100 um grof3e Organoide
aus. Sie wuchs langsam und wurde nicht sehr grol3. Die Organoide bestanden (iberwiegend aus
soliden Anteilen, wie bei der BC97 imponierte das Bild von ,anhaftenden Zellen® am Rand der
Organoide.

Malstabsbalken: 100 um
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I11.1.2.Wachstum und Anzahl

Die verschiedenen Organoidlinien variierten in ihrem Wachstumsverhalten und in ihrer
GroéRenzunahme. Es konnten bei jeder Linie nach einer Passage mehrere (> 10) Orga-
noide pro well generiert werden. Diese erreichten je nach Linie in unterschiedlichen Zeit-
raumen durchschnittlich einen Durchmesser von ca. 150 um. Die Linie BC13 konnte da-

bei sogar Organoide von einer GréRe bis zu 500 um (Abbildung 23) ausbilden.

Abbildung 23 BC13 Beispiel fiir maximale Grél3e der Organoide

Malstabsbalken: links 500 um, rechts 100 um

Eine Passage wurde i. d. R. bei einer Organoidgréf3e von min. 100 um durchgefiihrt, das
Splitverhaltnis war abhangig von der Gré3e und der Dichte der Organoide und grindete
auf Erfahrungswerten. Bei den meisten Organoidlinien war ein erstes Wachstum aus
Einzelzellen nach ca. 1 Woche erkennbar, die meisten Linien erreichten ihr Grélkenma-
ximum nach ca. 2 - 3 Wochen (Wachstumsverlauf Abbildung 24 - 27). Die wenigste Zeit
bendtigte die Linie BC13 zwischen zwei Passagen (i. d. R. eine Woche), wahrend die
Kontrolllinie K7 bis zu 6 Wochen zur nachsten Passage wachsen musste. Die Linie K7
erreichte auch nie dieselben Organoiddurchmesser wie die Linien BC13, BC60 und
BC97. Zellen aus malignem Gewebe wie BC58, BC89 und BC91 bildeten zu Anfang
auch nur kleine Organoide - wobei im Unterschied zu K7 aus diesen aber keine Linien
gewonnen werden konnten.

Morphologisch unterschieden sich die Organoidlinien ebenfalls (Tabelle 18, sowie Abbil-
dungen 15 - 22). Wahrend die Linie BC13 Uberwiegend sehr solide Zellverbande bildete

(Abbildung 15), wuchs beispielsweise die Linie BC60 mit deutlichen zystischen Anteilen

85



(Abbildung 18). Besonders auffallend waren Organoide der BC58, die sich morpholo-
gisch sehr divers prasentierten. Hier konnten sowohl solide, stark cystische wie auch
diskohasiv wachsende Organoide gefunden werden (Abbildung 17).

Tag 1 nach Passage:
Zellen liegen als Einzelzellen

im Matrigel vor.

Tag 4 nach Passage:

=9

‘ Ein erstes Organoidwachs-

&l tum ist zu erkennen.

3

M Berung sind deutlich Organo-

Al ide bis zu einer Groé3e von

100 um erkennbar.

solide, prominente Zellver-
bénde von einer Grél3e bis zu
300 um dar.

Abbildung 24 BC13 Wachstum im Verlauf

Malstabsbalken: links 500 um, rechts 100 um
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Tag 3 nach Passage:

Zellen liegen weitestgehend
als Einzelzellen im Matrigel
vor, vereinzelt I4sst sich be-
reits ein Organoidwachstum

erkennen.

il Tag 11 nach Passage:

il es bilden sich deutlich schon
an mehreren Stellen Organo-
ide.

Tag 22 nach Passage:

Die Organoide nehmen an
GroBe zu, schon in 2.5-fa-
cher VergréBerung ist er-
| kennbar, dass neben soliden
fauch cystische Anteile zu se-
. hen sind.

Tag 35 nach Passage:

il Organoide sind im Verlauf
gewachsen, sowohl vollstan-
dig solide, als auch vollstan-
d dig cystische Organoide, so-

wie Mischformen sind im Bild

der 2.5-fachen Vergré3erung

zZu sehen.

Abbildung 25 BC43 Wachstum im Verlauf

Malstabsbalken: links 500 um, rechts 100 um
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o ] 729 1 nach Passage:
88 Zellen liegen weitestgehend
als Einzelzellen im Matrigel

vor.

J
] Tag 5 nach Passage:
i Ein erstes Organoidwachstum

ist vereinzelt zu erkennen.

Tag 14 nach Passage:

Die Organoide sind deutlich
gewachsen und  besitzen
schon eine Gréf3e von bis zu
100 um, schon hier ist ein cys-

tisches Wachstum erkennbar.

Tag 22 nach Passage:
Organoide sind im Verlauf wei-

.. Jter gewachsen und kdénnen
tiber 100 um grof3 sein. Sie

sind prominent cystisch.

Abbildung 26 BC60 Wachstum im Verlauf

Malstabsbalken: links 500 um, rechts 100 um
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Zellen liegen weitestgehend
als Einzelzellen im Matrigel

vor.

Tag 7 nach Passage:
Etwa ab der 2. Woche ist ein
il erstes Organoidwachstum zu

erkennen.

Tag 12 nach Passage:

I Vor allem in der Gesamtiiber-
il sicht bei 2.5-facher Vergrél3e-
Wl rung ist zu sehen, dass sich

vermehrt Organoide bilden.

Tag 15 nach Passage:

3 Organoide wachsen weiter an
“l mehreren Lokalisationen und
'ﬁ nehmen GréBen von bis zu

B um an.

Abbildung 27 BC97 Wachstum im Verlauf

Malstabsbalken: links 500 um, rechts 100 um
Uber den Zeitraum der Kultivierung wuchs die Organoidlinie K7 stets langsam und er-

reichte geringe Gréf3en von < 100 uym, weshalb ein Wachstumsverlauf hier nicht abge-
bildet wurde.
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lll.1.3.Passagierung

Ein Erhalt der Organoidlinien BC13, BC43, BC60, BC97 und K7 war Uber mehrere
Passagen moglich. Die Dauer des Wachstumszeitraums in Kultur schien dabei keinen
wesentlichen Einfluss auf den Erfolg einer Passage zu haben. So konnte die Linie BC13
auch nach funf Wochen in Kultur noch erfolgreich passagiert werden. Die Organoidlinien
BC13 und BC60 sowie BC97 waren die am besten wachsenden Linien, die auch uber
Wochen in Kultur gehalten werden konnten. Auf die Fragestellung einer Korrelation zwi-
schen Dauer des Kulturzeitraums zwischen zwei Passagen und der Effektivitat des Or-
ganoidwachstums wurde an dieser Stelle nicht tiefer eingegangen, da die Linien BC13,
BC43, BC60 und BC97 ohnehin sehr gut und zuverlassig zu kultivieren waren. Die Zellen
BC58, BC89 und BC91, aus denen keine Linien gezogen werden konnten, hatten auch
schon zu Beginn ,Anlaufschwierigkeiten®, was sich auch mit langerer oder kirzerer Kul-
turdauer bis zur ndchsten Passage nicht besserte.

Tendenziell konnte aber beobachtet werden, dass Organoidkulturen besser wuchsen,
wenn die Einzelzellen dichter lagen - der wie in anderen Arbeiten beschriebene Richtwert

von 20 000 Einzelzellen pro Matrigel-dome erwies sich als valide.

lll.2. Medien

I11.2.1.Ubersicht

Es wurden fir die Organoidkultur drei verschiedene Medien (BC Medium mit R-Spondin,
BC Medium mit L-WRN-konditioniertem Medium mit und ohne FBS) hergestellt und ver-
wendet. Alle drei sind im Abschnitt Methoden beschrieben.

Das R-Spondin-1 konditionierte Medium war bei - 80°C eingefroren und im Labor der AG
Klein vorratig. Es wurde von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe (cand. med. Leander
Schwaibold, cand. med. Dominik Daub, MTA Christine Mayer, MTA Rita Kapoor) herge-
stellt. Die L-WRN-konditionierten Medien wurden selbst hergestellt.

lll.2.2.Vergleich
Das Kulturmedium fir die L-WRN-Zellen zur Konditionierung enthalt Gblicherweise FBS.

FBS ist ein Bestandteil im Medium, dessen Zusammensetzung nicht genau zu definieren

ist, was fur die Auswertung bzw. Gestaltung von Versuchen problematisch sein kann.
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Fir eine spatere Verwendung humaner Organoide im menschlichen Organismus ist die
Kultivierung in tierischem FBS ohnehin obsolet. Aus diesem Grund wurde neben dem
Ublichen FBS-haltigen Medium ein Ansatz mit FBS-freiem Medium fir die L-WRN-Zellen
verwendet und der Erfolg der Konditionierung an einer gut wachsenden Organoidlinie (in
diesem Fall BC13) Uberprift. Die BC13 wurde passagiert und nach der Passage je zwei
wells mit dem BC Medium mit FBS-haltigem bzw. dem FBS-freiem L-WRN-konditionier-
ten Medium und zum Vergleich R-Spondin-haltigem Medium in den Konzentrationen
10 % und 20 % kultiviert.

Das Wachstum der Organoide konnte so mit den unterschiedlichen Medien direkt vergli-

chen werden.

Ansiitze 10 % 20% FBS-haltiges FBS-freies
'R-Spondin 'R-Spondin L-WRN-Medium ~ L-WRN-Medium

In den wells, die mit R-Spondin und FBS-haltigem L-WRN-Medium kultiviert wurden,
zeigte sich schon nach einigen Tagen eine Gréenprogression, wahrend im FBS-freien
L-WRN-Medium kein Wachstum zu beobachten war (Abbildung 28). Der Ansatz mit und
ohne FBS wurde mehrmals wiederholt, in einem der Falle zeigte sich auch im FBS-freien
Medium ein signifikantes Organoidwachstum - dies blieb aber ein Einzelfall und besta-
tigte sich in den anderen Versuchsansatzen nicht. Deshalb musste auf eine Kultivierung

mit FBS-freiem L-WRN-Medium in weiteren Versuchen verzichtet werden.
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Abbildung 28 Medien-Vergleich anhand BC13

Oben je Tag 1 nach Passage, unten Tag 6 nach Passage

A 10 % R-Spondin

B 20 % R-Spondin

C L-WRN-Medium mit FBS

D L-WRN-Medium ohne FBS - Hier ist minimal ein Wachstum zu erkennen, was sich aber bei
Wiederholung des Versuchs nicht reproduzieren liel3 und damit als nicht représentativ gewertet
wurde.

Mafstabsbalken: links 500 um, rechts 100 um
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lll.3. Molekularbiologische Expressionsstudien

1ll.3.1.RNA-Isolierung aus Organoiden

Die reverse Transkription mit anschlielfender PCR der Organoidlinien BC13, BC43,
BC60 und BC97 wurde flr die sechs membranstandigen Matrix-Metalloproteasen -14, -
15, -16, -17, -24 und -25 als Vertreter membranstandiger Proteine, die vier TIMPs -1, -
2, -3, -4 als Gegenspieler der MMPs und samtliche Lamininketten als Vertreter der Ext-
razellularmatrix durchgefihrt.

Fir die Reinheit der RNA wurde ein Wert von A260/280 ~ 2,0 und A260/230 < 1,8 ange-
strebt. Da die Organoide der Linien BC13, BC43, BC60 und BC97 i. d. R. grof3 und dicht
wuchsen, war eine gute RNA-Konzentration bei entsprechender Reinheit durch die Auf-
reinigung zu erreichen (Tabelle 19). Fur einen RT-PCR Durchlauf wurde 1 uyg RNA be-
notigt.

Tabelle 18 Reinheiten und Konzentrationen der RNA der Organoidlinien

Zelllinie BC13 BC43 BC60 BC97

RNA-Reinheit IA260/280 |2.230 2.118 2.33 2.004
A260/230 | 0.585 1.856 0.025 0.117

RNA-Konzentration 433 ng/pl 589.6 ng/pl 15.75 ng/pl 222.75 ng/pl

111.3.2. RT-PCR der verschiedenen Laminine

Fir die verschiedenen Lamininketten (a1 - 5, 1 - 3, y1 - 3) wurde eine RT-PCR durch-
gefihrt. In allen untersuchten Organoidlinien waren Banden fur alle Laminin-Ketten au-
Ber flr Laminin y3 zu detektieren. Bei der Linie BC13 waren die Laminine a2 - 4 dabei
nur schwach nachweisbar, bei der Linie BC97 war die Bande fir Laminin a3 weniger
prominent als fir die anderen Lamininketten-Typen (Ubersicht Tabelle 19, Abbildungen
29 - 32).
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Tabelle 19 Ubersicht der Expressionsmuster der BC-Organoidlinien fiir Laminine

Untersucht wurden alle a-, B- und y-Ketten der Laminine. Die untersuchten Organoidlinien zeigten

ein Signal fiir alle Lamininketten, aulBer fiir Laminin y3. Laminin y3 war in keiner Organoidlinie

nachweisbar. Das Signal der untersuchten Lamininketten war unterschiedlich stark. Die stérksten

Signale zeigten sich bei Laminin a1 sowie Laminin a5, Laminin 1 und -2 und Laminin y1 und -2.

Unterschiedliche Signale zeigten sich bei der Untersuchung der Organoidlinien BC13 und BC97
fur die Laminine a2 - 4 (BC13) und Laminin a3 (BC97).

+ Bande zu erkennen
++ deutliche Bande zu erkennen
- keine Bande zu erkennen
+/- bei mehreren Durchflihrungen schwankende, aber immer schwache Signale
Zell- Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin Laminin
linie al a2 a3 ad a5 B1 B2 B3 v1 \'7 v3
BC13 ++ +/- +/- +/- ++ ++ ++ + ++ ++ -
BC43 ++ + ++ + ++ ++ ++ + ++ ++ -
BC60 ++ + ++ + + ++ ++ + ++ ++ -
BC97 ++ ++ +/- ++ ++ ++ ++ + ++ ++ -
£ 2
2 2
£ 5 8 8% ¥ B = & & s ¢ % 5
a £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ >
2 £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ =
$ F F F OB E OB OE OEOE OEE B
- - - - - - - - - - - - 4

500 bp

100 bp

Abbildung 29 RT-PCR-Ergebnis Laminine (BC13)

Die Organoidlinie BC13 exprimierte bis auf Laminin a2 und a3 (sehr schwach eine Bande zu

sehen) und y3 alle untersuchten Laminine. Flir die Laminine a1, a5, B1 und -2, sowie y1 und -2

lieBen sich starke Banden darstellen, a3 und 4, sowie 33 waren schwécher ausgepragt.
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Abbildung 30 RT-PCR-Ergebnis Laminine (BC43)

Die Organoidlinie BC43 exprimierte bis auf Laminin y3 alle untersuchten Laminine. Bis auf Lami-

nin a2 und a4 waren alle Banden stark ausgepragt.
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500 bp

100 bp

Abbildung 31 RT-PCR-Ergebnis Laminine (BC60)

Die Organoidlinie BC60 exprimierte bis auf Laminin y3 alle untersuchten Laminine. Laminin a2,

a4 und ab sowie B3 hatten im Vergleich ein schwécheres Expressionsmuster als die anderen
Laminine.
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Negativkontrolle
100kb DNA Marker

Laminin a1
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Laminin B3
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Laminin y3

500 bp

100 bp

Abbildung 32 RT-PCR-Ergebnis Laminine (BC97)

Fiir die Organoidlinie BC97 lieBen sich Banden flir alle Laminine bis auf Laminin y3 nachweisen.
Laminin a3 wies nur eine schwache Bande auf, alle anderen Banden waren deutlich zu erkennen.
Zu beachten ist jedoch, dass die Negativkontrolle auch ein Bandenmuster aufwies. Die Banden

in der Negativkontrolle decken sich jedoch nicht mit den Banden der untersuchten Laminine.

lll.3.3. RT-PCR-Analyse der verschiedenen Membranstindigen Matrix-
Metallproteasen (MT-MMPs)

Die RT-PCR-Analysen wurden auch fir die membranstandigen Matrix-Metalloproteasen
-14, -15, -16, -17, -24 und -25 durchgefihrt.

Signifikant war, dass fur MMP-15 in allen untersuchten Organoidlinien ein deutliches
Signal in der Gelelektrophorese nachweisbar war, MMP-16 und -25 waren in allen un-
tersuchten Linien negativ (Ubersicht Tabelle 20).

Ein deutliches Signal fir MMP-17 war in den Linien BC43 und BC60 erkennbar, die Or-
ganoidlinien ohne Signal fir MMP-17 waren BC13 und BC97 (Abbildung 33 und 36).
Nur eine Organoidlinie zeigte ein deutliches Signal fuir MMP-14 (Abbildung 35). Keine
Signale waren bei den Organoidlinien BC13, BC43 und BC97 zu detektieren (Abbildung
33, 34, 36). Die Signale fur MMP-24 waren durchgangig sehr schwach.
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Tabelle 20 Ubersicht der Expressionsmuster der BC-Organoidlinien fiir MT-MMPs

Die RT-PCR-Analysen wurden mehrmals durchgefiihrt. Alle BC-Organoidlinien waren fiir MMP-
16 und MMP-25 negativ und fiir MMP-15 positiv. BC60 wies als einzige eine Bande fir MMP-14
auf. BC43 und BC60 zeigten deutliche Banden fir MMP-17, BC13 nur eine schwache Bande fiir
MMP-17. MMP-24 bildete deutliche Banden bei BC13, BC60 und BC97, schwache bei BC43.

+ Bande zu erkennen

++ deutliche Bande zu erkennen

- keine Bande zu erkennen

Zelllinie MMP-14 MMP-15 MMP-16 MMP-17 MMP-24 MMP-25

BC13 - ++ - + ++ -
BC43 - ++ - ++ + -
BC60 + + - ++ ++ -
BC97 - ++ - - ++ -

k: 0

g 3

< g

Q 2

g g

g 2

500 bp

100 bp

Abbildung 33 RT-PCR-Ergebnis membransténdige Matrix-Metalloproteasen (BC13)

Die Organoidlinie BC13 wies Banden fiir die membranstédndigen MMPs -15 und -24 auf. Die In-
tensitat der Banden ist fiir MMP15 am starksten. Ftir MMP-14, -16, -17 und -25 liel3 sich keine

Bande darstellen.
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Abbildung 34 RT-PCR-Ergebnis membransténdige Matrix-Metalloproteasen (BC43)

Die Organoidlinie BC43 war fiir die drei MMPs -15, -17 und -24 positiv. Die Bande fiir MMP-24
war nur sehr schwach ausgepréagt und in Farbenumkehr besser zu erkennen. MMP-15 und -17

dhnelten sich in ihrer Bandenintensitéat.

100kb DNA Marker
Negativkontrolle

MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25

500 bp

100 bp

Abbildung 35 PCR-Ergebnis membransténdige Matrix-Metalloproteasen (BC60)

Die Organoidlinie BC60 zeigte in der Gelelektrophorese Banden bei MMP-14, -15, -17 und -24,
wobei die Bande flir MMP-17 am stédrksten darstellbar war. Fir MMP-16 und MMP-25 zeigten

sich keine Banden.
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100kb DNA Marker
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MMP-24
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500 bp

100 bp

Abbildung 36 PCR-Ergebnis membransténdige Matrix-Metalloproteasen (BC97)

Organoide der Linie BC97 waren positiv fir MMP-15 und MMP-24, wobei auch hier das Signal
fir MMP-24 sehr schwach war. Die anderen membranstédndigen Matrix-Metalloproteasen MMP-
14, -16, -17 und -25 zeigten keine Bande.

lll.3.4.RT-PCR-Analyse der verschiedenen Tissue Inhibitors of Metallopro-
teinases (TIMPs)

Auch fir die Inhibitoren der Metalloproteinasen, die TIMPs, wurde eine RT-PCR-Analyse
durchgefihrt und mehrmals wiederholt. TIMP-2 und TIMP-3 waren bei allen Organoid-
linien positiv, fir TIMP-1 und TIMP-4 waren die Ergebnisse unterschiedlich (Ubersicht s.
Tabelle 21). TIMP-4 zeigte bei allen Organoidlinien schwache Banden auf3er bei BC97,
wo sich keine Bande fur TIMP-4 nachweisen liel3 (Abbildung 40). TIMP-1 war ebenfalls
bei allen Linien positiv, die Banden bei BC43 und BC60 (Abbildung 38 + 39) waren aber
nur schwach darstellbar. BC13 und BC43 waren fir alle TIMPs positiv (Abbildung 37).
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Tabelle 21 Ubersicht der Expressionsmuster der BC-Organoidlinien fiir TIMPs

Alle BC-Organoidlinien exprimierten TIMP-2 und TIMP-3. Fiir TIMP-1 waren bei BC13 und BC97
deutlich Banden zu erkennen, BC43 und BC60 wiesen nur schwache Banden auf. BC13, BC43
und BC60 zeigten ebenfalls schwache Banden fiir TIMP-4, BC97 war fiir TIMP-4 negativ.

+ Bande zu erkennen

++ deutliche Bande zu erkennen

- keine Bande zu erkennen

+/- bei mehreren Durchflihrungen schwankende, aber immer schwache Signale

Zelllinie TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4

BC13 ++ ++ ++ +
BC43 + ++ ++ +
BC60 +/- ++ ++ +/-

BC97 + ++ ++ -

O

2

5 5

2 = £

g s =

g 3 £

2 a £

< = s

§ 8 :

500 bp

100 bp

Abbildung 37 PCR-Ergebnis TIMPs (BC13)

Organoide der Linie BC13 zeigten ein positives Bandenmuster fiir alle TIMPs (1-4).

100



B-Actin (Positivkontrolle)

8
e £
° S
'E' =

<
o P4
> (=)
‘6' e
2 =]

o
4 -

TIMP-1
TIMP-2
TIMP-3
TIMP-4

500 bp

100 bp

Abbildung 38 PCR-Ergebnis TIMPs (BC43)

Die Organoidlinie BC43 wies ein deutliches Signal fiir TIMP-1, -2 und -3 auf, fir TIMP-4 war das

Signal nur schwach ausgeprégt.

B-Actin (Positivkontrolle)

Negativkontrolle
100kb DNA Marker

TIMP-1
TIMP-2
TIMP-3
TIMP-4

500 bp

100 bp

Abbildung 39 PCR-Ergebnis TIMPs (BC60)

Organoide der Linie BC60 waren wie die der BC43 fiir TIMP-2 und -3 deutlich positiv. TIMP-1 und

-4 zeitgen dabei wieder sehr schwache, TIMP-2 und -3 starke Banden.
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Abbildung 40 PCR-Ergebnis TIMPs (BC97)

Organoide der Linie BC97 wiesen in der Gelektrophorese Banden fiir TIMP-1, -2 und-3 auf, nicht
aber bei TIMP-4.
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lI1.4. Immunfluoreszenz-Markierung humaner Mamma-Ca-

Organoide

Vergleichend und weiterfiihrend zur zuvor beschriebenen RT-PCR-Analyse der Organo-
idlinien wurden zur Aufschlisselung des Aufbaus der Mamma-Ca-Organoide sowie der
Expression bestimmter Proteine der Extrazellularmatrix, des Zytoskeletts und der memb-
ranstandigen Matrix-Metalloproteasen Immunfluoreszenzfarbungen mithilfe verschiede-
ner Methoden angefertigt. Die Methoden unterschieden sich in ihrer Dimensionalitat und
Praktikabilitét, aber auch in ihrer Aussagekraft.

Gefarbt wurden sowohl die Organoidlinien, die in den vorausgegangenen Abschnitten
erlautert wurden, als auch in Paraffin eingebettete Schnitte von Organoidlinien, die
freundlicherweise aus der Frauenklinik AG Koch ibernommen werden konnten (Uber-
sicht Tabelle 22).

Fir die Immunfluoreszenzfarbungen wurden Antikérper gegen Cytokeratin 5 und 8 als
Marker fUr basale und luminale Zellen, Antikérper gegen Laminine und Perlecan als Ver-
treter der ECM, sowie Antikérper gegen membranstandige Proteine (Integrine und MT-
MMPs) verwendet als auch gegen TIMPs als Gegenspieler zu den MMPs. Zur Markie-

rung des Zellkerns wurde stets DAPI eingesetzt.

103



Tabelle 22 Ubersicht der durchgefiihrten Immunfluoreszenzmethoden fiir verschiedene Organo-

idlinien

Die mit einem ,+“ gekennzeichneten Organoide wurden in der entsprechenden Methode ange-
férbt, die mit ,./“ gekennzeichneten Organoide wurden in der Methode nicht verwendet. Die Linien
BC101, 109, 117, 125 und 173 lagen als Paraffinschnitte vor und wurden aus der Frauenklinik
tibernommen. Die Farbungen der Linien BC13, 43, 60, 97 und K7 entstammen den zuvor kulti-

vierten Proben.

+ F&rbung durchgefiihrt
/ keine Férbung durchgefiihrt
2D-Farbungen 3D-Farbungen
Zelllinie Kryostat- Paraffin- Chamber- Laser-Scan-
schnitte schnitte  slides Mikroskop

BC13 + / + +
BC43 + / + /
BC60 + / + +
BC97 + / / +
K7 / + / /
BC101 / + / /
BC109 / + / /
BC117 / + / /
BC125 / + / /
BC173 / + / /

lll.4.1. Kryostatschnitte

111.4.1.1.Verwendung von Histogel

Die Methodik der Immunfluoreszenzmarkierung von Kryostatschnitten von Mamma-Ca-
Organoiden folgte einem urspriinglich vorhandenen Protokoll in der AG Klein unter Ver-
wendung von Histogel und ist im Abschnitt Methoden ausfihrlich beschrieben. Es zeigte
sich in der Durchfihrung die Problematik, dass sich auch in den Negativkontrollen immer
ein unspezifisches Signal erkennen liel? (Abbildung 42).

Nach langerer Ursachensuche in Zusammenarbeit mit der AG Koch stellte sich heraus,

dass die Einbettung der Organoide in Histogel mit TissueTek® wohl die Markierung mit
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Zweitantikdrpern negativ beeinflusste, sodass diese unspezifisch an Strukturen banden
und sich keine zufriedenstellende spezifische Markierung erreichen lief. Im direkten Ver-
gleich zwischen Paraffinschnitten mit Histogel und Kryostatschnitten mit Histogel zeigte
sich ein deutlicher Unterschied in der Qualitat der Farbung (Abbildung 41 + 42). Danach
wurde eine Methode fir Kryostatschnitte ohne Histogel optimiert. Es zeigte sich, dass
ohne Histogel eine gute Immunfluoreszenzmarkierung moglich war, sofern sich die

Antikorper fir die Fluoreszenzmethodik eigneten.

=22 | B DAPI

C Perlecan =0um. | D Negativkontrolle

Abbildung 41 IFL BC117, Paraffinschnitt mit Histogel, Farbung mit DAPI und Perlecan

A Merge - Man erkennt die blau angefdrbten Zellkerne und eine die Organoide rundum

umgebende Basalmembran, die durch die Basalmembrankomponente Perlecan repré-

sentiert wird.
B DAPI-Féarbung der Zellkerne
C Perlecan (Alexa488) - Anfarbung der Basalmembran durch Antikérper gegen den Basal-

membranbestandteil Perlecan

D Negativkontrolle ohne Erstantikérper, nur mit DAPI zur besseren Lokalisation der Orga-
noide

Malstabsbalken: 400 um
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woum. | B DAPI

C Perlecan =2z | D Negativkontrolle

Abbildung 42 /FL BC13, Kryostatschnitte mit Histogel, F&rbung mit DAPI und Perlecan

A Merge - Schon hier ist eine deutliche unspezifische Farbung von Strukturen aullerhalb

des Organoids in Alexa488 (griin) erkennbar.

B DAPI-Férbung der Zellkerne

C Perlecan (Alexa488) - Einzeldarstellung der spezifischen und unspezifischen Farbung in
Alexa488

D Negativkontrolle - deutliches Signal von Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikérpern, die

unspezifisch binden und DAPI
Malstabsbalken: 400 um

111.4.1.2. 2D-Markierungen von Organoid-Strukturen
Die Organoidlinien BC13, 43, 60 und 97 wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten und
in unterschiedlichen Stadien fur Kryostatschnitte konserviert, am Mikrotom geschnitten

und auf Objekttrager fixiert. Es wurde versucht, eine gute Organoiddichte auf den Ob-

jekttragern zu erreichen, indem in Kultur ausreichend expandiert und zur Fixierung
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gepoolt wurde. Dementsprechend befanden sich auf jedem Objekttrager mehrere Orga-
noide zum Vergleich. Je nach Linie waren diese unterschiedlich gro3.

Gefarbt wurden sie mit Antikdrpern gegen CK5, CK8, Perlecan, Laminin a4 und -5, In-
tegrin B1, Integrin a3, Integrin a7, MMP-14, -15, -16, -17, -25, TIMP-1, -2, -3. Im Folgen-

den sind reprasentative Bilder der Farbungen abgebildet.

Die meisten Farbungen zielten auf eine Aufschliisselung des biologischen Aufbaus der
Organoide ab. Proteine wie Perlecan, Cytokeratine, Integrine und Laminine, die in
Epithelien spezifische Funktionen als Bestandteile der Basalmembran, des Zytoskeletts
oder zur Zell-Zell-Adhasion erfillen, kénnen durch ihre Lokalisation ein gutes Bild tber
den Aufbau von Organoiden darbieten.

Die Farbung mit Perlecan-Antikérpern machte deutlich, dass die Organoide unabhangig
von ihrer GréRe mit einer Basalmembran umgeben sind. Perlecan als obligatorischer
Bestandteil der Basalmembran ist hierfir ein guter Marker und war zuverlassig fir die
Farbungen anwendbar (Abbildung 43 + 44; Beispiele fir BC13 und BC60).
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Abbildung 43 IFL. BC13 mit DAPI, Perlecan und Cytokeratin 8

A Merge von Perlecan, CK8, DAPI — Die Perlecan-Férbung (griin) umgibt das mit einem
Pfeil markierte Organoid rundum im Sinne einer Basalmembran. Cytokeratin 8 (rot) ist in
diesem Organoid v. a. randbetont anfarbbar. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Férbung der Zellkerne

C Perlecan (Alexa488) — Die Einzeldarstellung zeigt, dass Perlecan sich tatséchlich um das
Organoid anférben ldsst und im Inneren kaum darstellbar ist.

D Cytokeratin 8 (Cy3) als Marker luminaler Zellen

Malstabsbalken: 100 um
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Abbildung 44 IFL. BC60 mit DAPI, Perlecan und Cytokeratin 8

A

Merge von Perlecan, CK8, DAPI - Wie in Abbildung 43 (BC13) umgibt auch hier die Fér-
bung fiir Perlecan (griin) das Organoid rundum. Dieses Organoid ist fiir CK8 (rot) bis auf
einen zentral ausgesparten Anteil vollsténdig positiv. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.
DAPI-Férbung der Zellkerne

Perlecan (Alexa488) - Auch hier sieht man die fast durchgéngige Umrandung des Orga-
noids mit der Férbung fiir Perlecan. Diese Férbung ist im Inneren des Organoids kaum
zu finden.

Cytokeratin 8 (Cy3) - CK8 verteilt sich hier (iber das gesamte Organoid. Nur zentral ist
eine Aussparung zu vermuten. Da in der DAPI-Férbung Zellkerne zentral zu sehen sind,
handelt es sich hier nicht um einen cystischen Hohlraum, sondern um CK8-negative Zel-

len.

Malstabsbalken: 100 um

Schon in diesen Abbildungen, in denen auch mit Antikérpern gegen Cytokeratin 8 gefarbt

wurde, war zu sehen, dass CK8 nicht homogen iber das gesamte Organoid anfarbbar

war. In Doppelfarbungen mit den Cytokeratinen CK5 und CKa8 lief sich eindricklich dar-

stellen, dass in Organoiden eine klare Trennung zwischen luminalen (CK8) und basalen

(CK5) Zellen zu bestehen scheint. Die Signale fur beide Cytokeratine waren raumlich

109



deutlich getrennt, was sich in verschiedenen Organoidlinien reproduzieren lief3 (Abbil-
dung 45 + 46). Cytokeratin 5 ist als Marker fir basale Zellen von Parenchym wie dem
Brustgewebe verwendbar, wahrend Cytokeratin 8 v. a. in luminalen Zellen nachweisbar

ist.

100 um
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C Cytokeratin 8 —2m___ | D Cytokeratin 5

Abbildung 45 /FL BC13 mit DAPI, Cytokeratin 5 und Cytokeratin 8

A Merge von CK5, CK8, DAPI - Zu sehen ist eine deutliche Aufteilung des Organoids (mit
Pfeil markiert) in CK5-positive (rot) und CK8-positive (griin) Zellen. DAPI (blau) markiert
die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C Cytokeratin 8 (Alexa488) - Auch in der Einzeldarstellung ist die selektive Expression von

Cytokeratinen zu sehen.
D Cytokeratin 5 (Cy3) als Marker basaler Zellen
Malstabsbalken: 100 um
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C Cytokeratin 8 ————— | D Cytokeratin 5

Abbildung 46 IFL. BC60 mit DAPI, Cytokeratin 5 und Cytokeratin 8

A Merge von CK5, CK8, DAPI - Zu sehen ist eine deutliche Aufteilung des Organoids in
CKb5-positive (rot) und CK8-positive (griin) Zellen. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Férbung von Zellkernen

C Cytokeratin 8 (Alexa488) - Auch in der Einzeldarstellung ist die selektive Expression von
Cytokeratinen zu sehen.

D Cytokeratin 5 (Cy3) als Marker fiir basale Zellen

Malstabsbalken: 100 um

Zum Teil fanden sich in den Cytokeratinfarbungen auch Organoide, die vollstandig posi-
tiv fr eines der beiden Cytokeratine war - was aber auch an der angeschnittenen Ebene
des Organoids liegen konnte und damit keine Aussagekraft fir das gesamte Organoid
hat (Abbildung 45).

Ein weiterer obligatorischer Bestandteil auf Zellmembranen sind die Integrine. Integrine
kommen als Adhasionsmolekile sowohl zwischen Zellen und Proteinen der Extrazellu-
larmatrix, als auch zwischen zwei Zellen vor (Takada et al., 2007). Eine Anfarbung von

Integrin 31 in Kombination mit Perlecan, wieder als Marker fir die Basalmembran, zeigte
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eine gleichmafige Verteilung von Integrin 31 Uber das gesamte Organoid, sowohl inter-

zellular zwischen einzelnen Zellen als auch Uberlappend mit der dargestellten Basal-
membran (Abbildung 47 + 48).

C Perlecan —m___ | D Integrin B1

Abbildung 47 IFL BC13 mit DAPI, Perlecan und Integrin 1

A

Merge von Perlecan, Integrin B1, DAPI — Perlecan (griin) umgibt wieder das Organoid
am Rande, wobei sich hier im rechten Bereich des Organoids eine Unterbrechung der
Farbung zeigt. Integrin 31 (rot) ist in allen zellhaltigen Bereichen des Organoids zu finden.
DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

DAPI-Férbung von Zellkernen

Perlecan (Alexa488) — Die Anfarbung erfolgte randbetont entsprechend einer das Orga-
noid umgebenden Basalmembran mit Unterbrechung im rechten Bereich des Organoids.
Integrin B1 (Cy3) — Es zeigt sich eine gleichméllige Darstellung der Farbung (ber das
gesamte Organoid. Erkennbar ist eine Férbung an Zellgrenzen und lberlappend mit der

Basalmembran.

Malstabsbalken: 100 um
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C Perlecan —em | D Integrin B1

Abbildung 48 IFL. BC60 mit DAPI, Perlecan und Integrin 51

A Merge von Perlecan, Integrin B1, DAPI - Zu sehen ist ein Organoid mit einem cystischen
Hohlraum zentral gelegen, Perlecan (griin) umgibt das Organoid rundum. Integrin 31 (rot)
ist wie in Abbildung 47 (BC13) im gesamten Organoid anfdrbbar. DAPI (blau) markiert

die Zellkerne.
B DAPI-Férbung von Zellkernen
C Perlecan (Alexa488) als Marker fiir die Basalmembran
D Integrin B1 (Cy3) - Integrin B1 ist auch hier im gesamten Organoid anférbbar. Dieses

Organoid zeigt v. a. im Bereich der Basalmembran eine starke Férbung fiir Integrin B1.
Malstabsbalken: 100 um

Zur Vergleichbarkeit wurden auch Farbungen fiir andere Integrine angewendet. Neben
Integrin 31 kam auch Integrin a7 zur Anwendung; beide Integrin-Ketten zusammen nut-
zen Laminine als Bindungspartner.

Integrin a7 wurde zusammen mit Cytokeratin 5 (Abbildung 49) gefarbt. Die Farbung fur
Integrin a7 ahnelte der fur Integrin 31 in Abbildung 47 + 48. Eine Anfarbung von Integrin
a7 war gleichmafig Uber die Organoide mdglich, in der Einzeldarstellung von Cy3 (In-

tegrin a7) war dies noch deutlicher zu sehen. Wahrend sich aber fir Integrin 1 in den
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Aufnahmen auch eine Konzentration auf die Ebene der Basalmembran vermuten liel3,

war dies bei Integrin a7 weniger zu sehen.

C Cytokeratin 5 Sl adll D Integrin a7

Abbildung 49 IFL. BC97 DAPI, Cytokeratin 5 und Integrin a7

A Merge von CKS, Integrin a7, DAPI - Wie in Abbildung 44 - 46 sieht man eine Aufteilung
des Organoids in CK5-positive (griin) und CK5-negative Zellen - eine Férbung mit CK5
ist nicht in allen Zellen des Organoids erfolgt. Integrin a7 verteilt sich aber wie Integrin 31
(rot) gleichmé&Rig dber die Organoide. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Férbung von Zellkernen

C Cytokeratin 5 (Alexa488) - Das obere Organoid weist keine spezifische Farbung fiir CK5
auf, das untere Organoid nur in Bereichen des linken und des unteren Organoidanteils

D Integrin a7 (Cy3) - Integrin a7 verteilt sich gleichméBig tiber beide Organoide, zu erken-
nen st eine Konzentration auf interzellulédre Anteile.

Malstabsbalken: 100 um

Diese Farbungen mit Perlecan, Cytokeratinen und Integrinen geben einen Uberblick

uber den Aufbau der Organoide. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Mamma-

Ca-Organoid aus unterschiedlichen Zellen zu bestehen scheint, die sich in luminale und
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basale Zellen entsprechend ihrer Cytokeratin-Expression einteilen lassen. Au3erdem
handelt es sich um solide Zellverbande, die durch Integrine verbunden und von einer
Basalmembran umgeben sind. Dieser Aufbau war durchgehend in jeder untersuchten

Zelllinie zu detektieren.

Neben der Klarung der Fragestellung nach dem grundsatzlichen Aufbau der Organoide
wurden auch speziellere Farbungen angefertigt. So wurden die Kryostatschnitte auch
auf membranstandige Matrix-Metalloproteasen als Vertreter von Membranbestandteilen
und ihre Inhibitoren, den TIMPs, gefarbt.

Fir viele Farbungen der Kryostatschnitte, die auf Matrix-Metalloproteasen angefertigt
wurden, konnte kein klares Bild erstellt werden; es zeigte sich ein zu grof3er Hintergrund
oder keine spezifische Anfarbung mit Antikbrpern gegen Matrix-Metalloproteasen. Zum
Teil war eine sehr lange Belichtungszeit notwendig, um Uberhaupt ein Signal zu errei-
chen.

Beispielhaft wird die Organoidlinie BC60 nach Markierung mit Cytokeratin 8 und MMP-
15 gezeigt (Abbildung 50). Da die Ergebnisse der RT-PCR eindeutig zeigten, dass alle
untersuchten Organoidlinien fir MMP-15 positiv waren, wurde entsprechend auch eine
Anfarbung mittels Immunfluoreszenzmarkierung erwartet. Fur die Farbung mit MMP-15
ist jedoch kein Signal zu erkennen, wahrend Cytokeratin 8, wie in anderen Abbildungen
zuvor gezeigt, eine gute Farbung aufweist, was sich in der Einzeldarstellung noch detail-
lierter zeigt (Abbildung 43 - 46).

In den Kryostatschnitten lief3en sich auch fir andere MT-MMPs ahnlich wie bei MMP-15
keine aussagekraftigen Ergebnisse erreichen. Die Ergebnisse der Farbungen waren hier

nicht mit den Ergebnissen der RT-PCR ubereinstimmend.
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100 um

C Cytokeratin 8 —_—e. | D MMP-15

Abbildung 50 IFL BC60 DAPI, Cytokeratin 8 und MMP-15

A Merge von CK8, MMP-15, DAPI - Das dargestellte Organoid ist CK8-positiv (griin) und
besitzt drei kleine cystische Anteile im rechten Bereich, wo in DAPI (blau) keine Zellkerne

nachweisbar sind. Ein Signal in Cy3 (MMP-15, rot) ist in der Merge-Aufnahme nicht zu

sehen.
B DAPI-Férbung der Zellkerne
C Cytokeratin 8 (Alexa488) - Das ganze Organoid imponiert hier als CK8-positiv.
D MMP-15 (Cy3) - Auch in der Einzeldarstellung ist kein Signal fliir MMP-15 zu sehen.

Malstabsbalken: 100 um

Als Gegenspieler zu den Matrix-Metalloproteasen wurden auch die TIMPs gefarbt. Um
die Verteilung der TIMPs im Organoid zu untersuchen, wurden diese ebenfalls mittels
Immunfluoreszenzfarbung untersucht. TIMP-1 war mit einem guten Signal zu sehen, das
inhomogen stark ausgepragt tber die Organoide war (Abbildung 51). Teile von Organo-
iden wiesen dabei starkere Signale fir TIMP-1 auf, wahrend in anderen TIMP-1 vollstan-
dig zu fehlen schien. Eine klare Zuordnung zu einer ausschlieBlich inter- oder intrazellu-
laren Verteilung kann nicht getroffen werden. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfar-
bungen decken sich hier jedoch mit denen der RT-PCR, in der alle untersuchten Orga-

noidlinien fur TIMP-1 durchgehend positiv waren.
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C Cytokeratin 5

Abbildung 51 IFL BC13 DAPI, Cytokeratin 5 und TIMP-1

A Merge von CKS5, TIMP-1, DAPI — Zu sehen ist ein CK5-positives (griin) Organoid mit
inhomogenem Signal fir TIMP-1 (rot) tiber das ganze Organoid. DAPI (blau) markiert die
Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C Cytokeratin 5 (Alexa488) - Die Zellen des Organoids sind CK5-positiv.

D TIMP-1 (Cy3) - deutliches Signal fiir TIMP-1 inter- wie intrazellulér

Malstabsbalken: 50 um

Far TIMP-2 war eine weniger deutliches Fluoreszenzsignal zu sehen als fur TIMP-1.

TIMP-2 verteilte sich wie TIMP-1 unregelmaRig Gber die Organoide und schien v. a. im
Bereich der Basalmembran vorzukommen (Abbildung 52). Da das Signal aber insge-
samt sehr schwach war und sich am ehesten in der Einzeldarstellung von Cy3 zeigte, ist
eine Beurteilung nur schwer mdglich. Zu den Ergebnissen der RT-PCR passt dies je-

doch. Alle untersuchten Organoidlinien wiesen ein Signal fur TIMP-2 auf.
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B DAPI

100 ym

>

D TIMP-2

C Cytokeratin 8

100 ym

Abbildung 52 IFL BC13 DAPI, Cytokeratin 8 und TIMP-2

A Merge von CK8, TIMP-2, DAPI — Zu sehen sind CK8-positive (griin) Organoide; TIMP-2
(rot) ist in der Merge-Aufnahme kaum zu sehen. Nur bei dem mit dem Pfeil markierten
Organoid ist ein roter Randsaum zu erkennen. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C Cytokeratin 8 (Alexa488) - Die Organoide, die in der Aufnahme zu sehen sind, stellen
sich als (iberwiegend CK8-positiv dar.

D TIMP-2 (Cy3) - In der Einzeldarstellung von Cy3 ist am ehesten ein schwaches Signal
der TIMP-2 Féarbung zu erkennen, die sich vor allem auf den Randbereich der Organoide
begrenzt; am ehesten zu sehen bei dem mit einem Pfeil markierten Organoid.

Malstabsbalken: 100 um

Wie fur TIMP-2 zeigte das Ergebnis der Farbungen gegen TIMP-3 (nicht abgebildet) nur
ein schwaches Signal. Ansonsten war eine TIMP-3 assoziierte Fluoreszenz Uber das
gesamte Organoid zu finden. Mdglich ist hier aber auch eine Hintergrundfarbung, die
keine spezifische Zuordnung zu TIMP-3 zulasst. Die Farbungen hierzu waren nicht ein-
deutig, in der RT-PCR jedoch war TIMP-3 fir BC13, BC43, BC60 und BC97 nachgewie-

sen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die verwendeten Antikérper gegen die
membranstandigen Matrix-Metalloproteasen als nicht geeignet fur diese Methodik der
Immunfluoreszenzmarkierung erwiesen. Die Markierungen der TIMPs deckten sich mit
den Ergebnissen der RT-PCR und zeigten ein je nach TIMP-Typ bestimmtes Vertei-

lungsmuster Uber die Organoide.

111.4.2. Paraffinschnitte

Im Unterschied zu den Kryostatschnitten mussten die Paraffinschnitte vor der Immunflu-
oreszenzmarkierung zunachst entparaffiniert und demaskiert werden. Wie im Teil ,Me-
thoden“ beschrieben, kann es durch die Paraffineinbettung Formaldehyd-fixierter Proben
zu einer Maskierung von Epitopen durch Vernetzungsreaktionen kommen. Dies behin-
dert die Bindung von Antikérpern. Ein Demaskierungsprozess (antigen retrieval) ist hier
also im Gegensatz zu den Kryostatschnitten notwendig, um eventuelle Quervernetzun-
gen zu lésen.

Bereits vorgefertigte Paraffinschnitte wurden freundlicherweise von der Frauenklinik AG
Koch zur Verfigung gestellt. Mithilfe der Paraffinschnitte konnte zum Einen die oben
beschriebene anfangliche Problematik der Immunfluoreszenzfarbung bei den Kryos-
tatschnitten aufgeklart werden, wie sie im vorausgegangenen Abschnitt beschrieben
war, und zum Anderen konnten sie als weitere Methode als Vergleichspunkt dienen.
Die Paraffinschnitte von Organoidlinien wurden auf ahnliche Proteine wie die Kryo-
statschnitte hin angefarbt und die Methoden somit nicht nur verglichen, sondern auch
die Ergebnisse der Kryofarbungen ggf. untermauert. Die Paraffinschnitte waren von an-
deren Organoidlinien der AG Koch angefertigt als die eigens etablierten Linien, die kry-
ofixiert und -gefarbt wurden. Markiert wurde auch hier nach CK5, CK8, Perlecan, Laminin
a3, -4, -5, Integrin g1, MMP-15, TIMP-1, -2, -3.

Auch in den Paraffinschnitten von anderen BC- und Kontroll-Organoidlinien konnte die
Spezifitdt von Zellen im Organoid fur CK5 oder CK8 festgestellt werden (Abbildung 53).
Ebenso zeigte sich eine Anfarbung der Basalmembran mittels Perlecan rund um die Or-
ganoide (Abbildung 54).
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C Cytokeratin 5 e ___ | D Cytokeratin 8

Abbildung 53 IFL K7 DAPI, Cytokeratin 5 und Cytokeratin 8

A Merge von CK5, CK8, DAPI - Wéhrend der rechte Anteil des Organoids deutlich CK5-
positiv (griin) ist, zeigt sich im linken Anteil des Organoids eine schwache Fluoreszenz,
die von der Anférbung auf CK8 (rot) herriihrt. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C Cytokeratin 5 (Alexa488) - Zu sehen ist die deutliche Aufteilung des Organoids in CK5-
positive und CK5-negative Zellen.

D Cytokeratin 8 (Cy3) - Fir CK8 ist ein schwaches Signal im linken Anteil des Organoids
zu sehen.

Malstabsbalken: 100 um
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50 um

C Perlecan D Cytokeratin 8

Abbildung 54 IFL. BC117 DAPI, Perlecan und Cytokeratin 8

A Merge von Perlecan, CK8, DAPI — Perlecan (griin) umgibt entsprechend der Basalmemb-
ran das Organoid, aulSerdem sind stérkere Signale auch um Cysten-&hnliche Strukturen,
in denen auch keine Zellkerne in DAPI (blau) zu sehen sind, erkennbar; CK8 (roft) ist hier
nur schwach vertreten. DAPI markiert die Zellkerne

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C Perlecan (Alexa488) - Perlecan umgibt aul3en wie innen das Organoid als Basalmembran
auch um cystische Strukturen.

D Cytokeratin 8 (Cy3) - kein Signal, ggf. CK8-negativer Anschnitt des Organoids

Malstabsbalken: 50 um

Die Farbung auf Integrine in den Kryostatschnitten konnte schon zeigen, dass sich diese
entsprechend der erwarteten Lokalisation im Organoid als Zelladhasionsmolekdle inter-
zellular und an der Basalmembran verteilten. Laminine sind eng mit den Integrinen ver-
knlpft. Sie sind wie Perlecan Bestandteil der Basalmembran und verknlpfen diese Uber
Integrine mit der Zelle. In den Paraffinschnitten wurden die Lamininketten a4 und a5

gefarbt. Diese Farbungen zeigten, dass sie sich v. a. interzelluar als auch deckend mit
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Perlecan verteilten - dhnlich wie die Integrine. Die Signalstarke der Lamininfarbungen
unterschied sich aber je nach Farbemethode (s. Chamberslides) und nach Organoidlinie.
Laminin a5 liel sich in den Paraffinschnitten nicht nachweisen. Farbungen nach Laminin
a5 erzeugten kein Signal in der Fluoreszenz (Abbildung 55). Die RT-PCR-Ergebnisse,
in denen sich Laminin a5 durchweg nachweisen liel, lassen aber erwarten, dass Lami-
nin a5 auch in Farbungen anderer Organoidlinien zu finden sein sollte. Deshalb ist eine

Eignung des verwendeten Antikorpers fir Paraffinschnitte fraglich.

1w | B DAPI

C Perlecan <. | D Laminin a5

Abbildung 55 IFL BC101 DAPI, Perlecan und Laminin a5

A Merge von Perlecan, Laminin a5, DAPI - Fiir Perlecan (griin) ist eine diskontinulierliche
Umrandung der Organoide erkennbar, das Signal fiir Laminin a5 (rot) ist nur schwach
vorhanden. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne
C Perlecan (Alexa488) als Marker fiir die Basalmembran
D Laminin a5 (Cy3) - schwaches Signal, das auch Hintergrund der Cy3-Farbung sein kann

Malstabsbalken 100 um
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Fir die Farbung von Laminin 31 verhielt es sich ahnlich wie bei den anderen Lamininen
und die Farbeergebnisse unterschieden sich teilweise zwischen den Organoidlinien bzw.
je nach Farbemethode. Insgesamt war in den Paraffinschnitten nur ein sehr schwaches
Signal zu erreichen, das nicht sicher von einem Fluoreszenzhintergrund abzugrenzen
war, jedoch stellte sich eine verstarkte Intensitat der Laminin 31-Markierung im Bereich
der Basalmembran dar (Abbildung 56). Zeitgleich mit Laminin 1 ist in Abbildung 56 die
Markierung von Laminin a4 dargestellt. Farbungen gegen Laminin a4 zeigten haufig ein
schwaches Signal, jedoch unterschied sich die Signalstarke z. T. auch je nach gefarbter
Organoidlinie. So zeigte beispielsweise die BC173 (Abbildung 56) eine deutliche Fluo-
reszenz. Hier Iasst sich eine mogliche Lokalisation von Laminin a4 interzellular und im
Bereich der Basalmembran ableiten. Hier kann ebenfalls kein direkter Vergleich zu den
RT-PCR-Ergebnissen gezogen werden. Die in dieser Arbeit untersuchten Organoidlinien
waren fur Laminin a4 durchweg positiv in der RT-PCR, was eine Positivitat in anderen

Organoidlinien wahrscheinlich macht.
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C Laminin 1 D Laminin o4

Abbildung 56 IFL BC173 DAPI, Laminin 31 und Laminin a4

A Merge von Laminin 31, Laminin a4, DAPI - Laminin B1 (griin) zeigt ein schwaches, eher
im Organoid randsténdiges Signal, wdhrend Laminin a4 (rot) ein deutliches Signal (iber
das gesamte Organoid aufweist. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

Laminin B1 (Alexa488) - schwaches, eher im Organoid randsténdiges Signal

O

D Laminin a4 (Cy3) - deutliches Signal (iber das gesamte Organoid mit starksten Intensita-
ten zwischen den Zellen im Organoid zu vermuten
Malstabsbalken: 100 um

Insgesamt waren die Ergebnisse der Farbungen auf Laminine in den Paraffinschnitten
unterschiedlich. Vor allem die Antikdrpereignung von Laminin a5 und 31 ist in Frage zu
stellen. Zu erwarten ware ein klares Fluoreszenzbild, da auch in der RT-PCR alle Lami-

nine bis auf Laminin y3 mit gutem Bandenmuster nachweisbar waren.
Die Farbungen von Integrinen, Lamininen und Perlecan unterstrichen den erwarteten

Parenchym-ahnlichen Aufbau der Organoide, wahrend die TIMPs in den Kryostatschnit-

ten mit einem eher schwach ausgepragten Fluoreszenzsignal schwierig zu bewerten
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waren. Auch in den Paraffinschnitten zeigten TIMPs eine eher schwache bis sogar keine
Fluoreszenz (Abbildung 57). Erganzend zu den TIMPs wurden in den Paraffinschnitten
(sowie im folgenden Abschnitt den Chamberslides) auch verschiedene MMPs gefarbt.
Wie in den Kryostatschnitten bereits war auch in den Paraffinschnitten die Farbung nach
MMPs haufig negativ und erzeugte ein schwaches bis kaum vorhandenes Signal (Abbil-
dung 58). Auch hier bestehen aufgrund des anderen Organoidlinien-Materials keine di-

rekten Vergleichswerte zu PCR-Ergebnissen.

B DAPI

100 um

C Cytokeratin 5 2o, | D TIMP-2

Abbildung 57 IFL K7 DAPI, CK5 und TIMP-2

A Merge von CKS5, TIMP-2, DAPI - CK5 (griin) zeigt irregulére Farbungen in Teilen der
Organoide entsprechend einer Zellspezialisierung dieser hin zu basalen Zellen, fiir TIMP-
2 (rot) ist kein Signal zu sehen. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne
C Cytokeratin 5 - Teile der Organoide werden deutlich flir CK5 angeférbt.
D TIMP-2 - kein Signal erkennbar

Malstabsbalken: 100 um
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C Perlecan 50 um D MMP-15

Abbildung 58 IFL K7 DAPI, Perlecan und MMP-15

A Merge von Perlecan, MMP-15, DAPI — Perlecan (grtin) zeigt hier wieder schén eine Um-
randung des Organoids im Sinne der Basalmembran, wéahrend fir MMP-15 (rof) kein

Signal aufzeigbar ist. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne
C Perlecan (Alexa488) - Farbung entsprechend der Basalmembran
D MMP-15 (Cy3) - kein Signal

Malstabsbalken: 50 um

Zusammenfassend l8sst sich sagen, dass sich die Ergebnisse der Farbungen der Pa-
raffinschnitte weitestgehend mit denen der Kryostatschnitte deckten. Vereinzelt fanden
sich Immunfluoreszenzmarkierungen, die kein aussagekraftiges Bild lieferten. Eine Eig-

nung dieser Antikdrper fur die Markierung von Paraffinschnitten ist fraglich.
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111.4.3. Chamberslides

Die Methode der Kryostat- und Paraffinschnitte ist eine Farbemethode, die immer nur
eine Ebene des Organoids widerspiegelt. Zur besseren raumlichen Aufschliisselung der
Organoidstruktur wurde versucht, Farbemethoden fir dreidimensionale Objekte (Orga-
noide im Ganzen) zu etablieren. Hierzu diente u. a. die Farbung in Chamberslides, wie

sie im Abschnitt Methoden beschrieben ist.

Nachdem schon in den Schnittmethoden gezeigt werden konnte, dass sich die Zellen in
Organoiden entweder CK5-positiv oder CK8-positiv darstellen, sollte dies in den dreidi-
mensionalen Methoden weiterverfolgt werden. Hier bestatigte sich, was in den Kryostat-
und Paraffinschnitten schon zu sehen war - die Organoide teilen sich ziemlich deutlich
in Zellen, die entweder CK5 oder CK8 exprimieren. Es konnte sogar gezeigt werden,
dass CK5-positive basale Zellen vorwiegend im Randbereich der Organoide exprimiert
zu werden scheinen und CK8-positive luminale Zellen im Gegensatz dazu vorwiegend

im Inneren des Organoids angefarbt werden konnten (Abbildung 59).
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C Cytokeratin 5 <00pm, | D Cytokeratin 8

Abbildung 59 IFL. BC13 DAPI, Cytokeratin 5 und Cytokeratin 8

A Merge von CK5, CK8, DAPI - Wie in den vorausgehend beschriebenen Farbemethoden
I&sst sich auch hier eine Aufteilung des Organoids in CK5-positive (griin) und CK8-posi-
tive (rot) Zellen erahnen durch die ungleiche Anfarbung von CK5 und CK8 im Organoid.
DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Férbung der Zellkerne

C Cytokeratin 5 (Alexa488) - Eine Anfarbung von CK5 findet in den abgebildeten Organoi-
den v. a. im Randbereich des Organoids statt.

D Cytokeratin 8 (Cy3) -Eeine Anférbung von CK8 ist im Gegensatz zu CK5 hier v. a. zentral
im Organoid nachweisbar, jedoch mit unterschiedlichen Intensitéten innerhalb des Orga-
noids.

Malstabsbalken: 400 um

Auch Perlecan und B1-Integrin sollten im dreidimensionalen Setting genauer beleuchtet
werden. Perlecan konnte mit starkster Intensitat um das Organoid herum im Randbe-
reich angefarbt werden, sowie feingliedrig auch innerhalb des Organoids, am ehesten
perizellular (Abbildung 60 + 61). Integrin 31 als Vertreter der Integrin-Familie lieR® sich

relativ homogen Utber das gesamte Organoid anfarben, wobei das Farbemuster auf eine
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interzellulare sowie Basalmembran-assoziierte Lokalisation schlieRen liel3 (Abbildung
60). Ein vergleichbares Verteilungsmuster zeigte sich bereits in den Farbungen der

Kryostatschnitte.

B DAPI

100 ym

C Perlecan woum | D Integrin 31

Abbildung 60 IFL BC13 DAPI, Perlecan und Integrin 31

A Merge von Perlecan, Integrin 31, DAPI - Das abgebildete Organoid ist vermutlich nicht in
einer Ebene gelegen, Perlecan (griin) zeigt hier wieder eine bandférmige Anférbung, die
Jedoch nicht eindeutig dem &ulBeren Rand des Organoids zuzuordnen ist, Integrin 31(rot)
ist gleichméBig tiber das Organoid angeférbt. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Férbung der Zellkerne

Perlecan (Alexa488) - bandférmige Anférbung

O

D Integrin B1 (Cy3) - gleichmé&l3ige Anférbung innerhalb des Organoids mit eher interzellu-
l&rer Konzentration
Malstabsbalken: 100 um

Laminin a5 ist in der folgenden Abbildung (Abbildung 61) stellvertretend fir die Laminin-

Familie abgebildet. Ahnlich wie bei den Integrinen zeigte sich auch hier eine beinahe

deckungsgleiche Fluoreszenzfarbung mit Perlecan, wobei die Intensitat des Laminin a5-
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Signals im Randbereich des Organoids am starksten war und sich zum Inneren hin we-
niger intensiv zeigte.

Anders als bei den Kryo- und Paraffinschnitten ergeben die Farbungen der Laminine in
den Chamberslides deutliche Fluoreszenzbilder, die auch mit den Ergebnissen der RT-
PCR-Analyse kongruent sind. Laminin a5 war in allen untersuchten Organoidlinien deut-

lich nachweisbar in der RT-PCR-Analyse.

B DAPI

100 ym

C Perlecan . } =2, | D Laminin a5

Abbildung 61 IFL BC13 DAPI, Perlecan und Laminin a5

A Merge von Perlecan, Laminin a5, DAPI - Die Férbung fiir Perlecan (griin) zeigt seine
héchsten Intensitdten bandférmig entlang der zu erwartenden Basalmembran, jedoch
auch fein interzellulér; Laminin a5 (rot) wird hier fast deckungsgleich zu Perlecan ange-
férbt mit geringerer Konzentration im Organoid. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Férbung der Zellkerne

C Perlecan (Alexa488) - randsténdig betonte, bandférmige Anférbung von Perlecan, sowie
fein interzellul&r

D Laminin a5 (Cy3) - fast deckungsgleiche Anfarbung mit Perlecan

Malstabsbalken: 100 um
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Mit der Methode zur dreidimensionalen Farbung der Organoide in Chamberslides wurde
auch die Farbung nach MMPs abermals reproduziert. Hier konnte flir einige MMPs ein
deutliches, spezifisches Signal erreicht werden. Vor allem fur MMP-15, MMP-17 und
MMP-24 zeigte sich ein Signal - vergleichend mit der RT-PCR-Analyse decken sich
diese Ergebnisse. Wenn auch die Banden fir MMP-17 und -24 haufig nur schwach aus-
gebildet waren, ergab sich in der RT-PCR fir die untersuchten Organoidlinieni. d. R. ein
positives Ergebnis.

Die Immunfluoreszenzmarkierungen auf MMP-15 prasentierten sich als inhomogene
Farbung Uber das Organoid (Abbildung 62). Das Farbemuster verteilte sich diffus mit am
ehesten nuklearer/zytosolischer Verteilung. Nach den Ergebnissen der RT-PCR ware
ein Fluoreszenzsignal fir MMP-15-Farbungen zu erwarten, da alle getesteten Organo-

idlinien fir MMP-15 deutlich positiv waren.
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C Perlecan 100 pm D MMP-15

Abbildung 62 /FL BC13 DAPI, Perlecan und MMP-15
A Merge von Perlecan, MMP-15, DAPI — Zu sehen ist eine rand- und zentralbetonte Anfér-
bung von Perlecan (griin), sowie ein eher unspezifisches Signal fir MMP-15 (rot) mit am

ehesten interzelluldre Anférbung mit zentraler Abschwédchung. DAPI (blau) markiert die

Zellkerne.
B DAPI-Férbung der Zellkerne
C Perlecan (Alexa488) - rand- und zentralbetonte Anférbung mit feinen Strukturen inner-

halb des Organoids

D MMP-15 (Cy3) - eher unspezifisches Signal, keine konkrete Zuordnung méglich, jedoch
am ehesten interzellulér

Malstabsbalken: 100 um

Farbungen nach MMP-16 zeigten weitestgehend ein schwaches bzw. nicht vorhandenes
Fluoreszenzsignal, wie z. B. bei BC13 (Abbildung 63), was zu den Ergebnissen der RT-
PCR passt. Die RT-PCR wies in keiner Organoidlinie ein deutliches Vorhandensein von
MMP-16 nach, was auch keinen Nachweis in einer Fluoreszenzmarkierung erwarten
lie. Vor allem im Vergleich zur parallel durchgefihrten Farbung nach Integrin 1, die
ein sehr klares Bild ergab hat, zeigte sich, dass fir MMP-16 keine deutliche Anfarbung
stattgefunden hat (Abbildung 63).
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B DAPI

100 ym

C MMP-16 200 | D Integrin B1

Abbildung 63 IFL BC13 DAPI, MMP-16 und Integrin 1

A Merge von MMP-16, Integrin B1, DAPI — Zu sehen ist ein schwaches Signal fiir MMP-16
(griin), das nicht unbedingt spezifisch zuzuordnen ist, Anférbung von Integrin 31 (rot)
deutlich interzellulér Giber das gesamte Organoid. DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C MMP-16 (Alexa488) - schwaches Signal, nicht von einem Fluoreszenzhintergrund ein-
deutig abzugrenzen

D Integrin B1 (Cy3) - deutliches Signal interzellulér gleichméBig liber das gesamte Organoid

Malstabsbalken: 100 um

Bei vorhandener Fluoreszenz war eine Zuordnung der Farbung von MMP-17 zu einer

bestimmten Struktur nicht eindeutig méglich (Abbildung 64). Es zeigten sich bandférmige

Anfarbungen am ehesten im inter-/intrazellularen Bereich.
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100 um

C MMP-17 o | D MMP-15

Abbildung 64 IFL BC13 DAPI, MMP-17 und MMP-15

A Merge von MMP-17, MMP-15, DAPI - stellenweise deutliche Anfarbung von MMP-17
(griin) im Organoid, MMP-15 (rot) v. a im Randbereich des Organoids angeférbt. DAPI
(blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C MMP-17 (Alexa488) - stellenweise deutliche Anfarbung von MMP-17 im Organoid, am
ehestens perizellular

D MMP-15 (Cy3) - Anfdarbung von MMP-15 v. a. im Randbereich und z. T. im Organoid
gelegen

Malstabsbalken: 100 um

Farbungen fur MMP-24 zeigten eine eher diffuse Verteilung Gber das gesamte Organoid,
jedoch mit deutlichem Signal, am ehesten auf den interzellularen Bereich fokussiert, ent-
sprechend der parallel durchgefihrten Farbung nach Integrin 81 (Abbildung 65). Farbun-
gen von MMP-24 und Integrin 1 Uberlappen sich hier weitestgehend.
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C MMP-24 oo ___ | D Integrin 1

Abbildung 65 IFL BC13 DAPI, MMP-24 und Integrin 1

A Merge von MMP-24, Integrin B1, DAPI — Das Anfdrbungsmuster von MMP-24 (griin) ist
nicht genau zuzuordnen, aber am ehesten wie Integrin B1 (rot) interzelluldr lokalisiert.
DAPI (blau) markiert die Zellkerne.

B DAPI-Féarbung der Zellkerne

C MMP-24 (Alexa488) - diffuses Signal fiir MMP-24, am ehesten spezifische Anférbung
interzellulér und membransténdig

D Integrin B1 (Cy3) - deutliche interzelluldre Anfédrbung von Integrin B1

Malstabsbalken: 100 um

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Farbungen nach Cytokeratinen, Integrinen
und anderen Basalmembranbestandteilen bestéatigten, was die Kryostat- und Paraffin-
schnittmethoden bereits zeigten. Verschiedene Matrix-Metalloproteasen lieen sich in

den Chamberslides prominent anfarben.
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1ll.4.4. LSM880 mit Airyscan-Detektor

Weiterfiihrend als dreidimensionale Farbemethode der Organoide wurde zusatzlich zu
den Chamberslides-Farbungen fir die Aufnahme am Laser-Scan-Mikroskop (LSM)
durchgeflhrt.

Der Vorteil des Laser-Scan- (und auch des Multiphoton-) Mikroskops ist, dass auch in
einem dreidimensionalen Objekt die einzelnen Ebenen betrachtet werden kénnen.

In Zusammenarbeit mit Daniel Carvajal Berrio aus der AG Prof. Schenke-Layland konn-
ten Organoide der Linie BC13, BC60 und BC97 am LSM aufgenommen werden.
Hierbei lag der Fokus der Fragestellung auf einer genauen Betrachtung des Aufbaus der
Organoide anhand der Marker Cytokeratin 5 und Cytokeratin 8, sowie Perlecan und zu-
satzlich MMP-15. MMP-15 wurde fur die Farbung ausgewahlt, da das Korrelat zu MMP-
15 in der RT-PCR-Analyse in allen Organoidlinien nachweisbar war und somit zumindest
indirekt ein Nachweis bereits vorhanden war, dass MMP-15 RNA-Produkte von den Or-
ganoidzellen gebildet wurden. Cytokeratin 5 und Perlecan wurden beide mit Alexa488,
Cytokeratin 8 und MMP-15 mit Alexa 594 gefarbt. Von beiden sekundaren Antikdrpern
war bekannt, dass am Multiphoton-Mikroskop und am LSM ein gutes Bild erzeugt wer-
den konnte.

Die Organoide wurden v. a. mit Airyscan-Detektor am Laser-Scan-Mikroskop aufgenom-
men, da die Verwendung des Airyscan-Detektors eine sehr gute Bildauflésung bietet.
Bei den Aufnahmen mit Airyscan-Detektor mehrerer Ebenen wurde dabei darauf ver-
zichtet, den DAPI-Kanal mit aufzunehmen, um die Aufnahmezeit der Bilder zu verkirzen.

Eine Darstellung der Verteilung von CK5 und CK8 war dennoch mdglich.

Durch die Aufnahme mit Airyscan am Laser-Scan-Mikroskop lie} sich eine sehr gute
Auflésung erzielen, durch die mit der Farbung auf CK5 und CK8 die einzelnen Zyto-
skelettfilamente der Cytokeratine dargestellt werden konnten (Abbildung 66). Es wurden
hauptsachlich Z-Stacks erstellt, da sich die Fragestellung v. a. nach der generellen Ver-
teilung CK5- und CK8-positiver Zellen im Organoid richtete.

Auf die Aufnahme mit dem Multiphoton-Mikroskop konnte ganzlich verzichtet werden, da
das Clearing mit der Fructose-Glycerin-Losung in der Vorbereitung so gut funktionierte,
dass auch mit dem Laser-Scan-Mikroskop in tiefere Schichten der Organoide penetriert

werden konnte.
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CK5

CKs8

DAPI

Abbildung 66 Aufnahme CK5/CK8 LSM880 mit Airyscan einer einzelnen Ebene von BC13

Die Aufnahme erfolgte am Laser-Scan-Mikroskop mit Airyscan. Aufgenommen wurde nur eine
einzelne Ebene der Organoide, wodurch der DAPI-Kanal miteinbezogen werden konnte.
Airyscan ermdéglicht Aufnahmen mit hoher Auflésung. Im Bild sind die einzelnen Cytokeratin-
Filamente sowohl von CK5 als auch CK8 zu erkennen. Des Weiteren lasst sich hier zeigen,
dass auch in der 3D-Betrachtung die Organoide in CK5-positive- und CK8-positive-Zellen auf-
geteilt sind.

Malstabsbalken: 50 um

In den Z-Stack-Aufnahmen am LSM, bei denen alle paar Mikrometer eine Aufnahme
einer Ebene des Organoids gemacht wird, fiel auf, dass sich CK8 auf den Randbereich
des Organoids konzentrierte, wahrend CK5 daran ansetzend auf den Innenbereich des
Organoids uberging (Abbildung 67 + 68).

Dies liel3 sich in allen drei gefarbten Linien reproduzieren. Kleinere Organoide jedoch
zeigten dieses Farbemuster nicht unbedingt. Hier waren Farbungen von CK5 und CK8
eher inhomogen Uber das Organoid verteilt (Abbildung 67).

Deutlich war aber, dass jede Zelle im Organoid nur eines der beiden Cytokeratine expri-
mierte - CK5 oder CK8 (Abbildung 67). Dies lasst auf eine Aufteilung des Organoids in
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CK5- und CK8-positive Zellen schlief3en, wie es auch schon die vorausgehenden Far-

bemethoden (Kyrostat- und Paraffinschnitte, sowie Chamberslides) zeigten.

Schnittbild

einer Ebene

CK5

CKs8

Z-Stack

Abbildung 67 Aufnahme (Z-Stack) CK5/CK8 LSM880 mit Airyscan-Detektor von BC13

Hier wurde ein verhéltnisméaRig kleineres Organoid aufgenommen. Die Verteilung von CK8-posi-
tive Zellen auf den Randbereich und CK5-positive Zellen auf den Innenbereich zeigte sich hier
weniger. Jedoch ist hier auch die klare Trennung in CK5-exprimierende und CK8-exprimierende
Zellen erkennbar.

Malstabsbalken: 50 um
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Schnittbild

einer Ebene

CK5

CKs8

Z-Stack

Abbildung 68 Aufnahme (Z-Stack) CK5/CK8 LSM880 mit Airyscan-Detektor von BC60

Man kann eine Aufteilung des Organoids in CK5-positive und CK8-positive Zellen erkennen, wo-
bei sich die luminalen CK8-positiven Zellen v. a. im Randbereich des Organoids befinden und
sich die basalen CK5-positiven Zellen von da aus in den Innenbereich ausbreiten.
Malstabsbalken: 50 um
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Schnittbild

einer Ebene

CK5

CKs8

Z-Stack

Abbildung 69 Aufnahme (Z-Stack) CK5/CK8 LSM880 mit Airyscan-Detektor von BC97

Wie auch schon in Abbildung 68 zeigt sich eine Verteilung luminaler CK8-positiver Zellen auf den
AuBenbereich und basaler CK5-positiver Zellen auf den Innenbereich. Eine Uberlappung von
CKb5- und CK8-angeférbten Zellen liegt nicht vor.

Malstabsbalken: 50 um

Parallel zu CK5 und CK8 wurde auch Perlecan in Kombination mit MMP-15 angefarbt.
Wie auch schon in anderen Farbemethoden, wie z. B. den Kryostat- und Paraffinschnit-
ten, zeigte sich auch am LSM, dass Perlecan das Organoid rundum entsprechend einer
Basalmembran umgibt (Abbildung 70). MMP-15 lief® sich auch am LSM nicht beurteilen.
In Ermangelung einer Negativkontrolle 1asst sich auch nicht sagen, ob dies auf ein tat-
sachliches Fehlen von MMP-15 zurtickzufuihren ist oder der Antikdrper fur die Farbungen
nicht brauchbar war. Da das MMP-15 Korrelat in der PCR jedoch in allen Organoidlinien
positiv nachgewiesen werden konnte, ist ein Versagen des Antikérpers wahrscheinlich.

Diese Problematik zeigte sich bereits in den anderen Farbemethoden.
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Perlecan

MMP-15

DAPI

Abbildung 70 Aufnahme Perlecan/MMP-15 LSM880 von BC13

Die Farbung nach Perlecan zeigte auch in der Aufnahme mit dem LSM eine durchgéngige, das
Organoid rundum umgebende Basalmembranstruktur. MMP-15 liel3 sich - wie auch schon in an-
deren Férbemethoden aufgetreten - nicht anférben. Das hier dargestellte Organoid weist ein cys-
tisches Muster auf, wie an dem Fehlen von angefarbten Zellkernen im Zentrum zu erkennen ist.
Malstabsbalken: 50 um

Insgesamt unterstutzten die Aufnahmen am LSM deutlich, was die Kryo- und Paraffin-

schnitte sowie die Chamberslides schon zeigten.
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IV. Diskussion

Organoide sind vielversprechende Organ-Modelle, die neue Wege in der Forschung er-
6ffnen und in Zukunft einen grof3en Stellenwert einnehmen kénnen. Durch ihre Abstam-
mung von multipotenten Stammzellen kénnen sie bereits eine Reihe von Organen re-
prasentieren und haben eine hohe Potenz hinsichtlich ihrer Vergleich- und Anwendbar-
keit auf das Ursprungsgewebe mit sich. Organoide kénnen tUber mehrere Passagen hin-
weg zuverlassig in Kultur gehalten werden und bleiben Gberdies i. d. R. genetisch wie
phanotypisch stabil. lhre Proteinausstattung ahnelt nach heutigem Stand der des Prim-
argewebes (Drost and Clevers, 2018). Sie kénnen so als realistische in vitro Modelle von
humanen Organen angewandt werden, an denen Uber die Grundlagenforschung hinaus
auch eine Reihe von spezifischeren Forschungen, wie der Untersuchung von Pathome-
chanismen oder auch (individualisierte) Medikamententestungen, mdglich sind.

Bisher sind jedoch selbst grundlegende Fragen Uber viele Organoid-Typen noch nicht
ausreichend geklart. Sie kdnnen sich je nach Gewebeursprung gegebenenfalls schon in
ihrem Aufbau unterscheiden. Wahrend Organoide enteralen Ursprungs bereits gut un-
tersucht sind und schon im klinischen Setting Anwendung finden, so bleiben bei mamma-
len Organoiden noch einige grundlegende Fragen offen. Die vorliegende Arbeit hat zur
Entschlisselung der Zusammensetzung von Mamma-Ca-Organoiden ihren Teil beige-
tragen.

Es konnte gezeigt werden, dass Mamma-Ca-Organoide morphologisch genauso unter-
schiedlich sind wie ihre Primartumoren und dass sie aus verschiedenen Zelltypen auf-
gebaut sind, die untereinander Adharenzkontakte ausbilden und von einer Basalmemb-
ran umgeben sind. Die unterschiedliche Expression von basalen bzw. luminalen Markern
zeigt die Aufteilung der Mamma-Ca-Organoide in epithelial differenzierte Zellen auf, wie
sie auch im menschlichen Organismus zu finden ist.

Nach bereits etablierten Protokollen (Sachs et al., 2018) konnten Mamma-Ca-Organoid-
linien zuverlassig etabliert und Uber mehrere Passagen hinweg in Kultur gehalten wer-
den. Durch ihr stabiles und groRtenteils rasches Wachstum eigneten sie sich fir ver-
schiedene Untersuchungsmethoden und konnten fur molekularbiologische Testungen

sowie fur Immunfluoreszenzmarkierungen verwendet werden.
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IV.1 Wachstum der Organoide

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit den Kulturbedingungen der
Gruppe um Clevers (Drost and Clevers, 2018) erfolgreich Organoidlinien aus Mamma
generiert und Uuber mehrere Passagen hinweg kultiviert werden konnten.

Die etablierten Linien wuchsen zuverlassig, blieben Uber lange Zeitraume stabil und er-
reichten GrofRen von bis zu 500 ym. Die meisten Organoide bzw. Organoidlinien stopp-
ten ihr Wachstum bei ca. 150 - 200 ym, was mdglicherweise auf eine limitierte Diffusi-
onsfahigkeit von Sauerstoff in das Innere des Organoids zurtckzufiihren ist. Sauerstoff
kann nur Uber eine begrenzte Strecke hinweg per Diffusion in menschlichem Gewebe
transportiert werden, die beschriebene Grenze liegt hier bei 100 - 200 yum (Carmeliet and
Jain, 2000). Dartber hinaus ist eine Versorgung Uber Blutgefale (Angiogenese) notwen-
dig, die in Organoiden noch nicht gewahrleistet werden kann. Wie es deshalb mdglich
ist, dass Mamma-Ca-Organoide GrofRen entwickeln konnten, die mehr als das Doppelte
der Diffusionsgrenze entsprachen, wurde hier nicht geklart. Teilweise konnte ein Zusam-
menschluss mehrerer kleinerer Organoide zu einem grofen Organoid beobachtet wer-
den, das mehr als 200 um grof war. Ob dieser Zusammenschluss einen positiven Effekt
auf die Versorgung des Organoids haben kdnnte, kann in weiteren Versuchen Uberprift
werden.

Es gab auch immer wieder Zellproben, aus denen keine Organoidlinien gewonnen wer-
den konnten. Diese wuchsen entweder sehr langsam und erreichten keine Gré3en > 100
um oder stellten das Wachstum nach den ersten Passagen ein. Ein Zusammenhang
zwischen dem Tumortyp und dem Organoidwachstumsverhalten konnte nicht festge-
stellt werden. Sowohl aus Tumoren vom non-special-type (NST) als auch aus invasiv-
lobuldren Karzinomen konnten Organoidlinien generiert werden. Alle untersuchten Or-
ganoidtypen waren Ostrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor (PR) positiv, BC43
sogar zusatzlich HER2 positiv (triple*), sodass auch die Rezeptorausstattung der Tu-
more keine eindeutigen Schliisse auf das Wachstum der Organoide zulasst.

Es wurden auch Zellen aus gesundem Kontrollgewebe einer praventiven Mastektomie
in Organoidkultur genommen (K7). Diese bildeten zwar ebenso Organoide und konnten
als Linie mit > 5 Passagen etabliert werden, jedoch wuchsen sie sehr langsam und blie-
ben bei Grélen mit weniger als 100 um. Ob dies auf die Tatsache zurickzufiihren ist,
dass es sich bei K7 um eine Kontrollzelllinie aus gesundem Brustgewebe einer praven-

tiven Mastektomie handelte, ist nicht sicher zu sagen. Vergleichend mit Organoiden aus
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malignem Gewebe konnte aus der K7 zumindest eine Linie generiert werden, wahrend
dies bei dhnlich langsam wachsenden Kulturen aus Tumorgewebe nicht moglich war.
Ein weiterer Einflussfaktor auf das Organoidwachstum kénnte das verwendete Matrigel
(BME Typ Il, Cultrex®) als Substituent der Extrazellularmatrix in vitro sein. Die Zusam-
mensetzung aus u. a. Lamininen und Kollagenen bildet das Stutzgerust fir die Differen-
zierung der eingesaten Stammzellen zu Organoiden, eine Interaktion zwischen Matrigel-
Komponenten und den Organoidzellen ist nicht auszuschlieRen. Bisher wird dieser Ext-
razelluldrmatrix-Ersatz noch aus Tumorgewebe des Engelbreth-Holm-Swarm-Tumors
(EHS) gewonnen, wodurch noch im Ursprungstumor enthaltene Wachstumsfaktoren
vorliegen koénnen, die das Wachstum bestimmter Organoide beeinflussen koénnen
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/353200102?lang=de&region=DE
)- Eine Entwicklung und Verwendung von genau definierten synthetischen Matrices kann
den Einfluss verbliebener Wachstumsfaktoren in der verwendeten Ersatz-Extrazellular-
matrix minimieren (Gjorevski et al., 2016) - dies ware auch ein wichtiger Schritt hin zur
therapeutischen Anwendung von Organoiden im menschlichen Organismus, z. B. im
Sinne von Organtransplantationen. Die auf die entsprechende Zellkultur angepasste Zu-
sammensetzung der Extrazellularmatrix spielt bei der Entwicklung optimierter Kulturen
sicherlich ebenfalls eine tragende Rolle fur ein optimales Wachstum der Organoide.
Eine weitere Frage, die bisher offengeblieben ist, ist, ob es sich bei den generierten
Organoiden aus Tumorbiopsien tatsachlich um Organoide malignen Ursprungs handelt,
oder ob in der Gewebeprobe enthaltene gesunde Zellen die Tumor-Organoidkulturen im
Verlauf Uberwachsen. Untersuchungen diesbezlglich haben bereits ergeben, dass in
Organoidkulturen aus Tumorgewebe haufig Mixkulturen aus malignem und benignem
Gewebe vorliegen (Goldhammer et al., 2019). Fur die weitere Qualitatssteigerung von
Organoidkulturen ist eine genauere Untersuchung und Entwicklung von Reinkulturen un-
erlasslich.

Im herkémmlichen, etablierten BC-Medium ist FBS enthalten, was eine genaue Defini-
tion der Komponenten des Mediums erschwert und somit einen nicht kalkulierbaren Ein-
fluss auf Versuche haben kann. Deshalb wurden im Verlauf zwei Ansatze mit einem
FBS-haltigen und einem FBS-freien BC-Medium verglichen. Hier zeigte sich die Notwen-
digkeit des Zusetzens von FBS in das BC-Medium, um ein gutes Organoidwachstum zu
gewahrleisten.

Zukunftige Studien missen zeigen, welche definierten Wachstumsfaktoren das FBS er-

setzen konnen.
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IV.2 Molekularbiologische Expressionsstudien

Die RT-PCR eignete sich zur qualitativen Untersuchung des Vorhandenseins von Tran-
skripten der untersuchten Proteine und Enzyme. Da in der RT-PCR zunachst die RNA
isoliert wird, die direkt korrelieren kann mit der tatsachlichen Proteinausstattung, kann
auf das Vorhandensein der untersuchten Proteine geschlossen werden. Allerdings muss
auch festgehalten werden, dass der Nachweis der Transkripte nicht in jedem Fall das

Vorhandensein der Translationsprodukte zur Folge haben muss.
IV.2.1 RT-PCR-Analyse der verschiedenen Laminine

Laminine sind ubiquitdre Bestandteile der Basalmembran und haben durch ihre Zusam-
mensetzung aus drei Ketten eine breite Heterogenitat. Je nach Gewebe konnen be-
stimmte Laminine mehr oder weniger haufig vorkommen. Genauso wurde in friheren
Arbeiten bereits eine veranderte Expression von Lamininen in pathologischen Prozes-
sen beobachtet. So konnte z. B. festgestellt werden, dass ein Switch von Laminin 32 hin
zu Laminin B1 in der Basalmembran von Blutgefal3en invasiver Brusttumore sowie deren
Metastasen stattfindet (Holler, 2005, Fujita et al., 2005).

Durch die RT-PCR-Analysen der verwendeten Organoidzelllinien konnte gezeigt wer-
den, dass auch in Mamma-Ca-Organoiden verschiedene Lamininketten durchgangig ex-
primiert werden. Bis auf die Lamininkette y3 konnten alle anderen Lamininketten in un-
terschiedlicher Starke in den verschiedenen Organoidlinien detektiert werden. Laminine
sind als solche wichtige Zelladhasionskontakte, da sie mit Integrinen in direkten Kontakt
treten und somit fiur epitheliale Gewebe unerlasslich sind (Holler, 2005). Der durchge-
hende Nachweis von Lamininketten in allen Organoidlinien stutzt inren Epithel-dhnlichen
Aufbau aus Zellen, die uber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden sind.

Da aber nur eine Untersuchung der Einzelketten vorgenommen wurde, konnen keine
Ruckschlisse auf das Vorkommen von bestimmten heterotrimeren Lamininisoformen

und ggf. damit zusammenhangenden pathologischen Prozessen gezogen werden.
IV.2.2 RT-PCR-Analyse der verschiedenen MT-MMPs
Die RT-PCR-Analysen der MT-MMPs erzielten fur die verschiedenen untersuchten Or-

ganoidlinien unterschiedliche Ergebnisse. Bis auf MMP-15 wurde keine MT-MMP in allen

Organoidlinien gleichermalien nachgewiesen.
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MMP-14 und MMP-15 wurden in vorausgegangenen Arbeiten bereits als Marker fir eine
schlechte Prognose identifiziert, wenn sie in Brusttumoren vermehrt exprimiert wurden
(Radisky and Radisky, 2015, Roy and Walsh, 2014). Die mRNA Expression von MMP-
14 und MMP-15 korrelierte dabei mit einem schlechten Gesamtiberleben der Patientin-
nen (McGowan and Duffy, 2008). Uber den klinischen Status der Patientinnen dieser
Arbeit ist leider nichts bekannt, sodass die RT-PCR-Ergebnisse nicht mit dem Befinden
der Patientinnen verglichen werden kdnnen. Uber die Bedeutung von MMP-16, -17, -24
und -25 in Brusttumoren ist noch nicht viel bekannt. Generell sind MMPs bekannterma-
Ren am Um- und Abbau der Extrazellularmatrix beteiligt. Eine von Tumor zu Tumor un-
terschiedliche Ausstattung an MMPs konnte schon von anderen Arbeitsgruppen festge-
stellt werden, sodass es nicht verwunderlich ist, dass auch die jeweiligen Organoide
diesbezuglich differieren (Roy and Walsh, 2014).

IV.2.3 RT-PCR-Analyse der verschiedenen TIMPs

In frheren Arbeiten konnte eine TIMP-1 Hochregulation und eine verminderte Expres-
sion von TIMP-3 als Pradiktoren fur ein schlechtes Outcome bei Patientinnen mit
Mamma-Ca herausgearbeitet werden, wahrend sich die Expression von TIMP-2 und -4
je nach Tumor unterscheiden konnte und keine nahere Prognosestellung zuliefld
(Jackson et al., 2017). Fur TIMP-4 wurde beobachtet, dass es v. a. in friiheren Stadien
der Erkrankung vermehrt exprimiert wurde, wahrend es in spateren, invasiven Stadien
reduziert vorlag.

In den RT-PCR-Analysen waren alle vier TIMPs in allen Organoidlinien nachzuweisen.
TIMP-2 und -3 waren dabei durchgehend mit einer deutlichen Bande nachweisbar, wah-
rend fir zwei Organoidlinien (BC43 und BC60) bei TIMP-1 und -4 unterschiedlich inten-
sive Banden erzeugt werden konnten. Ein Zusammenhang zwischen dem Tumortyp
bzw. dem Tumorstadium und der TIMP-Expression in den Organoiden konnte nicht fest-
gestellt werden. Alle Organoide stammten von invasiven Brusttumoren mit einem TNM-
Stadium von mindestens pT1 und einem Grading von > 1 ab. Die Organoidlinie BC13
war die einzige mit bekannten Fernmetastasen (cM1) und auch in dieser lie3 sich TIMP-
4 in der RT-PCR-Analyse nachweisen.

Hier lasst sich ebenfalls kein Vergleich mit dem aktuellen klinischen Status der Patien-

tinnen ziehen, um die RT-PCR-Ergebnisse der TIMPs genauer einzuordnen.
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IV.3 Immunfluoreszenzmarkierungen humaner Mamma-Ca-

Organoide

IV.3.1 Vergleich von Inmunfluoreszenzmethoden

Insgesamt waren die verwendeten Methoden an Kryostat- und Paraffinschnitten, in
Chamberslides und am LSM-Mikroskop zur Markierung von Proteinkomponenten in Or-
ganoiden anwendbar.

Nach anfanglichen Schwierigkeiten mit der Markierung der kryofixierten Schnitte erwies
sich auch diese Methode als gut gebrauchlich und ergab aussagekraftige Bilder. Diese
Methode hielt sich vom Zeitaufwand im Rahmen und war von der Bildqualitat vergleich-
bar mit den Paraffinschnitten.

An dieser Stelle soll noch einmal die Verwendung von Histogel in Kombination mit
TissueTek® als ungeeignete Methode fiir die Immunfluoreszenzmarkierungen hervorge-
hoben werden. Wahrend Histogel zur Einbettung in Paraffinschnitten bereits weit ver-
breitet angewandt wird, konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass es zusammen
mit TissueTek® zu einer Bindung von Zweitantikérpern an unspezifische Strukturen zu
fuhren scheint und somit keine aussagekraftigen Bilder mdglich sind.

Wahrend fur Paraffinschnitte bekannt ist, dass sie die Bindung von Antikérpern an ihre
Zielstrukturen erschweren oder behindern konnen, ist eine konkrete Ursache fur die
mangelnde Eignung von Antikdrpern in Kryostatschnitten nicht bekannt. Befiirchtungen
einer moglichen Behinderung der Antikdrperbindung in Paraffin-eingebetteten Organoi-
den lieRen sich anhand der Farbeergebnisse bestatigen. Wichtig dabei zu beachten ist,
dass nicht alle entstandenen Strukturveranderungen bei der Paraffineinbettung reversi-
bel sind und somit nicht durch eine Antigen-Demaskierung gelést werden kénnen (Lang,
2013). Einzelne Antikorper, die erfolgreich fur die Immunfluoreszenzmarkierung der Kry-
ostatschnitte verwendet wurden, ergaben in den Paraffinschnitten kein Signal, so z. B.
Antikorper gegen CK8. Auch Antikérper gegen Laminin a5 und Laminin 1, die in den
Farbemethoden der Kryostatschnitte und der Chamberslides gute Ergebnisse lieferten,
brachten in den Paraffinschnitten nur ein sehr schwaches bis gar kein Signal. Ansonsten
deckten sich die Bilder der Paraffinschnitte mit dhnlichen Ergebnissen in den Kryostat-
schitten oder Chamberslides. Aufgrund der mangelnden Vergleichbarkeit mit vorliegen-
den PCR-Ergebnissen der verwendeten Organoidlinien fir die Paraffinschnitte kénnen
die Ergebnisse der Fluoreszenzbilder der Paraffinschnitte jedoch nicht abschlief3end ein-

geordnet werden.
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Die Chamberslide-Methode erwies sich trotz der Betrachtung am nicht-konfokalen Mik-
roskop der im Ganzen gefarbten Organoide als sehr zufriedenstellend. Farbungen waren
i. d. R. erfolgreich und ergaben ein gut zu beurteilendes Bild. Im Gegensatz zu den
Kryostat- und Paraffinschnitten konnten in den Chamberslides mit den Antikérpern ge-
gen MT-MMPs wie MMP-15 oder -24 auch gute Farbeergebnisse erzielt werden. Dies
lasst darauf schlieen, dass die entsprechenden Antikérper nicht fur jede der durchge-
fuhrten Immunfluoreszenzmarkierungsmethoden gleich gut geeignet sind und spricht
eher gegen ein generelles Fehlen der markierten Zelladhasionsmolekule bzw. Proteasen
in den untersuchten Organoiden, wenn der Bildnachweis negativ war.

Die im Ganzen gefarbten Organoide in den Chamberslides wurden an einem nicht-kon-
fokalen Immunfluoreszenz-Mikroskop ausgewertet, bei dem nur eine zweidimensionale
Betrachtung mdglich ist. Hier kann zwar das Organoid als Ganzes betrachtet werden, es
kénnen jedoch noch keine definitiven Aussagen tber die genaue Lokalisation im Orga-
noid getroffen werden. Aufgrund der Dreidimensionalitat in den Chamberslides konnte
es aullerdem zu Fluoreszenziberlagerungen kommen, die das Bild verzerren konnten.
Deshalb ist eine genauere Betrachtung der vollstandigen Organoide anhand einer an-
deren Betrachtungsmethode (z. B. Multiphoton-/Laser-Scan-Mikroskop) sinnvoll, um den
Aufbau genauer aufzuschlusseln. Die LSM-Aufnahmen boten dabei zusatzlich eine gute
Auflésung, bei entsprechend héherem Zeitaufwand. Hier zeigte sich jedoch, dass Mar-
kierungen von MMP-15 im Gegensatz zu den Chamberslides bei der Betrachtung am
LSM nicht detektiert werden konnten. Eine zufriedenstellende Antwort hierauf wurde bis-

lang noch nicht gefunden.

IV.3.2 Aufbau von Organoiden in der IFL

Die Farbungen mit Perlecan, Cytokeratinen und Integrinen geben einen groben Uber-
blick Gber den Aufbau der Organoide. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Mamma-Ca-Organoide von einer Basalmembran umgeben sind, in basale CK5-positive
und luminale CK8-positive Zellen aufgeteilt sind und diese Aufteilung Gber das gesamte
Organoid konstant ist. In allen angewandten Immunfluoreszenzmarkierungstechniken
zeigte sich diese Spezialisierung von Zellen. Die dreidimensionalen Farbemethoden wie
die fir Chamberslides, aber vor allem fir die Betrachtung am LSM ermdglichten eine
nahere Betrachtung der Verteilung der CK5- und CK8-positiven Zellen im Mamma-Ca-
Organoid. In den Schnittbildmethoden (Kryostat- und Paraffinschnitt) waren die unter-

schiedlich differenzierten Zellen inhomogen Uber die Organoide verteilt. Perlecan als
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Marker fur die Basalmembran zeigte, dass die Organoide von einer Basalmembran um-
geben sind. So ware am ehesten zu erwarten, dass die basalen, CK5-exprimierenden
Zellen dieser aufsitzen wirden. In den durchgefihrten Farbungen fir die Betrachtung
am LSM zeigte sich dies jedoch eher umgekehrt - CK8-positive Zellen waren eher im
Randbereich der Basalmembran aufsitzend zu finden anstelle der CK5-positiven. Ob
sich hier aber generell CK8-positive Zellen tatsachlich auf den Randbereich und CK5-
positive Zellen auf das Zentrum konzentrieren, lie3 sich nicht eindeutig nachweisen. Die
Verteilung scheint sich je nach Organoid und evtl. abhangig von der Gré3e des Organo-
ids zu unterscheiden. Die gréReren Organoide zeigten eher ein Verteilungsmuster mit
CK8-positiven Zellen aulen und CK5-positiven Zellen innerhalb des Organoids. Ein
moglicher Einflussfaktor kdnnte zudem die unterschiedlich stark ausgepragte Penetra-
tion der Antikdrper in das Organoid wahrend des Farbeprozesses sein. In diesem Falle
wirden die Ergebnisse der LSM-Farbungen nicht die exakte Wirklichkeit der Verteilung
der Cytokeratine im Organoid widerspiegeln.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Zellen innerhalb eines Mamma-Ca-Or-
ganoids uber Integrine miteinander verbunden sein kdnnen, sowie im Organoid weitere
fur Epithelien wichtige Bestandteile wie Laminine enthalten sind. Je nach Integrin-Typ
bzw. Lamininkette war das Verteilungsmuster ein anderes. Da es sich bei Lamininen und
Integrinen aber um ubiquitar vorkommende Proteine handelt, ist eine Beurteilung der
Bilder anhand dessen gut moglich. Die Wahrscheinlichkeit eines Versagens der Farbung
bei fehlendem Fluoreszenzsignal ist dabei hoher als ein ganzliches Fehlen von Integri-
nen und Lamininen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Organoid aus unterschiedlichen Zellen zu
bestehen scheint, die sich in luminale und basale Zellen entsprechend ihrer Cytokeratin-
Expression einteilen lassen, und dass es sich um solide Zellverbande handelt, die durch
Integrine verbunden und durch eine Basalmembran umgeben sind. Farbungen mit Anti-
korpern gegen extrazellularen MT-MMPs und TIMPs waren abhangig von der Farbeme-
thode unterschiedlich gut durchfiihrbar. Insgesamt war eine Eignung der verwendeten

Antikorper jedoch fraglich.

IV.4 Vergleich von IFL und RT-PCR-Analyse

Wie bereits im Vergleich der Farbemethoden erwahnt, unterschieden sich die Methoden

zur Immunfluoreszenzmarkierung in ihren Ergebnissen bei gleichen Antikérpern.
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So war z. B. in den Kryostatschnitten bei Farbungen nach MMP-15 kein Signal zu sehen,
wahrend in den Chamberslides mit gleichem Antikérper deutlich MMP-15 markiert wer-
den konnte. Die RT-PCR-Analyse ergab, dass in allen untersuchten Organoidlinien
RNA-Produkte fir MMP-15 nachgewiesen werden konnten. Dies lasst rickschlief3en,
dass es sich bei den Farbungen der Kryostatschnitte eher um eine mangelnde Eignung
der Antikorper handelt als um einen tatsachlichen negativen Nachweis von MMP-15.
Ebenso widersprichlich waren die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse von MMP-17 ver-
glichen mit der Immunfluoreszenzfarbung. Hier war jedoch die RT-PCR-Analyse in der
untersuchten Organoidlinie negativ, wahrend durch die Immunfluoreszenzmarkierung
ein deutliches Bild (in den Chamberslides) generiert werden konnte. Da in anderen Or-
ganoidlinien Genprodukte fur MMP-17 in der RT-PCR-Analyse nachgewiesen werden
konnten, ist dies vermutlich nicht auf einen Fehler in der RT-PCR-Analyse zurlckzufih-
ren. Woher diese Diskrepanz kommt, ist bisher noch unklar.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen fur TIMPs und Laminine waren i. d. R.
mit denen der RT-PCR-Analyse kongruent. Die meisten Laminine sowie die meisten
TIMPs waren auch in der RT-PCR-Analyse durchgehend nachzuweisen. Vereinzelt gab
es Farbungen, bei denen kein Signal durch die Immunfluoreszenzmarkierung erreicht
werden konnte - dies zog sich dann durch alle Organoidlinien und alle Farbungen, so-

dass von einem Versagen des verwendeten AntikOrpers ausgegangen werden kann.

Insgesamt stimmten die Ergebnisse der Chamberslide-Farbungen mit denen der RT-
PCR-Analyse am besten Uberein. Hier konnte am haufigsten und am zuverlassigsten ein
gutes Bild generiert werden, das die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse widerspiegelte.
Fir die Kryostatschnitte konnte immer wieder beobachtet werden, dass einzelne Far-
bungen kein Signal erzeugten, was darauf hinweist, dass - genau wie fir Paraffinschnitte
- nicht alle Antikorper fur die Verwendung auf Kryostatschnitten geeignet sind.

Die Farbung von Organoiden in der Chamberslide-Methode bendtigt kein weiteres Ein-
betten in ein Einbettmedium, das eine Antikorper-Verteilung bzw. Bindung an Zielstruk-
turen behindern kénnte, so wie TissueTek® (in Kombination mit Histogel) bei den Kryo-
tatschnitten oder Paraffin bei den Paraffinschnitten. Da hier aber keine genaue Betrach-
tung einer einzelnen Ebene mdglich ist und sich Fluoreszenzen Uberlagern kdénnen, kann
die Chamberslide-Methode kein vollstdndiger Ersatz fur 2D-Techniken wie die der Kry-

ostatschnitte sein, sondern lediglich als Erganzung dienen.
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IV.5 Ausblick

Organoide verbreiten sich als Forschungsobjekte seit einigen Jahren rasant Uber Ar-
beitsgruppen der ganzen Welt. Durch ihre phanotypische wie genotypische Ahnlichkeit
zum Ursprungsgewebe und ihre Unabhangigkeit vom Mikromilieu in vivo stellen Orga-
noide nicht nur in der Grundlagenforschung einen neuen Meilenstein dar, sondern sind
auch fur weiterfihrende Untersuchungen von Pathologien bis hin zur klinischen Anwen-
dung im Sinne einer individualisierten Medizin einsetzbar (Tuveson and Clevers, 2019).
Organoide sind im Vergleich zu anderen Tumormodellen schnell und effektiv zu kultivie-
ren und haben somit vor allem im Bereich der praklinischen Grundlagenforschung tber
die letzten Jahre Einzug gehalten. Jedoch gibt es schon erste Bestrebungen, individua-
lisierte Medikamententestungen an Organoiden auch im klinischen Setting zu etablieren.
So kdénnen Organoide aus rektalen Biopsien dazu beitragen, das Ansprechen von Medi-
kamenten bei Patienten mit Cystischer Fibrose vorauszusagen (Dekkers et al., 2016).
Die Ausweitung von Organoidkulturen tber Gewebe verschiedensten Ursprungs hat be-
reits das Anlegen erster Biobanken ermoglicht, die einen breiten Zugriff auf eine Reihe
von Organoiden zulassen (https://huborganoids.nl/organoid-biobank/). Durch dieses
breite Angebot an malignen, pathologischen und physiologischen Organoiden sind Un-
tersuchungen im grof3en Stil mdglich, so z. B. Medikamententestungen in vitro.
Organoide gewinnen somit im praklinischen wie im klinischen Setting zunehmend an
Bedeutung. In dieser Arbeit konnte bereits ein Ausschnitt dessen gezeigt werden, wie
vielseitig Organoide fir verschiedenste Methoden in der Forschung angewandt werden
kénnen. Weiterfiihrend bietet sich eine Ausweitung auf eine grélRere Anzahl an Organo-

idlinien an, um die Evidenz der Ergebnisse zu erhéhen.

In dieser Arbeit konnte ein erster Baustein hin zur Aufschliisselung des Aufbaus von
Mamma-Ca-Organoiden gesetzt werden. Durch ihre Aufteilung in basale und luminale
Zellen, die von einer Basalmembran umgeben und durch Zell-Zell-Kontakte verbunden
sind, sowie Aspekte einer extrazellularen Matrix aufweisen, sind sie ihrem Ursprungsge-
webe in vivo sehr nah und dienen somit als sehr realistische Modelle in vitro. Interessant
ware im weiteren Verlauf der noch genauere Aufbau von Organoiden: Wo genau sitzen
die Stammzellen? Sind alle der differenzierten Zellen funktionsfahig?

Sowohl fir die Ausstattung der Mamma-Ca-Organoide mit MMPs als auch mit TIMPs
wirde sich weiterfiihrend ein Vergleich mit dem klinischen Status der Patientinnen als

auch mit der Zusammensetzung der Primartumore anbieten. Da durch friihere Arbeiten
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bereits herausgearbeitet werden konnte, dass bestimmte MMPs und TIMPs in frihen
wie in spaten Stadien von Brusttumoren vermehrt exprimiert werden und mit einer
schlechteren Prognose korrelieren, so kdnnten diese als Forschungsgegenstand fur
neue prognostische Marker sowie Therapieansatze dienen (Radisky and Radisky,
2015). Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass in Organoiden sowohl MMPs als
auch TIMPs nachweisbar sind, kdnnten sie in Zukunft genutzt werden, um derartige Un-

tersuchungen weiter voranzutreiben.

IV.6 Zusammenfassung

Brustkrebs ist trotz der diagnostischen und therapeutischen Fortschritte der letzten Jahr-
zehnte immer noch die haufigste Tumorerkrankung unter Frauen mit einer weiterhin sig-
nifikanten Mortalitat.

Das Organoidmodell ist ein wertvoller Baustein in der Erforschung der Pathogenese und
der Entwicklung neuer Forschungskonzepte fir Brusttumoren. Durch die gute Vergleich-
barkeit von Organoidkulturen mit ihrem Ursprungsgewebe kénnen in vitro-Untersuchun-
gen angestellt werden, die nah am menschlichen Individuum Erkenntnisse ermdglichen.
Dies kann die Patientenversorgung verbessern und die individualisierte Medizin weiter
vorantreiben.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, kbnnen Brustkrebs-Organoide bereits zuverlassig generiert
werden. In den meisten Fallen konnten Stammzellen in Organoidkultur ausgesat wer-
den, die binnen maximal zwei Wochen erste Organoide ausbildeten. Hierbei wurden er-
folgreich mehrere gut wachsende Organoide mit Grof3en bis zu 500 um erzeugt, die auch
nach wiederholten Passagen weiterwuchsen. Es konnte gezeigt werden, dass Organo-
ide essenzielle Bestandteile wie Zell-Zell-Kontakte (Integrine) und Basalmembranbe-
standteile (Perlecan, Laminine) enthalten und somit Parechym-ahnlich aufgebaut sind.
Auch ubiquitar extrazellular vorkommende Proteine (MMPs, TIMPs), die sich je nach
Gewebe in ihrer Auspragung unterscheiden kénnen, konnten nachgewiesen werden.
An den etablierten Mamma-Ca-Organoiden konnten verschiedene Untersuchungen vor-
genommen werden. Sie waren sowohl fur (antikbrperbasierte) Farbemethoden als auch
fur molekulargenetische Techniken gut geeignet sind. In den Immunfluoreszenzmarkie-
rungen konnte eine unterschiedliche Differenzierung von Zellen innerhalb des Mamma-
Ca-Organoids in CK5-positive (basale) und CK8-positive (luminale) Zellen nachgewie-
sen werden. Auch Integrine als Zell-Zell-Kontrakte sowie das Vorhandensein einer Ba-

salmembran mit Bestandteilen wie Perlecan und Lamininen konnte aufgezeigt werden.
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Die unterschiedliche Expression von extrazellularen Bestandteilen wie die MMPs und
die TIMPs war in den Immunfluoreszenzmarkierungen nicht so zuverlassig darstellbar
wie in der RT-PCR-Analyse. In der IFL zeigte sich vereinzelt eine mangelnde Eignung
von Antikérpern fir spezifische Farbemethoden. Am erfolgreichsten konnten die Antikor-
per in der Chamberslide-Methode angewendet werden. Die RT-PCR-Analyse zeigte,
dass Organoide durchweg die fir Parenchyme notwendigen Bestandteile wie Laminine
enthielten, und gleichzeitig, dass die Ausstattung an MMPs und TIMPs verschieden sein
kann. Diese morphologische Variabilitat spiegelt die interindividuell verschiedenen Tu-
moren der Patientinnen wider.

Die durchgefiihrte Arbeit konnte darstellen, dass Mamma-Ca-Organoide als geeignetes
,2Oorganmodell“ in vitro dienen kdnnen. Auflerdem sind sie eine Basis, um weitere Er-
kenntnisse Uber Aufbau und Ausstattung zu gewinnen. Die Bedeutung von Organoiden
in der Grundlagen- und in der klinischen Forschung wird hier weiter deutlich. Hierauf
aufbauend kann die Entwicklung individualisierter Therapien weiter ausgeweitet werden
und neue Schritte in der Mamma-Ca-Therapie zur besseren medizinischen Versorgung

der Patientinnen unternommen werden.
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