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1 Zusammenfassung 
 

Krebs stellt heute in den Industrieländern die zweithäufigste Todesursache dar. In 

der Therapie von Krebserkrankungen spielt die Chemotherapie neben der operativen 

Entfernung und der Bestrahlung als systemische Behandlungsform eine wichtige 

Rolle. Forscher unternehmen große Bemühungen, neue und verbesserte 

Therapieformen gegen Krebs zu entwickeln. Diese Aktivität hat dazu geführt, dass 

heute zahlreiche Medikationen erhältlich sind, die gegen Krebs einsetzbar sind. In 

Folge dieser Entwicklungen ist die Therapiewahl schwieriger geworden. Obwohl 

pathologisch diagnostizierte Charakteristika eine gewisse Selektion erlauben, gehen 

diese Klassifizierungen nicht weit genug, um auf die individuellen Bedürfnisse des 

Krebspatienten einzugehen. 

Prätherapeutische in vitro Chemosensitivitätstests bieten die Möglichkeit, 

Behandlungserfolge durch eine Individualisierung der Chemotherapie für 

Krebspatienten zu vergrößern. Für diese Untersuchungen werden dem Patienten 

Tumorzellen entnommen, und ex vivo mit in Frage kommenden Therapeutika in 

Kontakt gebracht. Dabei lässt sich herausgefunden, welche Therapeutika eine 

Wirkung auf die individuellen Tumorzellen zeigen. Bis heute sind solche 

Testverfahren unter Onkologen umstritten und eine Integration dieser Verfahren in 

den medizinischen Alltag ist noch nicht realisiert. 

Unterschiedliche methodische Herangehensweisen existieren in der 

Chemosensitivitätstestung. In dieser Arbeit wurde der bestehende ChemoSelect®-

Test grundlegend untersucht und optimiert. Die Optimierung diente dazu, 

Durchführbarkeit und Vorhersagekraft des Verfahrens zu vergrößern und eine breite 

Anwendbarkeit des Tests zu ermöglichen. 

Es konnte gezeigt werden, dass Chemosensitivitäten in bestimmten Grenzen 

unabhängig von der Zellzahl reproduzierbar im Test nachzuweisen sind. Mit Hilfe 

eines optimierten Mediums konnte der Einsatzbereich des Tests mittels einer 

Reduktion der erforderlichen Zellzahl vergrößert werden. Ferner konnte gezeigt 

werden, dass die im ChemoSelect®-Test gemessene Ansäuerungsrate mit der 

Proliferation der Zellen korreliert. Untersuchungen ergaben eine gute 

Vergleichbarkeit des Tests mit verschiedenen Proliferationstests. Für Vertreter der 
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wichtigsten Chemotherapeutikaklassen ließen sich in vitro spezifische Wirkungen 

nachweisen. 

Basierend auf den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit wurde ein grundlegendes 

Konzept für eine klinische Validierungsstudie aufgesetzt, mit welchem innerhalb von 

zwei Jahren überprüft werden kann, wie hoch der prädiktive Wert des Tests ist. 

Ferner wurde die Möglichkeit untersucht, im Test Sensitivitäten gegenüber 

neuartigen, spezifisch gegen Tumorzellen gerichteten Therapeutika nachzuweisen. 

Als Beispiel für eine solches Therapeutikum wurde der monoklonale Antikörper 

Herceptin verwendet, der gegen den Her2/neu Rezeptor gerichtet ist. Im Testsystem 

ließ sich eine Wirkung des monoklonalen Antikörpers sowohl als Monotherapeutikum 

als auch in Kombination mit Chemotherapie nachweisen. Dieser Effekt war spezifisch 

bei Zellen zu beobachten, die sich durch eine Überexpression des Her2/neu 

Rezeptors auszeichneten. 
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2 Einleitung 
 

2.1 Epidemiologie von Krebserkrankungen 

 

Während in der Vergangenheit Infektionskrankheiten im Mittelpunkt der 

medizinischen Forschung standen, spielt die Krebsforschung heute eine zunehmend 

wichtige Rolle. Krebs beschreibt im klassischen Sinne alle bösartigen Neubildungen 

(Neoplasien). Diese Neubildungen bestehen aus entarteten Zellen, die sich von 

Normalzellen unterscheiden und sich von ihrem Ursprungsort über das Blut- oder 

Lymphsystem in andere Organe ausbreiten können, um dort Tochtergeschwülste 

(Metastasen) zu bilden. Grundsätzlich lässt sich Krebs in solide und nicht solide 

Arten unterteilen. Mit Leukämien als Hauptvertreter stellen Hämoblastosen die nicht 

solide Form dar. Innerhalb der soliden Krebsarten lässt sich weiter zwischen 

Karzinomen und Sarkomen unterscheiden. Während Karzinome aus Epithelzellen 

wie der Haut, Schleimhaut oder Drüsen entstehen, stammen Sarkome vornehmlich 

aus Bindegewebszellen (Fibrosarkom), Muskelzellen (Myosarkom), Fettzellen 

(Liposarkom) oder Knochenzellen (Osteosarkom). 

Weltweit werden jährlich ca. 9 Mio Krebsdiagnosen gestellt. Nach Angaben des 

Robert-Koch-Institutes erkrankten in Deutschland im Jahre 1998 ca. 350.000 

Menschen an Krebs. Davon verteilte sich jeweils etwa die Hälfte der Fälle auf beide 

Geschlechter, wobei es klare Unterschiede in der Häufigkeit der verschiedenen 

Krebsarten zwischen den Geschlechtern gibt, wie Abbildung 1 zeigt. 
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bbildung 1: Prozentuale Anteile der häufigsten Krebsformen an der Gesamtzahl 1998 in 
eutschland. (Aus: Informationen des RKI, 2002) 

ach Angaben des statistischen Bundesamtes stellte Krebs im Jahre 2002 in 

eutschland nach Herz- und Kreislauferkrankungen die zweithäufigste Todesursache 

ar. In diesem Zeitraum wurde ein Viertel aller Todesfälle durch Krebs verursacht. 

ie Verteilung der Sterberate folgt dabei nicht der Häufigkeit der Erkrankung, 

ondern unterscheidet sich in einigen Fällen deutlich von dieser. Insgesamt starben 

ie meisten Krebspatienten an Erkrankungen der Lunge, welche jedoch bei Frauen 

ur die dritthäufigste krebsbedingte Todesursache darstellte. Bei Frauen führte der 

rustkrebs, bei Männern hingegen der Lungenkrebs zu den meisten Todesfällen 

Abbildung 2).  
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Abbildung 2: Verteilung der Häufigkeiten der krebsbedingten Tode im Jahre 1998 in Deutschland in 
Prozent. (Aus: Informationen des RKI, 2002) 
 

2.2 Medikamentöse Krebstherapie 

 

2.2.1 Chemotherapie 

 

Ziel der Krebstherapie ist neben einer Verlängerung des Lebens auch eine Erhöhung 

der Lebensqualität. Diese Lebensqualität bemisst sich nach Kriterien wie der 

Symptomatik der Erkrankung und der Schwere der Nebenwirkungen der 

eingesetzten Therapie. Neben der operativen Therapie und der Bestrahlung zählt 

heute die Chemotherapie zu den drei Hauptsäulen in der Behandlung von Krebs. Im 

Gegensatz zu Operation und Bestrahlung handelt es sich hierbei um eine 

systemische Therapie, die auf den ganzen Körper wirkt, also beispielsweise auch auf 

Metastasen unbekannter Lokalisation. Mit ca. 200.000 Behandlungen pro Jahr in 

Deutschland erfährt der Großteil aller Krebspatienten im Laufe ihrer Therapie 

mindestens eine Chemotherapie. Diese Behandlungsform reicht bis in die 40er Jahre 

zurück und ist heute mit ca. 50 verschiedenen, zugelassenen Medikamenten 

vertreten. Im Laufe der Zeit wurden einerseits neuartige Chemotherapeutika 



2 Einleitung  9 

entwickelt, aber auch bekannte Substanzen überarbeitet, um beispielsweise 

Nebenwirkungen zu verringern. Selten ist es jedoch geschehen, dass auf diese 

Weise ein Therapeutikum durch eine neue oder verbesserte Version ersetzt wurde. 

Vielmehr ist es zu einer erheblichen Zunahme der Menge erhältlicher Therapeutika 

gekommen, die für eine Therapie zur Verfügung stehen. Ein Nebeneffekt dieser 

Entwicklungen ist, dass die Wahl des zu verabreichenden Therapeutikums für Ärzte 

immer schwieriger geworden ist. 

Bezüglich der Nomenklatur der Chemotherapeutikagruppen ist anzumerken, dass 

von manchen Autoren eine Einteilung nach chemischer Verwandtschaft verwendet 

wird, während andere eine Einteilung nach Wirkmechanismen verwenden. Soweit 

nicht anders angemerkt, wurde in dieser Arbeit die Nomenklatur nach den zugrunde 

liegenden Wirkmechanismen verwendet. 

 

2.2.1.1 Alkylanzien 

 

Große Bedeutung innerhalb der Chemotherapeutika kommt den Alkylanzien zu. 

Diese bilden eine chemisch inhomogene Gruppe hauptsächlich organischer 

Verbindungen mit reaktiven Zentren. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie 

Alkylgruppen in organische Verbindungen wie DNA oder Proteine inserieren können. 

Die Auswirkungen dieser Substanzen ähneln denen ionisierender Strahlung, weshalb 

Substanzen dieser Klasse auch als Radiomimetika bezeichnet werden. Wichtige 

Vertreter dieser Gruppe sind die Stickstoff-Lost Derivate (Lost = Senfgas, nach den 

Erfindern: Lommel und Steinkopf). Hierzu gehören die Oxazaphosphorine, u. a. mit 

den Vertretern Cyclophosphamid, Maphosphamid und Iphosphamid. Sie wirken 

vornehmlich durch die Ausbildung von Quervernetzungen der DNA (Osieka et al., 

1984). Eine ähnliche Wirkung wie Stickstoff-Lost-Derivate haben die 

monofunktionalen Nitroso-Harnstoffe. Zu diesen zählen u. a. Bendamustin, 

Carmustin oder Lomustin. Trotz ihrer Monofunktionalität bilden diese Substanzen 

ebenfalls Quervernetzungen der DNA aus (Weiss und Issell, 1982). Die Wirkung 

findet unter Ausbildung von Ethylbrücken statt (Kohn, 1977). Auch 

Methansulfonsäurester wie Busulfan oder Treosulfan wirken auf ähnliche Weise. Die 

Gruppe der Mitomycine mit dem für die Tumortherapie wichtigen Stoff Mitomycin D 

stellen atypische Alkylanzien dar. Auch sie interagieren mit der DNA, indem sie 

Quervernetzungen ausbilden, wodurch die DNA-Replikation inhibiert wird (Tomasz et 
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al., 1987). Auch die sogenannten Platin-Analoga wirken, indem sie durch Interaktion 

mit funktionalen Gruppen der DNA diese quervernetzen. Durch diese Vernetzungen 

wird die Funktion der DNA als Matrize zerstört und die DNA-Synthese inhibiert (Knox 

et al., 1986), (Raymond et al., 1998). In die Gruppe der Platin-Analoga gehören die 

Substanzen Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Platin-Analoga werden aufgrund 

ihres sehr ähnlichen Wirkmechanismus oft im Zusammenhang mit den Alkylanzien 

erwähnt, obwohl sie nach der strengen Definition nicht dazu gehören. 

 

2.2.1.2 Antimetabolite 

 

Eine weitere wichtige Gruppe der Chemotherapeutika bilden die Antimetabolite. Die 

chemische Ähnlichkeit dieser Substanzen mit wichtigen Zellbausteinen führt zum 

Einbau dieser Substanzen in die Zellen. Aus solchen Fehleinbauten resultieren 

Funktionsstörungen der Zellen. 

Die Klasse der Antimetabolite lässt sich in verschiedene Unterklassen einteilen, die 

nach den Strukturen benannt sind, welchen sie ähneln. Purinanaloga (z. B. 

Mercaptopurin, Thioguanin oder Pentostatin) hemmen die Synthese der Purinbasen 

Adenin und Guanin. Pyrimidinanaloga (z. B. 5´-Fluorouracil, Gemcitabin) hemmen 

die Replikation der DNA, indem sie als falsche Pyrimidinbasen in die DNA eingebaut 

werden und so ihre Synthese inhibieren (Huang et al., 1991). Mit der Substanz 

Methotrexat wurde ein weiterer Stoff entwickelt, der zelleigene Strukturen imitiert. 

Diese Substanz hemmt als Folsäureanalogon kompetitiv die Dihydrofolatreduktase, 

welche die Reduktion von Dihydrofolat zu dem für die DNA- und RNA-Synthese 

wichtigen Tetrahydrofolat katalysiert. Diese Reaktion führt so zu einer Inhibition der 

DNA- und RNA-Synthese (Morgan et al., 1994). 

 

2.2.1.3 Mitosehemmer / Spindelgifte 

 

Die Klasse Mitosehemmer / Spindelgifte inhibiert die Zellteilung durch eine 

Beeinflussung der Kernspindeln. Die im Rahmen der Zellteilung für die Aufteilung der 

Chromosomen auf beide Schwesterzellen wichtigen Mikrotubuli werden dabei 

entweder an ihrer Kondensation oder an ihrem Abbau gehindert. Dies führt entweder 
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zu einer irreversiblen Stabilisierung der Mikrotubuli, wie es durch Taxane bewirkt 

wird, oder zur Zerstörung dieser Strukturen, wie es durch Vincaalkaloide geschieht.  

Vincaalkaloide sind Naturstoffe, die aus Pflanzen der Gattung Vinca rosea gewonnen 

werden. Therapeutika dieser Klasse sind z. B. Vincristin, Vindesin oder Vinorelbin. 

Sie binden an Tubulin, die Untereinheit der Mikrotubuli und verhindern somit die 

Polymerisation dieser Moleküle (Goa und Faulds, 1994). Die Zellen verbleiben 

daraufhin in der Metaphase (Meininger et al., 1990). 

Ebenfalls Naturstoffe innerhalb der Klasse der Mitosehemmer / Spindelgifte sind die 

Taxane mit den Vertretern Docetaxel und Paclitaxel. Diese werden aus Eibenarten 

der Gattung Taxus gewonnen und stabilisieren Mikrotubuli, indem sie deren 

Depolymerisation verhindern. Die Zellen verbleiben daraufhin in der G2- und M- 

Phase des Zellzyklus (Figgitt und Wiseman, 2000), (Wiseman und Spencer, 1998). 

 

2.2.1.4 Interkalanzien: Anthrazykline 

 

Die Gruppe der Anthrazykline beschreibt im Gegensatz zur bisherigen Benennung 

nach Wirkmechanismen eine chemisch verwandte Gruppe von Substanzen, denen 

gemeinsam ist, dass sie in die DNA interkalieren. Aus diesem Grunde werden 

Substanzen dieser Wirkstoffgruppe auch als Interkalanzien bezeichnet. 

Interkalationen bewirken eine sterische Behinderung bei der DNA- und RNA- 

Replikation, -Transkription und -Reparatur. Anthrazykline werden aus bestimmten 

Streptomyceten-Arten gewonnen und wirken in der S-Phase des Zellzyklus. Beispiele 

für diese Gruppe von Chemotherapeutika sind Doxorubicin, Daunorubicin oder 

Epirubicin (Plosker und Faulds, 1993). 

 

2.2.2 Tumorzellspezifische Therapeutika 

 

Große Bemühungen werden von der Pharmaindustrie und von Biotechnologiefirmen 

unternommen, um neue Therapieformen gegen Krebs zu entwickeln. Diese 

Bestrebungen haben einige Produkte hervorgebracht, die heute bereits erfolgreich 

eingesetzt werden. Grundsätzlich unterscheiden sich diese neuartigen Substanzen 

von Chemotherapeutika, da sie gegen tumorzellspezifische Strukturen gerichtet sind, 
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während Chemotherapeutika auf alle sich teilenden Zellen wirken. Eine weit 

verbreitete Strategie ist hierbei der Einsatz therapeutischer Antikörper. 

Prominentestes Beispiel dieses Ansatzes ist Herceptin (Trastuzumab, Genentech). 

Dieser humanisierte, monoklonale Antikörper richtet sich gegen den 

Oberflächenrezeptor Her2/neu, der zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-

Rezeptoren (EGFR) gehört (Coussens et al., 1985). Die Überexpression dieses 

Rezeptors sowie die Amplifikation des entsprechenden Gens ist beim 

Mammakarzinom einerseits mit einer schlechten Prognose korreliert, andererseits 

bietet sie einen Angriffspunkt für die Therapie mit Herceptin (Slamon et al., 1987), (Di 

Fiore et al., 1987). Erste klinische Studien ergaben, dass 11,6% der therapierten 

Patientinnen mit Her2/neu überexprimierenden Tumoren auf den Antikörper 

ansprachen (Baselga et al., 1996). Ergebnisse dieser Studie führten außerdem dazu, 

dass weitere Studien mit Herceptin in Kombination mit Chemotherapeutika 

durchgeführt wurden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die kombinatorische 

Administration von Cisplatin und Herceptin zu einem signifikant häufigeren 

Ansprechen führte, als jede der Therapien einzeln (Pegram und Slamon, 1999). Eine 

weitere Studie zeigte, dass Patientinnen, die zusätzlich zur Chemotherapie 

(Anthrazyklin/Cyclophosphamid oder Paclitaxel) mit dem Antikörper behandelt 

wurden, zu 50% auf die Therapie ansprachen, während nur 32% auf die alleinige 

Chemotherapie ansprachen (Slamon et al., 2001). Herceptin ist heute bei 

Patientinnen mit Her2/neu-überexprimierenden Tumoren für die Therapie des 

metastasierenden Mammakarzinomes zugelassen. Dieses Therapeutikum ist somit 

ein Beispiel, das aufzeigt, wie diagnostisch erhobene Faktoren einen Einfluss auf die 

Therapie nehmen können. Für ein solches Zusammenspiel wurde jüngst der Begriff 

„Theragnostika“ geprägt. 

Eine weitere, wichtige Strategie neuartiger Therapeutika ist der Eingriff in die 

Signalleitung von Tumorzellen. Besonders Tyrosinkinase-Inhibitoren sind hier von 

Bedeutung. Wichtige Beispiele für diese Art von Therapeutika sind Glivec (Aventis) 

und Iressa (AstraZeneca). Glivec ist heute zur Therapie chronischer myeloischer 

Leukämie (CML) und stromaler Gastrointestinaltumoren (GIST) zugelassen. Diese 

Substanz inhibiert eine mutierte Form (Bcr-Abl) der Abl-Tyrosinkinase, welche bei 

95% der Patienten mit CML und bei Patienten mit GIST zu finden ist und sich aus 

einer Translokation der Chromosomen 9 und 22 ergibt (Druker et al., 1996). Aus 

dieser Translokation resultiert das 1960 erstmals beschriebene Philadelphia-
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Chromosom (Nowell und Hungerford, 1960). Iressa, ein Inhibitor einer EGFR-

Tyrosinkinase, hat sich in der Therapie des nicht kleinzelligen Lungenkarzinomes 

(non small cell lung cancer, NSCLC) klinisch bewährt und ist in zahlreichen Ländern 

für die Therapie dieser Indikation zugelassen (Fukuoka et al., 2003). Zahlreiche 

weitere Antikörper und Inhibitoren der Signaltransduktion befinden sich in der 

klinischen Erprobung. Sogar der Wunsch nach einem Impfstoff gegen Krebs wird 

bereits klinisch untersucht. So soll eine Impfung mit VaccinOvar (ACA 125, 

CellControl), einem anti-idiotypischen Antikörper gegen das Tumorantigen CA 125, 

welches sich auf einem Großteil der Ovarialkarzinome findet, dazu führen, dass in 

Patienten eine aktive Immunantwort gegen den Tumor ausgelöst wird (Foon und 

Bhattacharya-Chatterjee, 2001). Sollte sich in klinischen Studien bestätigen, dass 

dieser Ansatz funktioniert, wäre sogar die Möglichkeit in Betracht zu ziehen, Frauen 

präventiv gegen Eierstockkrebs zu vakzinieren. Die Zwischenauswertung einer 

klinischen Phase Ib/II Studie deutet darauf hin, dass das Tumorvakzin ACA 125 eine 

spezifische Immunantwort auslöst und so eine Erhöhung der Überlebenszeit der 

behandelten Patientinnen bewirkt (Reinartz et al., 2004). 

Die Entwicklung solch spezifischer Therapeutika erfordert einen wesentlich größeren 

Aufwand im Vergleich zu herkömmlichen Therapeutika, was sich in deutlich höheren 

Therapiekosten niederschlägt. Auf der anderen Seite bietet die genannte Spezifität 

zumindest bei einigen dieser Therapeutika die Möglichkeit, die Patientengruppe vor 

der Therapie zu identifizieren, bei der eine Wirkung zu erwarten ist. Auf diese Weise 

lassen sich unwirksame Therapien vermeiden und dadurch Kosten sparen. Wie 

angedeutet, ist ein solcher Eignungstest für das Beispiel Herceptin heute bereits 

gegeben. Eine Her2/neu Überexpression bzw. eine Amplifikation des 

entsprechenden Gens gilt als Voraussetzung für die Zulassung zur Therapie mit dem 

Antikörper. Auf diese Weise lässt sich die Patientenpopulation einschränken, die für 

eine Therapie herangezogen wird. Da jedoch ein Großteil der Patientinnen trotz 

Überexpression bzw. Genamplifikation nicht auf die Therapie mit Herceptin anspricht, 

besteht Potenzial, einen verbesserten Eignungstest zu entwickeln. 
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2.3 Klassische Kriterien zur Therapiewahl 

 

Für einige Tumorarten haben sich heute klare Behandlungsstandards durchgesetzt. 

In diesen Fällen haben Ergebnisse klinischer Studien belegt, dass diese Standards 

allen anderen untersuchten Regimes überlegen sind. In der Mehrzahl der 

Krebsindikationen ist eine solche Standardtherapie jedoch nicht verfügbar. In diesen 

Fällen werden betroffene Patienten mit Therapeutika nach der Wahl des Arztes 

behandelt, ohne dass deren individuelle Wirksamkeit prätherapeutisch geprüft ist. 

Ärzte stützen sich in diesen Fällen auf klinische Resultate und eigene Erfahrungen, 

wobei auch Erkenntnisse aus der Therapie anderer Tumorerkrankungen 

herangezogen werden. 

Praktische Bestrebungen, Tumoren zu klassifizieren um Therapiegruppen zu 

definieren, führten zu einem international anerkannten und angewandten 

Einteilungssystem, der TNM-Klassifizierung. Mit Hilfe dieser Klassifizierung werden 

Tumoren nach den Kriterien Größe (T1-T4), Lymphknotenbefall (N1-N3) und 

Metastasierungsgrad (M0-M1) eingestuft. Zusätzlich erfolgt eine histologische 

Einteilung (grading, G1-G4), die nach Bösartigkeit des Tumors erfolgt. Bei manchen 

Krebsarten kommen für die Einteilung Tumormarker oder der Status gewisser 

Hormonrezeptoren hinzu. Therapeutische Maßnahmen werden heute in der Regel 

nach diesen Kriterien gewählt. 

 

2.4 Chemosensitivitätstestung 

 

Unterschiedlichste molekulare Ereignisse führen zum Phänotyp eines Tumors. Die 

Biologie der Tumorentstehung impliziert, dass sich Tumoren erheblich in ihren 

Eigenschaften unterscheiden können. Die klassischen TNM-Kriterien gehen daher 

nicht weit genug, um individuelle Unterschiede in ihrer ganzen Komplexität zu 

erfassen. 

Eine Herangehensweise an die Problematik der Therapiewahl stellen funktionale 

Chemosensitivitätstests dar, die vor einer Chemotherapie erfolgen können. In diesen 

Tests werden lebende Tumorzellen in vitro mit in Frage kommenden 

Chemotherapeutika in Kontakt gebracht und deren Wirksamkeit gemessen. Für diese 
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Art von Messung stehen verschiedene Methoden zur Verfügung, die Parameter 

quantifizieren, die mit der Vitalität der Zellen korrelieren. Ziel solcher Tests ist sowohl 

die Vermeidung unwirksamer Therapien, als auch die sofortige Anwendung der 

wirksamsten Therapie. Erste Bestrebungen, mit Hilfe der Chemosensitivitätstestung 

individuelle Charakteristika des Tumors für die Therapiewahl zu nutzen, wurden 

bereits in den 70er Jahren beschrieben (Hamburger und Salmon, 1977).  

Der Wert eines Chemosensitivitätstests setzt sich stets aus den Faktoren 

„Vorhersagekraft“ und „Durchführbarkeit“ zusammen. Die Vorhersagekraft 

beschreibt, zu welchem Anteil das in vitro vorhergesagte Ansprechen auch im 

Patienten zu beobachten ist. Die Anwendbarkeit fasst zusammen, welcher Anteil der 

durchgeführten Tests überhaupt zu einem Ergebnis führt. Nur wenn diese beiden 

Faktoren zusammenspielen, ist der entsprechende Test für Krebspatienten von 

großem Nutzen. 

Beim sogenannten Stammzellassay (Human Tumor Clonogenic Assay, HTCA) wird 

die Fähigkeit von Zellen untersucht, Kolonien in Agar zu bilden. Wirksame 

Chemotherapeutika sollen hierauf Einfluss nehmen. (Salmon et al., 1978). Dieser 

Test ist maßgeblich durch die lange Dauer und eine niedrige Auswertbarkeitsrate 

beschränkt.  

Testverfahren nach Volm bzw. Kern untersuchen den Einbau radioaktiv markierter 

Vorläufer des Nukleinsäurestoffwechsels, H3-Thymidin, welches durch 

Chemotherapeutika beeinflusst wird (Kaufmann, 1984), (Kern und Weisenthal, 1990). 

Diese Testverfahren sind heute kaum noch von Bedeutung. 

Dem DISC-Test (Differential Staining Cytotoxicity Assay) liegt als Messgröße die 

Tatsache zugrunde, dass lebende Zellen bei intakter Zellmembran keinen Farbstoff 

aufnehmen (Weisenthal und Kern, 1991). Dieser Test ist sehr arbeitsintensiv und die 

Beurteilung der Färbung subjektiv, was die Anwendbarkeit einschränkt. 

Der MTT (=3-(4,5di-methylthiazol-2-yl)-2,5-piphenyl-tetrazolium-bromid)-Test ist ein 

Proliferationstest, der heute von zahlreichen Anwendern genutzt wird. Bei diesem 

Test wird die Aktivität eines Enzyms gemessen, welches die Reduktion eines 

Tetrazoliumsalzes in ein colorimetrisch messbares Produkt katalysiert. Diese 

Umsetzung ist abhängig vom Metabolismus der Zellen (Scudiero et al., 1988), (Xu et 

al., 1999). Während es sich beim MTT-Test um einen weit verbreiteten 

Proliferationstest handelt, ist dieses Verfahren für die Chemosensitivitätstestung 
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aufgrund der großen einzusetzenden Zellzahl als auch durch die lange Dauer 

beschränkt. 

Von großer Bedeutung für die Chemosensitivitätstestung an primären Tumorzellen ist 

der ATP-Test (ATP cell viability assay). In diesem Test wird mit Hilfe einer 

enzymatischen Reaktion, die durch das von aktiven Zellen produzierte ATP 

stattfinden kann, eine dabei entstehende Lumineszenz gemessen (Sevin et al., 

1988). Auf diese Weise lässt sich eine Aussage über die Menge vorhandener 

ATP-Moleküle treffen, welche mit dem Metabolismus der Zellen korreliert. 

Als einzige der vorgestellten Testmethoden gilt heute in Deutschland der ATP-Test 

als klinisch relevant. Dieser Test wird von Forschungsgruppen und einigen Klinikern 

eingesetzt, um Sensitivitätsbestimmungen durchzuführen. Einige Firmen bieten 

diesen Test auch kommerziell an. Klinische Daten bestätigen die Qualität dieses 

Verfahrens (Sevin et al., 1988), (Sevin et al., 1993). Die Akzeptanz gegenüber 

Chemosensitivitätstests gilt unter Klinikern dennoch als beschränkt, da für keines der 

genannten Testverfahren eine aussagekräftige, prospektive klinische Studie 

durchgeführt wurde, die klar belegen konnte, dass Patienten von einer 

prätherapeutischen Chemosensitivitätstestung profitieren. 

 

2.5 Das Cytosensor Mikrophysiometer 

 

Eine weitere Variable, die mit dem zellulären Metabolismus korreliert, ist die 

Ansäuerungsfähigkeit der Zellen (Owicki und Parce, 1992). Metabolisch aktive Zellen 

zeichnen sich dadurch aus, dass sie ihr umgebendes Medium ansäuern. Dazu trägt 

vor allem die Glykolyse bei, in deren Rahmen Protonen aus der Zelle geschleust 

werden. Je höher der Metabolismus der Zellen, desto höher ist somit auch ihre 

Ansäuerungsrate. Die Ansäuerungsrate kann mit Hilfe eines Mikrophysiometers der 

Firma Molecular Devices, Cytosensor genannt, gemessen werden (Abbildung 3) 

(McConnell et al., 1992). Bei diesem Verfahren werden Zellen in eine Messkammer 

eingebracht und kontinuierlich mit Medium umströmt, welches vorher entgast wurde, 

um die Bildung von Luftblasen innerhalb der Kammer zu vermeiden. Sobald ein 

Gleichgewicht zwischen dem Zustrom frischen Mediums und dem Abstrom des durch 

die Zellen angesäuerten Mediums entstanden ist, bleibt der pH-Wert in der Kammer 

konstant. Alle zwei Minuten wird die Perfusion für 30 s unterbrochen. In dieser Phase 
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führt der Metabolismus der Zellen zu einer Ansäuerung in der Kammer, da kein 

Austausch des Mediums mehr erfolgt. Diese Ansäuerung wird mit Hilfe eines 

lichtabhängigen Siliziumchips gemessen, der in der Lage ist, pH-Wert-Änderungen 

von bis zu 1/100 Einheiten zu detektieren. Kontinuierlich wird so der pH-Wert in der 

Kammer gemessen und mit Hilfe eines Computers aufgezeichnet. Aus den 

gemessenen pH-Werten errechnet sich alle zwei Minuten ein Messpunkt, der die 

Ansäuerung pro Zeiteinheit darstellt und in der Einheit -µV/s erfasst wird. Um die 

Vergleichbarkeit verschiedener Messkanäle sicherzustellen, werden vor der 

Auswertung alle Messkurven zu Beginn des auszuwertenden Zeitraumes auf 100% 

normiert (Abbildung 4). 
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bbildung 3: Schematische Darstellung des Cytosensor Mikrophysiometers. (Aus: McConnell et al., 
992) 



2 Einleitung  18 

Zeit

pH
 (m

V)

-3
0 

m
V

30 s

Zeit

Zeit

A
ns

äu
er

un
g 

(-µ
V/

s)
A

ns
äu

er
un

g 
(%

)

Kontrolle

Chemotherapeutikum

Kontrolle

Chemotherapeutikum

100%

an

aus

an

aus

an

aus

an

aus

an

aus

an

aus

an

aus

an

aus

A

B

C

Pumpe

 
Abbildung 4: Darstellung der Datengenerierung im Cytosensor. A: Messung der Rohdaten in mV. B: 
Darstellung der Datenpunkte in -µV/s. C: Daten nach Normalisierung, beginnend bei 100%. 
 

2.6 Der ChemoSelect-Test 

 

1995 begannen Wissenschaftler der Firma CellControl, einen Test zu entwickeln, der 

die Methode der Ansäuerungsfähigkeitsmessung mit Hilfe des Cytosensor 

Mikrophysiometers dazu verwendet, Chemosensitivitäten von Tumorzellen 

vorherzusagen. Es wurde ein Protokoll entwickelt, das u. a. auf generellen 

Produktbeschreibungen des Herstellers des Cytosensors sowie auf Beschreibungen 

des ATP-Chemosensitivitätstests basierte. Positive klinische Fallstudien berechtigten 

im Jahre 1998, den ChemoSelect-Test kommerziell anzubieten.  

Um die klinische Relevanz des Testverfahrens näher zu untersuchen, wurden 

weitere klinische Studien aufgesetzt. Unklarheit herrschte über die Möglichkeiten und 

Grenzen des Verfahrens. So wurde in klinischen Studien eine relativ geringe 

Auswertbarkeitsrate erreicht, da die Kriterien, die bezüglich der Anforderungen an 

das zu untersuchende Probenmaterial gestellt wurden, für den Test zu weit gefasst 

waren, wie sich später herausstellte. Die hohe Ausfallrate kam u. a. durch viele 
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Proben mit nicht für den Test ausreichender Zellzahl und solche mit zu niedrigen 

gemessenen Signalen zustande. Die Auswertung der klinischen Fallbeispiele wies 

jedoch mit einer Gesamtvorhersagekraft von 86% auf eine hohe Vorhersagekraft des 

Verfahrens hin (Thuro, 2001). 

Wie in Kapitel 2.3 erwähnt, müssen für einen praktikablen Chemosensitivitätstest 

zwei Bedingungen erfüllt sein. Der Test muss eine gute Durchführbarkeit wie auch 

eine hohe Vorhersagekraft aufweisen. Der ChemoSelect-Test ist anderen, 

vergleichbaren Tests bezüglich der Durchführbarkeit überlegen. Zwei Faktoren sind 

maßgeblich dafür verantwortlich. Zum einen werden für diesen Test bereits heute 

weniger Zellen benötigt, als für andere Chemosensitivitätstests, was zur Folge hat, 

dass der Test für eine größere Anzahl von Tumoren durchführbar ist. Außerdem 

ermöglicht die kürzere Messzeit des Tests die Untersuchung von Zellen, die nur kurz 

in vitro zu kultivieren sind und verringert das Risiko von kontaminationsbedingten 

Ausfällen. Die Vorhersagekraft des ChemoSelect-Tests ist mit der anderer Tests 

vergleichbar, wie sich aus klinischen Fallbeispielen ergab. Im Gegensatz zu anderen 

Chemosensitivitätstests ist beim ChemoSelect-Test besonders die Rate der 

richtigen Vorhersage von Sensitivitäten ermutigend. Die Wahrscheinlichkeit der 

richtigen Vorhersage von Resistenzen ist etwas niedriger als bei vergleichbaren 

Tests. 

Im Jahre 2001 wurde in der Firma CellControl ein dreistufiges 

Entwicklungsprogramm aufgesetzt. Dieses Programm besteht aus 1) einem 

biologischen Grundlagenteil, 2) der Entwicklung einer optimierten Geräteplattform 

und 3) einer klinischen Validierung des Tests. 

Die biologische Grundlagenforschung sollte Einblicke in die Problemfelder 

Durchführbarkeit und Vorhersagekraft ermöglichen und helfen, den Test zu 

optimieren. 

Im Projekt der Maschinenentwicklung soll ein Messgerät entwickelt werden, welches 

das in der vorliegenden Arbeit verwendete Cytosensor Mikrophysiometer verbessern 

und ersetzen soll. Das verbesserte Gerät soll eine höhere Sensitivität aufweisen und 

helfen, Arbeitszeit und Kosten bei der Testdurchführung einzusparen. Ferner ebnet 

das biologische Forschungsprogramm den Weg für klinische Validierungsstudien, 

welche Mitte 2004 beginnen sollen. 
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3 Zielsetzung der Arbeit 
 

Die vorliegende Arbeit stellt einen Teil des wissenschaftlichen Programms der Firma 

CellControl dar, und gliedert sich in zwei Hauptprojekte: 

 

Im ersten Projekt sollten die Möglichkeiten und Grenzen des bestehenden 

ChemoSelect®-Tests untersucht werden. Angestrebte Optimierungen verfolgten das 

Ziel, sowohl die Durchführbarkeit als auch die Vorhersagekraft des Tests zu erhöhen. 

 

Um die Durchführbarkeit des ChemoSelect®-Tests zu verbessern, sollten folgende 

Fragen geklärt werden: 

 

Wie muss das Testmedium beschaffen sein, um die Messung zytostatischer Effekte 

auf Tumorzellen speziell im Cytosensor Mikrophysiometer zu ermöglichen? 

In welchem Maße sind Messungen im ChemoSelect®-Test reproduzierbar? 

Welche Zellzahl ist für die Durchführung des Test mindestens notwendig und in 

welchem Bereich darf sie schwanken, ohne das Messergebnis zu beeinflussen? 

 

Folgende weitere Fragen sollten beantwortet werden, um die Vorhersagekraft des 

Tests zu untersuchen: 

 

Wie korrelieren Ergebnisse des ChemoSelect®-Tests mit Ergebnissen von 

Proliferationstests? 

Lassen sich im ChemoSelect®-Test spezifische Effekte von Chemotherapeutika mit 

unterschiedlichen Wirkmechanismen darstellen? 

 

Im zweiten Projekt sollte die Möglichkeit untersucht werden, ein Ansprechen auf 

moderne, tumorzellspezifische Therapeutika mit dem zugrunde liegenden 

ChemoSelect®-Test vorherzusagen. Als Beispiel für ein solches Therapeutikum sollte 

der monoklonale Antikörper Herceptin dienen, der gegen den Her2/neu Rezeptor 

gerichtet ist und in der Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms eingesetzt 

wird. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

 

4.1.1 Therapeutika 

Substanz Wirkmechanismus Hersteller cmax (µg/ml) 
5FU Antimetabolit Sigma, Taufkirchen, Deutschland 22,5 
Adriamycin Alkylanz Sigma, Taufkirchen, Deutschland 0,5 
Cisplatin DNA-Vernetzer Sigma, Taufkirchen, Deutschland 3,8 
Gemcitabin Antimatabolit Lilly, Bad Homburd, Deutschland 22,5 
Oxaliplatin DNA-Vernetzer Sanofi Winthrop, Morrisville, USA 3,6 
Paclitaxel Mitosehemmer Sigma, Taufkirchen, Deutschland 13,6 
Topotecan Topoisomerase-Inhibitor Glaxo Smith Kline, Middlesex, UK 33,5 
Vinorelbin Mitosehemmer Pierre Fabre, Freiburg, Deutschland 1,0 
Tabelle 1: Übersicht über verwendete Chemotherapeutika und ihre maximale Serumkonzentration 
(cmax). 
 

Wenn nicht anders angemerkt, wurden im ChemoSelect-Test Chemotherapeutika in 

der maximal im Patienten beobachteten Serumkonzentration (cmax) eingesetzt. Der 

monoklonale Antikörper Herceptin (Trastuzumab) wurde von der Firma Roche, Basel, 

Schweiz bereitgestellt. 

 

4.1.2 Zelllinien 

 
Bezeichnung Ursprung Herkunft (Nummer) 
BT-474 Brustdrüsenkarzinom des Milchganges ATCC (HTB-20) 
Capan-1 Pankreas Adenokarzinom, Metastase: Leber Prof. Löhr, Mannheim 
HCT-15 Kolorektal Adenokarzinom ATCC (CCL-225) 
HCT 116 Kolorektal Karzinom ATCC (CCL-247) 
HT-29 Kolorektal Adenokarzinom ATCC (HTB-38) 
MCF7 Brustdrüse, Adenokarzinom, Metastase: 

Pleuralerguss 
DSMZ (ACC 115) 

MDA-MB-453 Brustdrüsenkarzinom DSMZ (ACC 65) 
PaCa44 Pankreas Adenokarzinom Prof. Löhr, Mannheim 
Panc-1 Pankreas epithelioides Karzinom des Ganges Prof. Löhr, Mannheim 
SK-BR-3 Brustdrüse, Adenokarzinom, Metastase: 

Pleuralerguss 
ATCC (HTB-30) 

SK-OV-3 Eierstock Adenokarzinom, Metastase: Ascites ATCC (HTB-77) 
SW620 Kolorektal Adenokarzinom, Metastase: 

Lymphknoten 
ATCC (CCL-227) 

Tabelle 2: Übersicht über untersuchte Zelllinien und ihre Herkunft. 
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4.1.3 Puffer und Medien 

 

BSS (Balanced salt solution, 138 mM NaCl, 10 mM Glukose, 5 mM KCl, 1,3 mM 

CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 0,77 mM Na2HPO4, x 2 H2O, 0,23 mMNaH2PO4 x 2 H2O) 

DMEM/F12 Medium (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 

Erythrozyten-Lysepuffer (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,01 mM EDTA) 

HybriCare Medium (ATCC, Manassas, USA) 

Leibowitz L15 Medium (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 

McCoys 5a Medium (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)  

RPMI 1640 (PAN, Aidenbach, Deutschland) 

RUN-Medium (PAN, Aidenbach, Deutschland) 

SeleX-Medium (Spezielle Anfertigung, BioConcept Allschwill, Schweiz) 

PBS (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 

 

4.1.4 Reagenzien 

 

Agarose-Zelleinschlussmedium (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) 

Collagenase B (Roche, Basel, Schweiz) 

D-(+) Glukose Lösung (45%) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

DNAse I (Roche, Basel, Schweiz), 

Dispase II (Roche, Basel, Schweiz) 

Fötales Kälberserum (FCS)  

- PAN, Chargen P221909, P220411 (PAN, Aidenbach, Deutschland) 

- Invitrogen, Chargen 40Q6214K, 40Q5621K (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

Panexin (PAN, Aidenbach, Deutschland) 

SeraPlus (PAN, Aidenbach, Deutschland) 

Amphothericin B (Fungizone, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

Kanamycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

Penicillin/Streptomycin (PAA, Linz, Österreich) 

Propidium Iodid (PI, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

RNAse (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 
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Trypanblau (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

Trypsin/EDTA (PAA, Linz, Österreich) 

 

4.1.5 Verbrauchsmaterialien 

 

Acht-Vertiefungsplatten (TPP, Trasadingen, Schweiz) 

Einfrierröhrchen (Nalge Nunc, Rochester, USA) 

Einwegartikel für den Cytosensor-Test, wenn nicht anders angegeben (Molecular 

Devices, Sunnyvale, USA) 

Debubbler-Membranen für den Cytosensor-Test, spezielle Herstellung: Pall GmbH 

(Dreieich, Deutschland); Zuschnitt: Profilteck (Otterstadt, Deutschland) 

Einfriercontainer (Nalge Nunc, Rochester, USA) 

Mikrotiterplatten (TPP, Trasadingen, Schweiz) 

Transwells für den Cytosensor Test (Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande) 

Zellkulturflaschen T75 (Corning, Schiphol-Rijk, Niederlande)  

Zellsiebe, Nylon, 70 µm (BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) 

Zwölf-Vertiefungsplatten (TPP, Trasadingen, Schweiz) 

 

4.1.6 Testkits 

 

CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, 

USA) 

HercepTest (DAKO Cytomation, Dänemark) 

Mycoplasma Detection PCR ELISA (Roche, Basel, Schweiz) 

 

4.1.7 Geräte 

 

Cytosensor (Molecular Devices, Sunnyvale, USA)  

ELISA Plattenleser und Software (Version V3.11) (Tecan Deutschland GmbH, 

Crailsheim, Deutschland). 

FACS Scan Durchflusszytometer (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) 
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PCR Cycler Genius (Techne, Duxford Campridge, UK) 

 

4.2 Methoden 

 

4.2.1 Zellkultur 

 

Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Aufgrund 

des Mangels an NaHCO3 in Leibowitz L15-Medium wurden für Zellen, die in diesem 

Medium kultiviert wurden, geschlossene Kulturflaschen verwendet, während alle 

anderen in Flaschen mit Filterdeckeln kultiviert wurden. Zum Ablösen der Zellen 

wurde Trypsin/EDTA-Lösung verwendet. Für Versuche mit Herceptin wurden die 

Zellen mit 1 mM EDTA-Lösung abgelöst, um eine eventuelle Beeinträchtigung des 

Her2/neu Rezeptors durch Enzyme zu vermeiden. 

Für jede der verwendeten Zelllinien wurde eine Haupt-Zellbank (Master-Cellbank, 

MCB) mit je 30 Röhrchen angelegt. Diese diente als Langzeitresource für die Zellen. 

Aus einem Röhrchen dieser Zellbank wurde mit Ausnahme der Zelllinien PaC44 und 

Panc-1 wiederum eine Arbeits-Zellbank (Working-Cellbank (WCB) mit je 30 

Röhrchen angelegt. Zellen für Versuche wurden ausschließlich aus dieser Bank 

expandiert, um einen lange anhaltenden Vorrat an Zellen und die Vergleichbarkeit 

der erzielten Ergebnisse zu gewährleisten. Nach maximal 30maligem Passagieren 

der Zellen wurden diese verworfen und neue aus der WCB angezogen.
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Bezeichnung Kulturmedium Passage MCB Passage WCB 
BT-474 HybriCare + 10% FCS P 5 P 9 
Capan-1 DMEM/F12 + 10% FCS P 5 P 8 
HCT-15 RPMI 1640 + 10% FCS P 15 P 19 
HCT 116 McCoys 5a + 10% FCS P 6 P 10 
HT-29 McCoys 5a + 10% FCS P 7 P 10 
MCF7 RPMI 1640+ 10% FCS P 21 P 25 
MDA-MB-453 Leibowitz L15 + 10% FCS (Zellkultivierung)

RPMI 1640 + 10% FCS (CV-Test) 
P 10 P 13 

PaCa44 DMEM/F12 + 10% FCS + 2,5 µg/ml 
Amphothericin B + 100 µg/ml Gentamycin + 
2 mM Glutamin 

P 6 N/D 

Panc-1 DMEM/F12 + 10% FCS + 2,5 µg/ml 
Amphothericin B + 100 µg/ml Gentamycin + 
2 mM Glutamin 

P 7 N/D 

SK-BR-3 McCoys 5a + 10% FCS P 10 P 15 
SK-OV-3 McCoys 5a + 10% FCS P 6 P 11 
SW620 Leibowitz L15 + 10% FCS P 4 P 6 

Tabelle 3: Übersicht über Passagen der verwendeten Zelllinien in der Haupt- (MCB) und 
Arbeitszellbank (WCB). 
 

4.2.2 Mykoplasmen-Detektion 

 

Um mykoplasmatische Kontaminationen in der Zellkultur zu vermeiden, wurde 

monatlich ein Mykoplasmen-Ausschlusstest durchgeführt. Dazu wurde der von 

Roche erhältliche Mykoplasma-PCR-ELISA Kit verwendet und wie vom Hersteller 

empfohlen angewandt. Nach einer potentiellen Anreicherung von Mykoplasmen 

durch Zentrifugation des Zellkulturüberstands wurde in Anwesenheit von 

Digoxigenin-markiertem dUTP eine mykoplasmenspezifische DNA-Region 

amplifiziert. Nach Denaturierung der Amplifikate wurden diese mit einer Biotin-

markierten Probe hybridisiert und auf Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten 

immobilisiert. Die immobilisierte Probe wurde mit einem Peroxidase-gekoppelten 

anti-Digoxigenin Antikörper inkubiert. Die Enzymaktivität wurde mit dem 

Peroxidasesubstrat 3,5,3,'5' Tetramethylbenzidin (TNB) nachgewiesen. Infizierte 

Zellen wurden verworfen und entsprechende Versuche wiederholt. 
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4.2.3 Langzeitlagerung von Zelllinien 

 

Zellkulturen in der logarithmischen Wachstumsphase wurden wie unter 4.2.1 

beschrieben geerntet. Nach 5 Minuten Zentrifugieren bei 200 g wurden die Zellen in 

FCS mit 10% DMSO aufgenommen, in Einfrierröhrchen überführt und in 

Einfriercontainern langsam auf -80°C heruntergekühlt, bevor sie bei -196°C in 

flüssigem Stickstoff gelagert wurden. 

 

4.2.4 Isolation von Tumorzellen aus Primärgewebe 

 

Primäres Tumorgewebe wurde in speziellen Transportröhrchen über Nacht bei 

Raumtemperatur vom Ort der Entnahme in das Labor transportiert. Die Röhrchen 

enthielten Transportmedium, bestehend aus RPMI 1640 Medium mit 100 U/ml 

Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 100 µg/ml Kanamycin. Das Tumorgewebe 

wurde zunächst zweimal mit Transportmedium gewaschen. Zur Herstellung einer 

Einzelzellsuspension wurde das Gewebe in ca. 2 ml Medium schwimmend mit zwei 

Skalpellen in Stücke von höchstens 1 mm3 geschnitten und anschließend mit einem 

Enzymcocktail verdaut. Der Enzymcocktail bestand aus 1 ml einer DNAse / Dispase-

Lösung (720 U/ml DNAse, 4,25 U/ml Dispase ) und 500 µl Collagenase-Lösung 

(2,7 U/ml). Der enzymatische Verdau erfolgte bei 37°C und betrug maximal 2 h. 

Nach dem Verdau wurde die Zellsuspension durch Zellsiebe mit einer Porengröße 

von 70 µm filtriert, zweimal mit Medium gewaschen und 5 Minuten bei 200 g 

zentrifugiert. Wenn im Sediment ein hoher Anteil an Erythrozyten sichtbar war, wurde 

anschließend eine Erythrozytenlyse vollzogen. Dabei wurden die Zellen in 5 ml 

Erythrozyten-Lysepuffer aufgenommen, vorsichtig mit 1 ml FCS unterschichtet und 

erneut 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Das Sediment wurde einmal mit 5 ml 

Medium gewaschen, dann resuspendiert und die lebenden Zellen nach Trypanblau-

Färbung gezählt. 
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4.2.5 MTS-Test 

 

Der Tetrazoliumsalz-Test wurde wie vom Hersteller Promega beschrieben 

durchgeführt. Die Zellen wurden so in Flachboden-Mikrotiterplatten ausplattiert, dass 

sich ein Endvolumen von 200 µl pro Vertiefung ergab. Die Inkubation erfolgte bei 

37°C und 5% CO2 in entsprechendem Medium. Anstelle des Leibowitz L15-Mediums, 

welches kein NaHCO3 enthält, wurde RPMI 1640-Medium verwendet, um starke pH-

Wert-Änderungen in der Atmosphäre des Brutschrankes zu vermeiden. Nach 

gewünschter Inkubationszeit wurden pro Vertiefung 20 µl MTS-Lösung zugegeben 

und die Platten für weitere 2-3 h im Brutschrank inkubiert. Die Absorbtion wurde bei 

490 nm im ELISA Plattenleser gemessen. 

 

4.2.6 Kristallviolett-Test 

 

Für den Kristallviolett-Test (CV-Test) wurden die Zellen wie in Kapitel 4.2.5 

beschrieben in Mikrotiterplatten ausplattiert. Der CV-Test wurde nach einem auf 

Beschreibungen von Kramer und Carver (1986) basierenden und daraus 

modifizierten Protokoll durchgeführt. Nach 16, 24 oder 72 h Kultivierung wurde das 

Medium abgenommen und mit 200 µl PBS pro Vertiefung gewaschen. Die Platten 

wurden vorsichtig ausgeklopft und anschießend mit 100 µl einer 0,5% Kristallviolett-

Lösung in 25% MetOH pro Vertiefung gefärbt. Nach 5 Minuten Inkubation wurde die 

Färbelösung mit Leitungswasser ausgewaschen, die Platten getrocknet und die 

Zellen mit 100 µl 2% Na-Deoxycholat-Lösung pro Vertiefung lysiert. Nach 

vollständiger Lyse auf einem Mikrotiterplattenschüttler wurde die Absorption der 

Platten im ELISA Plattenleser bei 560-690 nm gemessen.  

 

4.2.7 ChemoSelect®-Test 

 

Die Mikrophysiometer Methode wurde von McConnell et al. (1992) und Wada et al. 

(1992) beschrieben. Der darauf aufbauende ChemoSelect®-Test basierte auf 

Beschreibungen von Metzger et al. (2001). Die Zellen wurden in entsprechendem 
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Medium ohne Serum in einem Verhältnis von zwei Teilen Zellsuspension und einem 

Teil geschmolzener, 37°C warmer Agarose-Zelleinschlussmedium aufgenommen. 

Diese Agarose-Zell-Suspension wurde in Transwell-Einsätze pipettiert und 8 Minuten 

bei 4°C inkubiert, um zu erstarren. Die Zellzahl pro Kammer reichte von 5.000 bzw. 

250.000 Zellen für Zelllinien bzw. 10.000 bis 125.000 Zellen für Primärzellen. Die 

Einsätze wurden anschließend in Sensorkammern gegeben und mit entsprechendem 

Laufmedium umspült, welches 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 

100 µg/ml Kanamycin und 2,5 µg/ml Amphotericin B enthielt. Die 

Perfusionsgeschwindigkeit betrug 45 µl/min. Um die Ansäuerungsrate der 

eingebrachten Zellen festzustellen, wurde die Perfusion während des gesamten 

Experiments alle 2 Minuten für jeweils 30 s gestoppt. Die Ansäuerung in der Kammer 

wurde in jeder dieser Phasen aufgezeichnet. Vor einer eventuellen Exposition mit 

Therapeutika adaptierten die Zellen für 1,5 h an das entsprechende Medium. 

 

4.2.8 Auswertung der Daten des ChemoSelect-Tests 

 

Die Ansäuerungsrate der Zellen wurde in -µV/s gemessen, wobei alle zwei Minuten 

ein Datenpunkt generiert wurde. Um die Vergleichbarkeit der absoluten Messwerte 

zu gewährleisten, wurden die Kurven zu Beginn der auszuwertenden Messperiode 

normalisiert. Dafür wurde der Durchschnitt der ersten fünf Messpunkte auf 100% 

gesetzt. Mit Ausnahme der Experimente mit NaCl-Lösung und einer Salzlösung 

(Balanced salt solution, BSS), in denen Einfachbestimmungen durchgeführt wurden, 

wurden für alle weiteren Versuche von vier durchgeführten Parallelmessungen 

mindestens zwei zur Auswertung verwendet. Messkanäle, die aufgrund technischer 

Probleme nicht zu verwerten waren, wurden von der Auswertung ausgeschlossen. 

Für die graphische Darstellung wurden jeweils 15 Messpunkte eines Messkanals 

gemittelt. Diese Mittelwerte von zwei bis vier Messkanälen wurden wiederum 

gemittelt und mit der zugehörigen Standardabweichung im Diagramm dargestellt. Ein 

Datenpunkt repräsentiert somit 30 Minuten der Messung von zwei bis vier 

Messkanälen. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde in Grafiken von Messungen 

über 72 h nur jeder dritte Datenpunkt mit Standardabweichung dargestellt. Zur 

Berechnung relativer Effekte wurde jeweils der Endpunkt der Messkurve der mit 
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Therapeutikum behandelten Zellen durch den Endpunkt der Messkurve der 

unbehandelten Kontrollzellen geteilt.  

 

4.2.9 Zellzyklusanalyse 

 

Für die Zellzyklusanalysen wurden die Zellen in Agarose-Zelleinschlussmedium 

aufgenommen und in 8-Vertiefungsplatten pipettiert. Pro Vertiefung und Bedingung 

wurden 8 Tropfen mit je 50.000 Zellen verwendet. Nach 16 h Inkubation wurden die 

Zellen in 70% EtOH resuspendiert und für mindestens 2 h bei –20°C gehalten. Für 

die Analyse wurde EtOH entfernt und das Zellsediment in 100 µl PBS mit 50 µg/ml 

Propidium-Iodid und 5 µg/ml RNAse aufgenommen. Nach 30 Minuten Inkubation bei 

RT wurden die Proben im FACS Gerät gemessen. 

 

4.2.10 Immunhistochemischer Nachweis des Her2/neu Rezeptors 

 

Der Nachweis des Her2/neu Rezeptors erfolgte mit Hilfe des von der amerikanischen 

Zulassungsbehörde (Federal Drug Association, FDA) zugelassenen, 

immunhistochemischen HercepTests der Firma DAKO. Die Präparation erfolgte wie 

vom Hersteller empfohlen. Zellen wurden aus ca. 80-90% konfluenten Kulturflaschen 

gelöst und als Cytospin-Präparate in Paraffin eingebettet. Nach Entfernung des 

Paraffins und Rehydrierung erfolgte die Färbung mit einem primären 

Kaninchenantikörper gegen das Her2/neu Protein. Das Visualisierungsreagenz 

beruhte auf der Dextranpolymer-Technologie und bestand aus einem Ziegen-Anti-

Kaninchen-Immunglobilin und aus Meerrettichperoxidase Molekülen, die mit einer 

gemeinsamen Dextran-Hauptkette verknüpft sind. 
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Färbemuster Kategorie Status 
Keine Färbung oder weniger als 10% der Tumorzellen zeigen eine 
membranständige Färbung. 

0 Negativ 

Schwache oder kaum sichtbare Membranfärbung in mehr als 10% 
der Tumorzellen. Die Zellen zeigen eine nur unvollständige 
Membranfärbung. 

1+ Negativ 

Schwache bis moderate komplette Membranfärbung in mehr als 10% 
der Tumorzellen 

2+ Schwach positiv 

Starke, die komplette Membran umfassende Färbung in mehr als 
10% aller Tumorzellen 

3+ Stark positiv 

Tabelle 4: Interpretation von Färbungen von Zellen mit Hilfe des HercepTests zur Klassifizierung des 
Her2/neu Rezeptorstatus (Angaben des Herstellers DAKO). 
 

Die Auswertung erfolgte nach Kriterien des Herstellers in die Kategorien 0, 1+, 2+ 

und 3+ (Tabelle 4). Diese Kriterien sind unter 5.5.1 dargestellt. Zur Abstimmung des 

semiquantitativen Verfahrens waren dem Kit Kontrollobjektträger mit Zellen der 

Färbeintensitäten 0, 1+ und 3+ beigelegt. 
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5 Ergebnisse 
 

5.1 Grundsätzliche Untersuchung des bestehenden Tests 

 

Der ChemoSelect Test ist ein Chemosensitivitätstest, im welchem die metabolische 

Aktivität von Tumorzellen in einem Mikrophysiometer (Cytosensor) gemessen und 

der Einfluss von Chemotherapeutika auf diese untersucht wird. Dazu werden die in 

den Test eingebrachten Zellen von einem Wachstumsmedium umströmt, welchem zu 

testende Chemotherapeutika zugefügt werden. Gemessen wird dabei die pH-Wert-

Änderung, die in der Messkammer auftritt und durch die Stoffwechselaktivität der 

Zellen bedingt ist. 

 

5.1.1 Medium 

 

Eine wesentliche Einflussgröße bei Experimenten im Cytosensor ist das Medium, in 

welchem die Zellen mit zu testenden Chemotherapeutika in Kontakt gebracht und ihr 

Metabolismus gemessen wird. Grundsätzlich kann für Experimente im Cytosensor 

jede Art von Medium eingesetzt werden. Um jedoch kleinste pH-Wert-Änderungen 

darstellen zu können, empfiehlt es sich, ein Medium mit einer geringen 

Pufferkapazität zu verwenden. In der Literatur werden für Experimente im Cytosensor 

je nach Fragestellung hauptsächlich einfache Salzlösungen oder Zellkulturmedien 

verwendet. Zellkulturmedien werden dabei teilweise mit Serum versetzt. Die 

grundlegende Fragestellung war somit, wie das Medium beschaffen sein muss, um 

für einen Chemosensitivitätstest geeignet zu sein. Dabei muss sichergestellt sein, 

dass eingebrachte Zellen am Leben gehalten werden und dass sie auch weiterhin 

den Zellzyklus durchlaufen und sich teilen. Letzteres ist wichtig, da viele 

Chemotherapeutika nur auf sich teilende Zellen wirken. 

Um zu untersuchen, wie sich die Zellen in einer Messung mit verschiedenen Medien 

verhalten und wie gut etwaige zytostatische Effekte in diesen Medien abzubilden 

sind, wurde ein Referenzexperiment durchgeführt, bei dem die Kolontumor-Zelllinie 

HCT 116 mit Oxaliplatin, einem zur Therapie des Kolonkarzinoms eingesetzten 
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Chemotherapeutikum, inkubiert wurde. Parallel dazu wurden die gleichen Zellen in 

entsprechenden Medien für eine Zellzyklusanalyse kultiviert, um anschließend eine 

Aussage über die Verteilung der Zellen im Zellzyklus treffen zu können. Untersucht 

wurde eine Salzlösung, BSS und RUN-Medium, eine abgewandelte Form von 

RPMI 1640 Medium jeweils mit und ohne FCS.  

Die Ansäuerungsrate der Zellen, die im komplexen Zellkulturmedium im Cytosensor 

getestet wurden, blieb über die Zeit relativ konstant, während die der Zellen in BSS 

im gleichen Zeitraum rasch sank. In BSS konnte nicht zwischen den Messkurven von 

behandelten und unbehandelten Zellen unterschieden werden (Abb. 5 A). Im 

Kulturmedium hingegen deutete sich nur ein leichtes Abfallen der Ansäuerungsrate 

der mit Oxaliplatin versetzten Zellen im Vergleich zu der unbehandelter Zellen an 

(Abb. 5 C). Die Zugabe von 10% FCS führte bei beiden Medien zu einer deutlich 

höheren Steigerung des Metabolismus über die Zeit als in Medien ohne FCS (Abb. 

5 B, D). Während in BSS mit FCS nur ein kleiner zytostatischer Effekt beobachtet 

werden konnte, erwies sich RUN mit FCS als das Medium, in welchem der Effekt von 

Oxaliplatin am deutlichsten dargestellt werden konnte (Abb. 5 D). Die 

Zellzyklusanalyse ergab, dass bei Zellen, die in Salzlösung bzw. Medium ohne FCS 

gehalten wurden, ein etwa 1/3 höherer G0/1-peak zu erkennen war, als bei Zellen, 

die mit FCS kultiviert wurden (Abb. 5 B/D, 5 F/H). In beiden Fällen führte die Zugabe 

von FCS zu einer deutlichen Verschiebung des Verhältnisses der beiden peaks in 

Richtung G2-peak, führte also zu einer Erhöhung des Anteiles an Zellen in G2 (Abb. 

5 D, H), also an sich teilenden Zellen. In Medien ohne FCS verblieben die Zellen 

großteils in G0/G1. Zellen, die in diesen Phasen des Zellzyklus ruhen, lassen eine 

Wirkung von Chemotherapeutika höchstens begrenzt zu und eignen sich daher nicht 

für die Darstellung von Chemosensitivitäten. RUN Medium mit FCS zeigte somit die 

größte Eignung, die Wirkung von Chemotherapeutika in vitro nachzuweisen. Bis auf 

weiteres wurde für Versuche im Cytosensor RUN Medium mit 10% FCS verwendet. 
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Abbildung 5: Vergleich des Verhaltens von SW620-Zellen in unterschiedlichen Medien. BSS (A, B), 
BSS + 10% FCS (C, D), RUN (E, F), RUN + 10% FCS (G, H). Messungen im ChemoSelect-Test (A, 
C, E, G): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent 
ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 14 h Inkubation mit 
Oxaliplatin relativ zur Kontrolle wieder. Messung des DNA-Gehalts mit Hilfe eines FACS-Gerätes nach 
PI-Färbung zur Zellzyklusanalyse (B, D, F, H). 
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5.1.2 Reproduzierbarkeit 

 

Um zu untersuchen, ob sich Ergebnisse von Chemosensitivitätsmessungen im 

Cytosensor reproduzieren lassen, wurde ein Referenzexperiment an drei 

verschiedenen Tagen (Tages-Variation) auf jeweils vier Geräten (Geräte-Variation) 

durchgeführt. Als Referenzexperiment wurden HCT 116 Zellen in RUN Medium mit 

10% FCS mit Oxaliplatin in Kontakt gebracht. In diesem Experiment zeigte sich 

einerseits ein klarer Anstieg der Kontrollkurve und andererseits eine deutlich 

geringere Ansäuerungsrate der Zellen, die mit dem Chemotherapeutikum behandelt 

wurden (Abb. 5 G). 

Wie in Tabelle 5 dargestellt, war der Effekt, den Oxaliplatin auf die metabolische 

Aktivität der Zellen verursachte, bei allen Versuchen mit einer Standardabweichung 

von 1-6% sehr gut vergleichbar. Es konnte gezeigt werden, dass die Variation der 

Ergebnisse zwischen an verschiedenen Tagen durchgeführten Versuchen (1-6%) 

und die Variation zwischen auf unterschiedlichen Geräten durchgeführten Versuchen 

(2-5%) in der gleichen Größenordnung lagen. Die Standardabweichung aller zwölf 

durchgeführten Experimente lag bei 3%. 

Bei Experimenten, die an unterschiedlichen Tagen durchgeführt wurden, zeigte sich, 

dass die Messkurven manchmal etwas unterschiedlich verliefen. Dieser Effekt ließ 

sich auf die Kultivierung der Zellen vor dem Experiment zurückführen. Insbesondere 

die Konfluenz in der für den Versuch verwendeten Kulturflasche erwies sich als 

entscheidend für die Messung. Bei Zellen, die aus wenig konfluenten Kulturflaschen 

stammten, stieg die Ansäuerungsrate geringer über die Zeit. Durch eine solch 

verringerte Proliferation der unbehandelten Kontrollzellen wird stets ein Teil des 

zytostatischen Effekts überdeckt. Durch eine hohe Konstanz in der Zellkultur, bei der 

die Zellzahl in der Flasche genau vorgegeben war, konnte die dargestellte, hohe 

Reproduzierbarkeit erreicht werden. 
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Gerät Nr. Tag 1 Tag 2 Tag 3 Mittelwert Standard- 

abweichung 
3 70% 72% 72% 71% 1% 
4 70% 75% 72% 72% 3% 
5 71% 78% 71% 73% 4% 
8 67% 66% 76% 70% 6% 
Mittelwert 70% 73% 73%   
Standard- 
abweichung 

2% 5% 2%   

Mittelwert (alle) 72%     
Standard- 
Abweichung 
(alle) 

3%     

Tabelle 5: Ergebnisse der wiederholten Messung der Chemosensitivität von HCT 116-Zellen 
gegenüber Oxaliplatin im ChemoSelect-Test. Prozentzahlen geben die Restaktivität nach 14 h 
Inkubation mit Oxaliplatin relativ zur Kontrolle wieder. 
 

5.1.3 Einfluss der Zellzahl 

 

Ein wichtiger Faktor, der den Einsatz von Chemosensitivitätstests limitiert, ist die 

Zellzahl, die erforderlich ist, um eine Messung durchzuführen. Bei den meisten 

operativ entfernten Tumorproben, stärker noch bei Biopsiematerial, ist diese sehr 

begrenzt. Aus diesem Grunde sollte zunächst in einem Modellsystem untersucht 

werden, welchen Einfluss die verwendete Zellzahl auf die Messung nimmt und wo die 

kleinste mögliche Zahl liegt, die im Test einzusetzen ist. 

Dabei wurden, ausgehend von standardmäßig eingesetzten 50.000 Zellen pro Kanal 

5.000 bis 250.000 Zellen pro Kanal gemessen. Wie in Abbildung 6 für die 

Modellzelllinie HCT 116 dargestellt, konnte für Messungen mit einer Zellzahl von 

10.000 bis 100.000 pro Kanal ein klarer Effekt von Oxaliplatin nachgewiesen werden. 

Unterhalb von 10.000 Zellen pro Kanal fiel die gemessene Ansäuerungsrate unter 

eine Grenze, ab welcher das Rauschen der gemessenen pH-Wert-Änderungen 

relativ zum gemessenen Signal zu hoch wurde, was eine mögliche Aussage 

begrenzte. Bei 250.000 Zellen verliefen die Messkurven gänzlich anders als bei allen 

anderen getesteten Zellzahlen. Hier sank die Ansäuerungsrate der Zellen über die 

Zeit und eine Inhibition durch Oxaliplatin war nicht mehr zu beobachten. Der Grund 

hierfür liegt vermutlich darin, dass in diesem Aufbau die Zellen so stark komprimiert 

in der Messkammer vorliegen, dass ein Austausch des Mediums während eines 

Messintervalls nicht mehr gewährleistet ist. Eine andere Erklärung wäre, dass die 

starke Ansäuerung in der Messkammer die darin befindlichen Zellen so stark 
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schädigt, dass der Metabolismus entsprechend sinkt, oder dass die Zellen durch 

gegenseitigen Kontakt inhibiert werden. 

Für die Zelllinie HCT 116 wurde der Bereich von 10.000 bis 100.000 Zellen pro 

Messkanal als geeignet definiert. Für eine zweite getestete Zelllinie, SW620 

verhielten sich die Ergebnisse ähnlich (Daten nicht dargestellt). 

 

A
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A B
bbildung 6: Einfluss der Zellzahl auf die Messung der Chemosensitivität von HCT 116-Zellen 
egenüber Oxaliplatin im ChemoSelect-Test: 5.000 (A), 10.000 (B), 25.000 (C), 50.000 (D), 100.000 
E), 250.000 (F). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in 
rozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 14 h 

nkubation mit Oxaliplatin relativ zur Kontrolle wieder. 
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5.1.4 Verlässlichkeit 

 

Um den Cytosensor-Test in vitro zu validieren, wurde dieser mit zwei weiteren 

Proliferationstests, dem Kristallviolett (CV)-Test und dem MTS-Test verglichen. Der 

CV-Test misst mit Hilfe einer Proteinfärbung letztlich die Adhäsion von Zellen, die 

durch Apoptose und Nekrose negativ beeinflusst werden kann. Der MTS-Test ist eine 

Abwandlung des MTT-Tests und quantifiziert colorimetrisch die Umsetzung eines 

Tetrazoliumsalzes durch Hydrogenasen in ein farbiges Formazan-Produkt. Hier wird 

ein Farbumschlag gemessen, der durch Enzyme hervorgerufen wird, deren Aktivität 

mit der metabolischen Aktivität der Zellen korreliert. 

Drei Chemotherapeutika (Cisplatin, Gemcitabin und Oxaliplatin) wurden für diese 

vergleichenden Analysen auf ihre Wirkung auf SW620-Zellen hin untersucht, wobei 

als Medium wiederum RUN + 10% FCS eingesetzt wurde. Da es für den CV-Test, 

wie auch für den MTS-Test üblich ist, Inkubationszeiten von mehreren Tagen zu 

verwenden, wurden Inkubationszeiten von 24 und 72 h ausgewertet. Wie in 

Abbildung 7 dargestellt, zeigten alle drei Substanzen eine mehr oder weniger starke 

Wirkung auf die Zellen. Die Wirkung war nach 72 h Inkubation stets deutlich stärker 

ausgeprägt als nach 24 h. Nach einem Tag war die beobachtete Wirkung im 

ChemoSelect-Test am stärksten und deutlichsten. Dennoch zeigten auch die 

anderen Testmethoden eine Wirkung dieser Substanzen und die qualitative Aussage 

der Ergebnisse differierte in keinem Fall. Die Ergebnisse der drei untersuchten 

Methoden sind also durchaus vergleichbar. 

Mit einer zweiten untersuchten Zelllinie, HCT 116, konnte die Vergleichbarkeit der 

Verfahren ebenfalls nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt). 
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bbildung 7: Vergleich unterschiedlicher Methoden zur Messung einer Chemosensitivität von SW620 
ellen gegenüber Cisplatin (A, B), Gemcitabin (C, D) und Oxaliplatin (E, F). Darstellung der 
etabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität, 
emessen im Cytosensor (A, C, E). Gegenüberstellung der Ergebnisse der drei Tests (B, D, F): 
ytosensor     CV     MTS 
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5.2 Optimierung des Mediums 

 

5.2.1 Glukose 

 

Wie in Abbildung 5 dargestellt, erwies sich von den vier getesteten Medien RUN 

Medium mit 10% FCS als optimal, was das Aufzeigen zytostatischer Effekte anging. 

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte die Rezeptur des Mediums für den 

Chemosensitivitätstest optimiert werden. Insbesondere sollte dabei der Gehalt an 

Glukose und Phosphat untersucht werden, da diese Faktoren einen maßgeblichen 

Einfluss auf die gemessene Ansäuerungsrate haben. Phosphat ist zum einen ein 

Puffer im Medium und birgt somit die potentielle Gefahr, die gemessene 

Ansäuerungsrate zu erniedrigen. Zum anderen ist Phosphat essentieller Bestandteil 

des Mediums und für das Überleben der Zellen notwendig. Glukose dient in diesem 

System als Hauptenergiequelle der Zellen, zumindest solange auf die Verwendung 

von FCS verzichtet wird. Um den Einfluss dieser Faktoren zu untersuchen, wurde 

zunächst die einfachste als geeignet erachtete Zusammensetzung, physiologische 

Kochsalzlösung (0,9% NaCl), als Basis verwendet. 

Es wurde gezeigt, dass Zellen, die in physiologischer NaCl-Lösung gehalten werden, 

sehr schnell an Aktivität verlieren. Die Zugabe von Glukose beschleunigt diesen 

raschen Abfall noch. Bei Glukosekonzentrationen ab 2 g/l war die Ansäuerungsrate 

innerhalb der Messdauer von 16 h auf null gefallen. Physiologische NaCl-Lösung 

erwies sich somit als nicht ausreichend für eine Messung im Cytosensor. 
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bbildung 8: Messung von HCT 116 Zellen in 0,9% NaCl-Lösung mit unterschiedlichen 
onzentrationen an Glukose im Cytosensor (Einfachmessungen). Darstellung der metabolischen 
ktivität der eingebrachten Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. 
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er Einfluss wichtiger Mediumkomponenten wurde daher in einer etwas komplexeren 

alzlösung, BSS, untersucht. Dazu wurde das Rezept der BSS abgewandelt und der 

hosphatpuffer zunächst weggelassen, um alleine den Effekt der Glukose 

ntersuchen zu können. Bevor die Zellen mit Glukose in Kontakt gebracht wurden, 

aren sie einheitlich in BSS ohne Glukose und wiesen niedrige Ansäuerungsraten 

uf. Um den Einfluss von Glukose zu untersuchen, wurden die Zellen in Folge 

leichzeitig mit Glukose in unterschiedlichen Konzentrationen konfrontiert. Die 

nsäuerungsraten schnellten daraufhin in Abhängigkeit der Glukosekonzentration in 

ie Höhe (Abbildung 9 B). Bei 50 g/l wurde dabei das Maximum erreicht. Betrachtet 

an zusätzlich zu den kurzfristig erzielten anfänglichen Aktivitäten auch den Verlauf 

ber die Zeit, so fällt auf, dass dieser in einem Bereich von 2 bis 10 g/l Glukose am 

enigsten abfiel. Höhere Konzentrationen bewirken zwar kurzzeitig eine höhere 

teigerung, doch hielt diese nicht lange an. Dies lässt sich vermutlich auf eine starke 

nderung der Osmolarität der Lösung zurückführen, die mit der Erhöhung der 

lukosekonzentration einhergeht. Glukosekonzentrationen zwischen 2 und 10 g/l 

ewirkten hohe Aktivitäten bei geringstem Abfallen der Ansäuerungsrate über die 

eit und wurden daher als geeignet definiert. 
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bbildung 9: Messung von HCT 116 Zellen in BSS-Lösung ohne Phosphat mit unterschiedlichen 
lukosekonzentrationen (Einfachmessungen). Zuschaltung auf glukosehaltiges Medium nach 2 h. 
erlauf der metabolischen Aktivitäten im Cytosensor. Darstellung der metabolischen Aktivität der 
ingebrachten Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität (A). Darstellung der Aktivitäten direkt nach dem 
bergang von 0g/l Glucose auf die dargestellte Konzentration (B). 

.2.2 Phosphat 

ie eingangs erwähnt, kommt Phosphat im Testsystem eine doppelte Rolle zu. Zum 

inen ist es als essentieller Bestandteil eines Wachstumsmediums für das Überleben 

on Zellen notwendig. Zum anderen ist es für Untersuchungen im Cytosensor 

enerell von Bedeutung, da die Konzentration dieses Puffers einen maßgeblichen 

influss auf die gemessene Ansäuerungsrate der Zellen in der Messkammer hat und 

it dieser negativ korreliert. Um den Einfluss der Phosphatkonzentration auf 

essungen im Cytosensor zu untersuchen, wurde BSS ohne Glukose und Phosphat 

erwendet. Nach Adaptation an das Medium wurde auf Medium mit 

nterschiedlichen Phosphatkonzentrationen und einheitlich 2 g/l Glukose 

mgeschaltet. Abbildung 10 B stellt die Aktivierung der Zellen durch Glukose in das 

erhältnis zur entsprechenden Rate vor dem Umschalten. Die Zugabe von Glukose 

ewirkte, dass die Ansäuerungsrate rapide anstieg, wobei der relative Anstieg höher 

ar, je niedriger die Phosphatkonzentration war. Der Verlauf der Ansäuerungsrate 

ber die Zeit zeigte, dass eine gewisse Mindestkonzentration notwendig war, um ein 

asches Absinken der metabolischen Rate über die Zeit zu verhindern (Abb. 10 A). 

ährend die Ansäuerungsrate über die Zeit also mit zunehmender 

hosphatkonzentration eher aufrechterhalten wird, sinkt mit zunehmender 

hosphatkonzentration die Anfangsaktivität. Bei 0,1 mM Phosphat war zum einen 

ine hohe Ansäuerungsrate der Messung gegeben, zum anderen sank die Rate nicht 
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so stark ab wie bei geringeren Konzentrationen. Diese Konzentration erwies sich 

somit als sinnvoller Kompromiss zwischen physiologischen Voraussetzungen und 

gemessenem Signal und wurde daher als optimal definiert. 

 

Abbildung 10: Untersuchung von HCT 116 Zellen im Cytosensor mit BSS-Lösung mit 
unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen (Einfachmessungen). Zuschaltung auf glukosehaltiges 
Medium nach 2 h. Darstellung der metabolischen Aktivität der eingebrachten Zellen in Prozent ihrer 
Anfangsaktivität (A). Darstellung der Aktivitäten direkt nach dem Übergang auf glucosehaltiges 
Medium mit unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen relativ zum Wert vor dem Übergang (B). 
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5.2.3 Serum 

 

5.2.3.1 Konzentration 

 

Zur Unterstützung des Wachstums humaner Zellen in Kultur wird in der Regel fötales 

Kälberserum (Fetal Calf Serum, FCS) in Konzentrationen zwischen 5 und 20% 

eingesetzt. Um zu untersuchen, welche Konzentration für Experimente im 

Cytosensor optimal ist, wurde das Referenzexperiment (HCT 116 Zellen mit 

Oxaliplatin) mit RUN Medium und FCS Konzentrationen von 1, 5, 10 und 20% 

durchgeführt und mit einem Experiment ohne FCS verglichen.  

Zu den in Abbildung 11 dargestellten Versuchen ist anzumerken, dass sie 

durchgeführt wurden, bevor die für die Reproduzierbarkeit wichtigen Faktoren eruiert 

worden waren. Die verwendeten Zellen wurden vor dem Experiment nicht in 

Bedingungen kultiviert, die nach neueren Erkenntnissen als optimal definiert würden. 

Dennoch konnten in diesen Versuchen Erkenntnisse gewonnen werden, die sich in 

später durchgeführten Experimenten mit optimal kultivierten Zellen bestätigten. 
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Ohne Zugabe von Serum wiesen die Messkurven einen Abfall über die Zeit auf und 

ein Effekt von Oxaliplatin ließ sich kaum nachweisen (Abb. 11 A). Die Zugabe von 

1% FCS verringerte auf der einen Seite den anfänglichen Anstieg der 

Ansäuerungsrate, führte jedoch nach einer gewissen Zeit zu einem Abfall, wobei sich 

beide Messkurven geringfügig unterschieden (Abb. 11 B). Bei 5% FCS verliefen 

beide Kurven etwa konstant bei 100% (Abb. 11 C) und erst die Zugabe von 10% 

FCS führte zu einem Anstieg der Ansäuerungsrate der metabolischen Aktivität der 

Kontrollzellen. Unter diesen Bedingungen wurde ein klarer Effekt von Oxaliplatin 

beobachtet (Abb. 11 D). Eine weitere Erhöhung der FCS Konzentration auf 20% 

vermochte den Anstieg der Kurve über die Zeit noch etwas zu erhöhen und den 

gemessenen Effekt von Oxaliplatin zu vergrößern (Abb. 11 E).  
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bbildung 11: Messung der Chemosensitivität von HCT 116-Zellen gegenüber Oxaliplatin im 
hemoSelect-Test bei unterschiedlichen Konzentrationen von FCS: 0% (A), 1% (B), 5% (C), 10% 
), 20% (E). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent 
rer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 14 h Inkubation mit 
xaliplatin relativ zur Kontrolle wieder. 

C D

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

M
et

ab
ol

is
ch

e 
A

kt
iv

itä
t (

%
)

Kontrolle
Oxaliplatin

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

M
et

ab
ol

is
ch

e 
A

kt
iv

itä
t (

%
)

Kontrolle
Oxaliplatin

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

M
et

ab
ol

is
ch

e 
A

kt
iv

itä
t (

%
)

Kontrolle
Oxaliplatin

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

M
et

ab
ol

is
ch

e 
A

kt
iv

itä
t (

%
)

Kontrolle
Oxaliplatin

85% 86%

89% 80%

E

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

M
et

ab
ol

is
ch

e 
A

kt
iv

itä
t (

%
)

Kontrolle
Oxaliplatin

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (h)

M
et

ab
ol

is
ch

e 
A

kt
iv

itä
t (

%
)

Kontrolle
Oxaliplatin

73%

esonders bei Betrachtung des mit 10% FCS durchgeführten Experiments wurde im 

achhinein klar, dass die Kulturflasche der verwendeten Zellen nicht ausreichend 

onfluent war (Abb. 11 D, 11 D). Um die Ergebnisse nach aktuellen Erkenntnissen zu 

produzieren, wurde das Referenzexperiment später erneut mit FCS-

onzentrationen von 0, 0,5, 5 und 10% und mit optimal kultivierten Zellen wiederholt 

bb. 12). In diesen Versuchen ließen sich die charakteristischen Kurvenprofile 

produzieren. Im Gegensatz zu den vorher durchgeführten Versuchen mit 

uboptimal kultivierten Zellen wiesen diese Versuche jedoch bei 10% FCS einen 
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deutlichen Anstieg der metabolischen Aktivität über die Zeit auf. Die Bedeutung 

dieses Anstiegs für eine Messung zytostatischer Effekte wurde im Kapitel 5.1.2 

abgehandelt.  

Diese Versuche führten zusammen mit der Prämisse, den FCS Verbrauch aus 

Kostengründen möglichst niedrig zu halten, dazu, dass eine FCS Konzentration von 

10% als notwendig und ausreichend definiert wurde. 

 

Abbildung 12: Messung der Chemosensitivität von HCT 116-Zellen gegenüber Oxaliplatin im 
ChemoSelect-Test bei unterschiedlichen Konzentrationen von FCS: 0% (A), 0,5% (B), 5% (C), 10% 
(D). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer 
Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 14 h Inkubation mit 
Oxaliplatin relativ zur Kontrolle wieder. 
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5.2.3.2 Ersatzstoffe 

 

Wie sich bereits in Kapitel 5.1.1 zeigte, konnten reine Nährmedien Zellen im 

Cytosensor nicht langfristig zu einem Wachstum bewegen. Durch die Zugabe von 

FCS wurde gewährleistet, dass die Zellen den Zellzyklus durchlaufen, was eine 

Voraussetzung dafür ist, Effekte vieler Chemotherapeutika nachweisen zu können. 

Die Verwendung eines so heterogenen Stoffes wie FCS als Bestandteil eines 
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Mediums in einem zu normierenden Test hat stets den Nachteil, dass dadurch 

Variationen in Kauf genommen werden müssen, sobald die verwendete Charge 

gewechselt wird. Ein Weg, diese Variationen zu verringern, ist die Verwendung von 

Serumersatzstoffen. Es sollte untersucht werden, ob Serumersatzstoffe in der Lage 

sind, anstelle von Serum entsprechende Wachstumseffekte zu bewirken, um Effekte 

von Chemotherapeutika zuzulassen. Zwei solche Ersatzstoffe wurden in einer 

Konzentration von 10% in RUN Medium miteinander und mit FCS verglichen. 

Panexin ist ein Serumersatzstoff, der sich aus definierten Komponenten 

zusammensetzt. SeraPlus ist Serum, das chromatographisch in unterschiedliche 

Fraktionen aufgetrennt und anschließend in definierten Anteilen wieder 

zusammengeführt wurde. Beide Ersatzstoffe sollen laut Hersteller vergleichbare 

Effekte wir FCS verursachen und Variationen zwischen unterschiedlichen Chargen 

im Vergleich zu FCS minimieren. 

Als Referenzexperiment wurden HCT 116 Zellen mit Oxaliplatin inkubiert. Wie in 

Abbildung 13 C dargestellt, stieg die Kontrollkurve der in Medium mit SeraPlus 

gehaltenen Zellen deutlich weniger, als die der Zellen mit Medium mit FCS. Der 

gemessene Effekt von Oxaliplatin war hier entsprechend kleiner. Panexin bewirkte 

eine anfängliche starke Aktivierung der Zellen (Abb. 13 B). Ein geringfügiger Effekt 

von Oxaliplatin konnte zum Ende der Messung hin zwar beobachtet werden, doch 

unterschieden sich die Messkurven nicht signifikant. Keiner der getesteten 

Serumersatzstoffe erwies sich somit als gleichwertig zu FCS. Aufgrund dieser 

Erkenntnisse wurde beschlossen, dass FCS in diesem Testsystem nicht durch 

Ersatzstoffe substituiert werden kann. Um jedoch Chargenvariationen zu minimieren, 

wurde ein Vorgehen erarbeitet, mit welchem beim Wechsel der verwendeten FCS 

Charge eine möglichst ähnliche Nachfolgecharge ausgewählt werden kann. 

Untersuchungen des Effektes unterschiedlicher Konzentrationen dieser 

Serumersatzstoffe auf Zelllinie SW620 bestätigten, dass das Wachstumsverhalten 

der Zellen unter diesen Bedingungen dem mit FCS nicht gleichwertig war. 
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bbildung 13: Messung der Chemosensitivität von HCT 116-Zellen gegenüber Oxaliplatin im 
hemoSelect-Test in Medien mit 10% Serum bzw. Serumersatzstoff: Panexin (A), SeraPlus (B), FCS 

C). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer 
nfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 14 h Inkubation mit 
xaliplatin relativ zur Kontrolle wieder. 
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.2.3.3 FCS Chargentest 

a keiner der untersuchten Serumersatzstoffe FCS gleichwertig ersetzen konnte, 

urde ein Verfahren entwickelt, mit dessen Hilfe bei einem Wechsel der FCS Charge 

ichergestellt werden kann, dass sich die gewählte Nachfolgecharge möglichst 

hnlich verhält wie die ursprüngliche. FCS wird in der Regel in einer Größenordnung 

on 500 bis 2000 l pro Charge produziert. Um einen Wechsel der Charge möglichst 

elten vornehmen zu müssen, sollte also nach Möglichkeit eine komplette Charge 

eserviert und sukzessive abgenommen werden. Ziel war es, für alle weiteren 

ersuche dieser Arbeit eine einheitliche FCS-Charge zu verwenden, um Variationen 

ering zu halten. 

as erarbeitete Vergleichsverfahren umfasste zum einen Untersuchungen im CV-

est, bei welchen zehn Zelllinien mit acht Chemotherapeutika auf deren Wirkung hin 

ntersucht wurden und die Ergebnisse mit denen der ursprünglichen Charge 
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verglichen und bewertet wurden. In einem zweiten Schritt wurde in einem 

Referenzexperiment (HCT 116 Zellen, Oxaliplatin) im Cytosensor die ähnlichste 

Charge mit der ursprünglichen verglichen. Der Vergleich der Chargen erfolgte 

semiquantitativ. Für die Bewertung der Ähnlichkeit im CV-Test wurden für jede 

untersuchte Bedingung maximal zwei Punkte vergeben. Diese wurden erreicht, wenn 

das Ansprechen (Wirkung, keine Wirkung) sehr vergleichbar war. Ein Punkt wurde 

vergeben, wenn die Ergebnisse nicht stark voneinander abwichen und kein Punkt 

repräsentierte ein deutliches Abweichen. 

Es zeigte sich, dass von drei getesteten potentiellen Nachfolgechargen eine den 

anderen deutlich überlegen war, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse anging 

(Tabelle 6).  

 
Charge PAN P221909 PAN P220411 Gibco 40Q5621K 
Bewertungen 100 100 100 
Gesamtpunktzahl (max. 200) 143 114 121 
Tabelle 6: Auswertung der Ergebnisse der FCS-Chargentestung zur Untersuchung der Ähnlichkeit 
verschiedener Chargen. Im CV-Test wurden 10 Zelllinien mit 10 Chemotherapeutika bzw. 
Lösungsmitteln inkubiert. Das Chemosensitivitätsprofil der Ursprungscharge wurde als Standard 
definiert und mit dem der anderen Chargen verglichen. Die Bewertung erfolgte semiquantitativ. Dazu 
wurden für 100 untersuchte Bedingungen jeweils maximal 2 Punkte vergeben. Diese wurden erzielt, 
wenn sich das Verhalten der Zellen gegenüber einer Substanz in Medium mit FCS unterschiedlicher 
Chargen sehr ähnlich war. 1 Punkt wurde vergeben, wenn die Ergebnisse nicht stark voneinander 
abwichen. Bei deutlichen Unterschieden wurde kein Punkt erreicht. Untersucht wurden die Zelllinien 
Capan-1, HCT-15, HCT 116, HT-29, MCF7, PaCa44, Panc-1, SK-BR-3, SK-OV-3, SW620. Die 
Chemotherapeutika 5FU, Adriamycin, Cisplatin, Gemcitabin, Paclitaxel, Topotecan und Vinorelbin 
wurden getestet. 
 

Die Charge P221909 der Firma PAN wurde daraufhin im Cytosensor für ein 

Referenzexperiment mit HCT 116-Zellen und Oxaliplatin parallel zur 

Ursprungscharge 40Q6214K der Firma Gibco eingesetzt und die Effekte verglichen. 

In diesem Versuch zeigte sich, dass sich die Chargen zwar geringfügig 

unterschieden, was das Proliferationsverhalten der Zellen anging, doch waren diese 

Effekte sowohl bei der Kontrollkurve, als auch bei der Chemotherapeutikakurve zu 

beobachten und der gemessene relative inhibierende Effekt war somit in beiden 

Fällen nahezu identisch. Die Proliferation der Zellen in der Nachfolgecharge war 

etwas höher als bei der Ursprungscharge. 
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bbildung 14: Messung der Chemosensitivität von HCT 116-Zellen gegenüber Oxaliplatin im 
hemoSelect-Test mit Serum unterschiedlicher Chargen: Darstellung der metabolischen Aktivität 
ehandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene 
rozentzahl gibt die Restaktivität nach 14 h Inkubation mit Oxaliplatin relativ zur entsprechenden 
ontrolle wieder. Die Ursprungscharge stammte von der Firma Gibco, die neue Charge von der Firma 
AN. 
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.2.4 SeleX 

uf Basis der Untersuchungen zur Optimierung des Mediums wurde ein neues 

edium definiert und die Produktion für weitere Versuche in Auftrag gegeben. 

rundlage des neuen Mediums ist das Kulturmedium DMEM/F12, welches sich 

urch eine breite Einsetzbarkeit für humane Tumorzellen auszeichnet. Folgende 

bwandlungen bezüglich DMEM/F12 wurden in Anlehnung an obige Ergebnisse 

ollzogen, um das Medium an den ChemoSelect-Test zu adaptieren: Um die 

ufferkapazität zu verringern, wurde zum einen der Karbonatpuffer (NaHCO3) 

eggelassen sowie die Phosphatkonzentration von ca. 1 mM auf 0,1 mM reduziert. 

ie Glukosekonzentration wurde von ca. 3 g/l auf 5 g/l erhöht, um die 

nsäuerungsrate zu steigern. Wie für die meisten erhältlichen Formen von 

MEM/F12 Medium üblich, wurde dem Medium Glutamin in einer Konzentration von 

 mM zugefügt. In Experimenten wurde dem Medium 10% FCS der Charge P221909 

PAN) zugefügt. 
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5.3 Optimierung der Zellzahl 

 

Eine maßgebliche Limitation aller Chemosensitivitätstests ist die einzubringende 

Zellzahl. In den meisten Fällen ist es daher notwendig, einen Kompromiss zwischen 

Reproduzierbarkeit (Mehrfachbestimmungen) und der Anzahl der zu testenden 

Chemotherapeutika einzugehen. Um neben einer genauen Vorhersage auch eine 

möglichst wertvolle Aussage treffen zu können, ist es daher von Nutzen, die 

einzusetzende Zellzahl zu minimieren, um möglichst viele Testbedingungen 

untersuchen zu können. Aus diesem Grunde sollten die Grenzen untersucht werden, 

die bezüglich der in den Test einzubringenden Zellzahl bestehen. In Teil 5.1.3 wurde 

dies bereits an Zelllinien durchgeführt. Da sich Zellen, die aus primärem 

Tumorgewebe stammen, deutlich von Zelllinien unterscheiden können, sollte in 

diesem Teil zusätzlich die Grenze für diese Art von Zellen untersucht werden. Dazu 

wurden zwei Ovarialkarzinome und ein Kolorektalkarzinom untersucht. 

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde herausgefunden, dass das in die 

Messkammer eingebrachte Volumen von 10 µl größer ist als die eigentliche Kammer, 

wie sie im Testgerät vorliegt. Es lässt sich vermuten, dass das überschüssige 

Volumen beim Einsetzen der Kammer aus dieser herausgedrückt wird. Versuche 

bestätigten, dass bei vergleichbarer Konzentration der Agarose-Zell-Mischung die 

halbe Menge an Suspension (5 µl) ähnlich hohe oder höhere Ansäuerungsraten 

verursachte als das Ausgangsvolumen. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden 

weitere Experimente zur Reduktion der Zellzahl mit einem Pelletvolumen von 5 µl 

durchgeführt. Ausgangsgröße waren nach Metzger et al. (2001) 125.000 Zellen pro 

Kanal in 10 µl.  

Tabelle 7 fasst die anfänglichen Ansäuerungsraten für unterschiedliche Karzinome 

und Zellzahlen zusammen. In zwei von drei Fällen waren die initialen Aktivitäten bei 

10.000 eingesetzten Zellen sehr gering, was gegen diesen Aufbau spricht.  

 
Zellzahl/Kanal Aktivität Ovar 1 (-µV/s) Aktivität Ovar 2 (-µV/s) Aktivität Kolon (-µV/s) 
125.000 86 46 34 
50.000 123 46 41 
25.000 65 33 16 
10.000 45 7 5 
Tabelle 7: Übersicht über metabolische Anfangsaktivitäten von Zellen im Cytosensor, die aus 
verschiedenen Primärtumoren stammten (in -µV/s). Unterschiedliche Zellzahlen wurden in das Gerät 
eingebracht. 



5 Ergebnisse  51 

 

Abbildung 15 zeigt, dass in allen Fällen eine Reduktion auf 1/ 5, in einem Fall sogar 

um den Faktor 12,5 ohne Einschränkung möglich ist. Diese Zahlen beinhalten bereits 

die Reduktion des eingebrachten Volumens. Praktische Konsequenz dieser 

Erkenntnisse ist, dass mit der gleichen Zellzahl potentiell 5 bis 12,5 mal mehr 

Testbedingungen untersucht werden könnten, was die Anwendbarkeit des 

Verfahrens erheblich vergrößern würde. 
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bbildung 15: Einsatz unterschiedliche Zellzahlen im ChemoSelect-Test. Zellen wurden aus 
rimärem Tumorgewebe gewonnen: A. Ovarialkarzinom 1, B: Ovarialkarzinom 2, C. Kolonkarzinom. 
arstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer 
nfangsaktivität. 
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ine zusätzlich durchgeführte Analyse verdeutlicht, dass sich verschiedene 

umorentitäten bezüglich der Zellzahl, die sich aus operativ entfernten Tumoren 

solieren lässt, deutlich von einander unterscheiden. Zu diesem Zweck wurden vier 

varialkarzinome und drei Kolorektalkarzinome herangezogen, die im Rahmen von 

ntersuchungen außerhalb dieser Arbeit in der Firma untersucht wurden. Aus 

abelle 8 A und 8 B wird deutlich, dass die eingesandte Gewebemenge bei beiden 

umorentitäten im Durchschnitt sehr ähnlich war. Ein deutlicher Unterschied zeigte 
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sich jedoch in der Zellzahl, die pro Gewicht aus dem Gewebe isoliert werden konnte. 

Aus dieser kleinen Auswertung wird deutlich, dass bei den untersuchten 

Gewebeproben durchschnittlich um einen Faktor 5 mehr Zellen im Gewebe von 

Ovarialkarzinomen enthalten sind, als in Kolorektalkarzinomen. Dieser Unterschied 

hat einen maßgeblichen Einfluss auf den Einsatzbereich des Testverfahrens und 

macht den Stellenwert der Zellzahlreduktion deutlich. 

 
Bezeichnung Gewicht (g) Zellzahl Zellzahl / g 
Ovar 1 7,8 29,6*10E6 3,8*10E6 
Ovar 2 10,6 90,0*10E6 8,5*10E6 
Ovar 3 8,2 11,4*10E6 1,4*10E6 
Ovar 4 4,3 9,8*10E6 2,3*10E6 
Durchschnitt 7,7 35,1*1EE6 4,6*10E6 
Tabelle 8 A: Übersicht über Gewicht und Zellzahl vier operativ entfernter Ovarialkarzinome, die für 
Forschungszwecke in die Firma CellControl eingeschickt und untersucht wurden. 
 
Bezeichnung Gewicht (g) Zellzahl Zellzahl / g 
Kolon 1 9,0 3,5*10E6 0,4*10E6 
Kolon 2 13,3 7,5*10E6 0,6*10E6 
Kolon 3 1,6 7,5*10E6 4,8*10E6 
Durchschnitt 8,0 6,2*1EE6 0,8*10E6 
Tabelle 8 B: Übersicht über Gewicht und Zellzahl von vier operativ entfernter Kolorektakkarzinome, 
die für Forschungszwecke in die Firma CellControl eingeschickt und untersucht wurden. 
 

In den aufgeführten Beispielen würde die erzielte Reduktion der Zellzahl bedeuten, 

dass beim Ovarialkarzinom bei standardmäßiger vierfach Bestimmung 

durchschnittlich 46 Bedingungen (46*4*25.000 = 4,6*10E6) statt bisher 9,2 

(9,2*4*125.000 = 4,6*10E6) Bedingungen untersucht werden könnten. Beim 

Kolorektarkarzinom wird der Fortschritt noch deutlicher: Hier könnten durchschnittlich 

8 Bedingungen (8*4*25.000 = 0,8*10E6) statt ursprünglich 1,6 Bedingungen 

(1,6*4*125.000 = 4,6*10E6) untersucht werden. In diesem Fall würde die Reduktion 

erst eine sinnvolle Untersuchung ermöglichen. 

 

5.4 Verlässlichkeit 

 

In Kapitel 5.1.4 konnte gezeigt werden, dass Effekte von Chemotherapeutika im 

Cytosensor grundsätzlich detektiert werden können. Die Chemotherapeutika bilden 

eine sehr inhomogene Gruppe, was ihre Wirkmechanismen und ihre chemische 

Struktur angeht. Ein breit einsetzbarer Chemosensitivitätstest sollte die Möglichkeit 
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bieten, Effekte von Substanzen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen 

aufzuzeigen. 

In diesem Kapitel sollte untersucht werden, ob Sensitivitäten für Substanzen der 

wichtigsten Wirkstoffklassen im optimierten Medium darstellbar sind. Beispielhaft 

wurden Vertreter verschiedener Substanzklassen innerhalb der Chemotherapeutika 

im CV-Test und im ChemoSelect-Test auf die Möglichkeit des Nachweises einer 

Wirkung hin untersucht. Gesucht wurde dabei jeweils nach einer resistenten und 

einer sensitiven Zelllinie. Grundsätzlich wurden alle in Kapitel 4.2.1 aufgeführten 

Zelllinien für diese Untersuchungen herangezogen. Dabei spielte die klinische 

Anwendung der Substanzen für bestimmte Tumorentitäten keine Rolle. Während im 

CV-Test unterschiedliche Konzentrationen der Therapeutika untersucht wurden, 

setzte man im Cytosensor aus praktischen Gründen jeweils die maximale 

Serumkonzentration (cmax) ein, die bei entsprechender Therapie in Patienten erreicht 

wird.  

 

5.4.1 Alkylanzien 

 

Wie in Abbildung 16 dargestellt, wies die Zelllinie SK-BR-3 bei cmax eine Sensitivität 

gegenüber Cisplatin auf. Der Effekt war in beiden Tests mit 68% im CV-Test und 

76% im ChemoSelect-Test sehr deutlich. Die Zelllinie BT-474 erwies sich dagegen 

als resistent. Bei cmax waren im CV-Test noch 90% der Zellen nachzuweisen und 

Cisplatin vermochte die Zellen erst bei höheren Konzentrationen deutlich zu 

inhibieren. Die Messung im Cytosensor ergab einen Wert von 94% und stellt somit 

ebenfalls eine Resistenz dar. 
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bbildung 16: Messung der Chemosensitivität humaner Karzinomzelllinien gegenüber Cisplatin im 
hemoSelect-Test (A, C) und im CV-Test (B, D): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter 
nd unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die 
estaktivität nach 14 h Inkubation mit dem Chemotherapeutikum relativ zur Kontrolle wieder (A, C). 
arstellung der gemessenen optischen Dichte in Abhängigkeit der eingesetzten 
hemotherapeutikakonzentration nach 14 h Inkubation. Die maximale Serumkonzentration der 
hemotherapeutika ist als cmax hervorgehoben (B, D). Untersuchte Zelllinien: SK-BR-3 (A, B), BT-474 

C, D). 
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.4.2 Antimetabolite 

xemplarisch für die Gruppe der Pyrimidinanaloga innerhalb der Gruppe der 

ntimetabolite wurden die Substanzen 5´-Fluorouracil (5FU) und Gemcitabin 

ntersucht.  

ie Zelllinie SK-BR-3 erwies sich als äußerst sensitiv gegenüber Gemcitabin. Im CV-

est war bereits bei einer Konzentration von ca. 1/50 cmax eine deutliche Inhibierung 

on ca. 50% zu beobachten. Im Cytosensor konnte diese Wirkung ebenfalls 

ufgezeigt werden und resultierte in einer Restaktivität von 79% (Abb. 17 A). 

uffallend ist hier der besonders schnell eintretende Effekt. Im Gegensatz dazu 

eigte Gemcitabin keine Wirkung auf die Zelllinie SK-OV-3 (Abb. 17 C, D). Erst bei 
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Konzentrationen deutlich über cmax wirkte die Substanz auf diese Zellen, während im 

CV-Test bei cmax eine leichte Stimulation zu beobachten war. 
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bbildung 17: Messung der Chemosensitivität humaner Karzinomzelllinien gegenüber Gemcitabin im 
hemoSelect-Test (A, C) und im CV-Test (B, D): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter 
nd unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die 
estaktivität nach 14 h Inkubation mit dem Chemotherapeutikum relativ zur Kontrolle wieder (A, C). 
arstellung der gemessenen optischen Dichte in Abhängigkeit der eingesetzten 
hemotherapeutikakonzentration nach 14 h Inkubation. Die maximale Serumkonzentration der 
hemotherapeutika ist als cmax hervorgehoben (B, D). Untersuchte Zelllinien: SK-BR-3 (A, B), SK-OV-
 (C, D). 
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ie Gemcitabin ist auch 5FU ein Pyrimidinanalogon und gehört in die Klasse der 

ntimetabolite. 5FU ist ein wichtiges Chemotherapeutikum in der Therapie des 

olonkarzinoms. 5FU zeigte auf die Zelllinie HCT 116 bei cmax eine deutliche Wirkung 

Restaktivität 60%) im CV-Test und im ChemoSelect-Test (Restaktivität 67%). Die 

elllinie MDA-MB-453 erwies sich dagegen als resistent gegenüber 5FU. Während 

m CV-Test eine leichte Stimulation bei cmax beobachtet werden konnte, war im 

ytosensor ein minimaler Effekt sichtbar (Restaktivität 94%). 
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Abbildung 18: Messung der Chemosensitivität humaner Karzinomzelllinien gegenüber 5FU im 
ChemoSelect-Test (A, C) und im CV-Test (B, D): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter 
und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die 
Restaktivität nach 14 h Inkubation mit dem Chemotherapeutikum relativ zur Kontrolle wieder (A, C). 
Darstellung der gemessenen optischen Dichte in Abhängigkeit der eingesetzten 
Chemotherapeutikakonzentration nach 14 h Inkubation. Die maximale Serumkonzentration der 
Chemotherapeutika ist als cmax hervorgehoben (B, D). Untersuchte Zelllinien: HCT 116 (A, B), MDA-
MB-453 (C, D). 
 

5.4.3 Mitosehemmer / Spindelgifte 

 

Beispielhaft für die Gruppe der Mitosehemmer / Spindelgifte wurde Vinorelbin 

untersucht. Die Zelllinie HCT 116 erwies sich in beiden Tests als äußerst sensitiv 

gegenüber Vinorelbin (Abb. 19 A, B, Restaktivitäten im CV 55%, CS 53%). Dieser 

Effekt war im Cytosensor bereits innerhalb weniger Stunden zu beobachten. Anders 

verhielt es sich bei der Zelllinie Capan-1. Sie erwies sich im Cytosensor mit einer 

relativen Aktivität von 105% als resistent und eine Wirkung war im CV-Test erst bei 

ca. 10-facher cmax zu beobachten (Abb. 19 C, D). 
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Abbildung 19: Messung der Chemosensitivität humaner Karzinomzelllinien gegenüber Vinorelbin im 
ChemoSelect-Test (A, C) und im CV-Test (B, D): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter 
und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die 
Restaktivität nach 14 h Inkubation mit dem Chemotherapeutikum relativ zur Kontrolle wieder (A, C). 
Darstellung der gemessenen optischen Dichte in Abhängigkeit der eingesetzten 
Chemotherapeutikakonzentration nach 14 h Inkubation. Die maximale Serumkonzentration der 
Chemotherapeutika ist als cmax hervorgehoben (B, D). Untersuchte Zelllinien: HCT 116 (A, B), Capan-
1 (C, D). 
 

Ebenfalls Naturstoffe innerhalb der Klasse der Mitosehemmer / Spindelgifte sind die 

Taxane. Beispielhaft für diese Gruppe von Chemotherapeutika wurde Paclitaxel 

untersucht. Da Paclitaxel nicht wasserlöslich ist, wurde es in einer Konzentration von 

50 mg/ml in DMSO gelöst. In den Versuchen wurde eine entsprechende 

Lösungsmittelkontrolle mitgeführt. 

Die DMSO-Kontrolle zeigte einen minimal stimulierenden Effekt auf die Zellen. Die 

Zelllinie SK-BR-3 erwies sich als sensitiv und bereits bei der geringsten im CV-Test 

untersuchten Konzentration konnte eine Inhibition von ca. 65% beobachtet werden 

(Abb. 19 B). Dies bestätigte sich im ChemoSelect-Test mit einer relativen 

Restaktivität von 77% (Abb. 20 A). Im Gegensatz dazu konnte für BT-474 Zellen 

keine Wirkung beobachtet werden. Werte von 101% im CV-Test und 94% im 

ChemoSelect-Test besagen, dass diese Zellen resistent gegenüber Paclitaxel sind.  
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bbildung 20: Messung der Chemosensitivität humaner Karzinomzelllinien gegenüber Paclitaxel im 
hemoSelect-Test (A, C) und im CV-Test (B, D): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter 
nd unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die 
estaktivität nach 14 h Inkubation mit dem Chemotherapeutikum relativ zur entsprechenden Kontrolle 
ieder (A, C). Darstellung der gemessenen optischen Dichte in Abhängigkeit der eingesetzten 
hemotherapeutikakonzentration nach 14 h Inkubation. Die maximale Serumkonzentration der 
hemotherapeutika ist als cmax hervorgehoben (B, D). Untersuchte Zelllinien: SK-BR-3 (A, B), BT-474 

C, D). 

.4.4 Interkalanzien: Anthrazykline 

eispielhaft für die Gruppe der Anthrazykline wurde Adriamycin (= Doxorubicin) 

ntersucht. Für die Zelllinie HCT 116 zeigte sich im Cytosensor mit einer Restaktivität 

on 37% der Kontrolle der stärkste beobachtete Effekt (Abb. 21 A). Auch im CV-Test 

nhibierte die Substanz die Zellen und führte zu einem Restwert von 59%. Im 

egensatz dazu reagierte die Zelllinie BT-474 nicht sensitiv auf Adriamycin. Die 

essung im Cytosensor ergab einen Wert von 96% und erst eine Konzentration über 

max führte im CV-Test zu einer Inhibition. Hier lag der Wert für cmax bei 105%. 
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Abbildung 21: Messung der Chemosensitivität humaner Karzinomzelllinien gegenüber Adriamycin im 
ChemoSelect-Test (A, C) und im CV-Test (B, D): Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter 
und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die 
Restaktivität nach 14 h Inkubation mit dem Chemotherapeutikum relativ zur Kontrolle wieder (A, C). 
Darstellung der gemessenen optischen Dichte in Abhängigkeit der eingesetzten 
Chemotherapeutikakonzentration nach 14 h Inkubation. Die maximale Serumkonzentration der 
Chemotherapeutika ist als cmax hervorgehoben (B, D). Untersuchte Zelllinien: HCT 116 (A, B), BT-474 
(C, D). 
 

5.5 Untersuchung tumorspezifischer Therapeutika 

 

In der modernen Tumortherapie spielen neben Chemotherapeutika zunehmend 

Substanzen eine Rolle, die sich durch neuartige Wirkmechanismen deutlich von 

Chemotherapeutika unterscheiden. Es handelt sich dabei um Moleküle, die 

spezifisch gegen tumorzellassoziierte Strukturen gerichtet sind. Eine wichtige Rolle in 

dieser Gruppe spielen vor allem therapeutische Antikörper sowie inhibitorische 

Moleküle wie Tyrosinkinase-Inhibitoren.  

In diesem Versuchsteil sollte untersucht werden, ob sich im ChemoSelect-Test 

neben Chemotherapeutika auch tumorspezifische Therapeutika auf ihre Wirkung hin 

untersuchen lassen. Ein prominentes Beispiel für diese Klasse von 

Tumortherapeutika ist der monoklonale Antikörper Herceptin, der zur Therapie des 
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metastasierenden Mammakarzinoms zugelassen ist. Der Antikörper bindet den 

Her2/neu Rezeptor und inhibiert so das Wachstum von Zellen, die dieses 

Oberflächenmolekül überexprimieren. Um zu untersuchen, ob sich eine Wirkung von 

Herceptin im ChemoSelect-Test nachweisen lässt, wurden zunächst Modellsysteme 

mit Zelllinien etabliert. Untersucht wurden zwei Zelllinien, die eine starke 

Überexpression des Her2/neu Rezeptors (SK-BR-3, BT-474) zeigen, sowie eine, die 

lediglich eine leichte Expression aufweist (MCF7). 

 

5.5.1 Nachweis des Her2/neu Rezeptors 

 

Um zu überprüfen, ob die untersuchten Zelllinien des Modellsystems eine der 

Literatur entsprechende Expression des Her2/neu Rezeptors aufweisen, wurde der 

kommerziell erhältliche, immunhistochemische HercepTest (DAKO) durchgeführt. In 

diesem Test wird ein markierter, polyklonaler Antikörper gegen Her2/neu eingesetzt, 

um mit Hilfe der Färbung eine Aussage über den Rezeptorstatus machen zu können. 

Die Intensität der Färbung gibt Aufschluss darüber, ob die untersuchten Zellen eine 

starke Überexpression des Rezeptors aufweisen und somit für eine Therapie mit 

Herceptin in Frage kommen. Für eine Therapie kommen nur Patienten mit Tumoren 

mit dem Her2/neu-Status 3+ in Frage. In schwach positiven Fällen (2+) kommt eine 

Therapie nur in Frage, wenn in einem FISH-Test eine Genamplifikation 

nachgewiesen werden konnte. 

Ergebnisse des HercepTests sind in Abbildung 21 wiedergegeben. Wie beschrieben 

wiesen die Zelllinien SK-BR-3 und BT-474 eine starke Überexpression auf, die 

jeweils in die Kategorie 3+ fällt. SK-BR-3 zeigte dabei eine noch intensivere Färbung 

als BT-474. Die Zelllinie MCF7 hingegen wies nur eine leichte Expression des 

Rezeptors auf. Die Intensität der Färbung klassifiziert MCF7 als 1+. Der Rezeptor 

lässt sich also auch auf diesen Zellen nachweisen, während eine Überexpression 

nicht vorliegt.  
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bbildung 22: Immunhistochemische Untersuchung verschiedener Zelllinien mit dem HercepTest 

DAKO). Gefärbt wird der membranständige Her2/neu-Rezeptor. SK-BR-3 (A), BT-474 (B), MCF7 (C). 

.5.2 Herceptin 

m für die Experimente sicherzustellen, dass der Her2/neu Rezeptor nicht durch 

nzyme beeinträchtigt wird, wurden die Zellen anstelle von Trypsin mit EDTA aus 

en Kulturflaschen abgelöst. Der auszuwertende Zeitraum wurde von 16 h auf 24 h 

nkubation erhöht, da zu erwarten war, dass Effekte, die Herceptin auf die Zellen 

ewirkt, weniger toxisch sind als die der Chemotherapeutika. 

m CV-Test zeigte Herceptin eine deutliche Wirkung auf SK-BR-3 Zellen (Abb. 23 A, 

). Ab einer Konzentration von ca. 0,25 µg/ml war dieser Effekt bereits nach einem 

ag Inkubation deutlich sichtbar und vergrößerte sich mit zunehmender 

nkubationszeit. Der Effekt von Herceptin erreichte am fünften Tag eine maximale 

0%-ige Inhibition, die ab einer Dosis von 1-2 µg/ml erzielt wurde. Die Erhöhung der 

osis brachte ab dieser Konzentration keinen zusätzlichen inhibitorischen Effekt. Für 

essungen im Cytosensor wurde aufgrund dieser Erkenntnisse eine Konzentration 

on 4 µg/ml eingesetzt. Bei dieser Dosis konnte ein geringer Effekt von 91% 
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beobachtet werden. Obwohl die Unterschiede der Messkurven sehr gering waren, 

konnte ein Effekt von Herceptin mit dem Cytosensor innerhalb kürzester Zeit 

dargestellt werden, was diesen Test generell als geeignet darstellt, um eine Aussage 

bezüglich des Ansprechens auf Herceptin zu treffen. Begrenzt wird diese Aussage 

durch den systembedingten Messfehler, infolge dessen eine klare Unterscheidung 

der Messkurven nur begrenzt möglich ist. 
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Abbildung 23: Messung der Sensitivität von SK-BR-3-Zellen gegenüber Herceptin im CV-Test (A, B) 
und im ChemoSelect-Test (C). Darstellung der gemessenen optischen Dichten in Abhängigkeit der 
eingesetzten Herceptinkonzentration nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (A). Für 
unterschiedliche Inkubationszeiten wurden im CV-Test unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt. 
Darstellung der optischen Dichten relativ zur entsprechenden Kontrolle ohne Herceptin (B). 
Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer 
Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit 
4 µg/ml Herceptin relativ zur Kontrolle wieder (C). 
 

Die Messung von BT-474 Zellen im CV-Test zeigte, dass Herceptin auch auf diese 

Zellen wirkt (Abb. 24). Der Effekt wurde wiederum mit zunehmender Inkubationszeit 

größer. Ab einer eingesetzten Konzentration von ca. 1-2 µg/ml konnte auch bei BT-

474 Zellen der maximale Effekt erzielt werden. Die im Cytosensor eingesetzte 

Konzentration von 4 µg/ml führte bei BT-474 Zellen mit 93% der Kontrolle zu einer 

geringen Inhibition der Ansäuerungsrate. Der gemessene Effekt trat innerhalb sehr 



5 Ergebnisse  63 

kurzer Zeit auf und vergrößerte sich im weiteren Verlauf nicht weiter. Auch für diese 

Zelllinie scheint sich also im Cytosensor ein Effekt von Herceptin aufzeigen zu 

lassen, wobei der Effekt etwas geringer ist und somit aufgrund der Messvariation 

noch schwieriger zwischen beiden Messkurven zu unterscheiden ist. 
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bbildung 24: Messung der Sensitivität von BT-474-Zellen gegenüber Herceptin im CV-Test (A, B) 
nd im ChemoSelect-Test (C). Darstellung der gemessenen optischen Dichten in Abhängigkeit der 
ingesetzten Herceptinkonzentration nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (A). Für 
nterschiedliche Inkubationszeiten wurden im CV-Test unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt. 
arstellung der optischen Dichten relativ zur entsprechenden Kontrolle ohne Herceptin (B). 
arstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer 
nfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit 
 µg/ml Herceptin relativ zur Kontrolle wieder (C). 
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ls Negativkontrolle für Sensitivitätstests gegenüber Herceptin diente die Zelllinie 

CF7, welche nur eine geringe Her2/neu Rezeptorexpression aufweist (Abb. 25 C). 

m CV-Test konnte Herceptin bei MCF7 Zellen unabhängig von der Inkubationszeit 

ei keiner getesteten Konzentration das Wachstum inhibieren. Bei hohen 

onzentrationen kam es im Gegenteil zu einem erhöhten Wachstum der Zellen, die 

it Herceptin in Kontakt kamen. Auch im Cytosensor konnte Herceptin keinen 

egativen Effekt auf die metabolische Aktivität von MCF7 Zellen ausüben. Zum 
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Versuchsende hin überstieg die Ansäuerungsrate der mit Herceptin behandelten 

Zellen die der unbehandelten Kontrolle geringfügig. 

 

Abbildung 25: Messung der Sensitivität von MCF7-Zellen gegenüber Herceptin im CV-Test (A, B) 
und im ChemoSelect-Test (C). Darstellung der gemessenen optischen Dichten in Abhängigkeit der 
eingesetzten Herceptinkonzentration nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (A). Für 
unterschiedliche Inkubationszeiten wurden im CV-Test unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt. 
Darstellung der optischen Dichten relativ zur entsprechenden Kontrolle ohne Herceptin (B). 
Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen in Prozent ihrer 
Anfangsaktivität. Die hervorgehobene Prozentzahl gibt die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit 
4 µg/ml Herceptin relativ zur Kontrolle wieder (C). 
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Für die untersuchten Modellsysteme korreliert also das Ergebnis des 

immunhistochemischen HercepTests mit einem Ansprechen der untersuchten 

Zelllinien auf Herceptin in den verglichenen Testsystemen.  

 

5.5.3 Kombination von Herceptin mit Chemotherapeutika 

 

In der Klinik wird die Therapie mit Herceptin heute ergänzend zur Chemotherapie 

eingesetzt. Als Chemotherapeutika spielen dabei Taxane (Paclitaxel, Docetaxel) eine 

entscheidende Rolle.  
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Es sollte untersucht werden, ob im ChemoSelect-Test kombinatorische Effekte von 

Herceptin und Chemotherapeutika detektiert werden können. Dazu sollten wiederum 

Modellsysteme untersucht werden, die sich bezüglich des Grades ihrer Her2/neu 

Expression unterschieden und daher Unterschiede im Ansprechen erwarten ließen. 

Im Rahmen der Untersuchungen der alleinigen Wirkung von Chemotherapeutika und 

Herceptin stellte sich heraus, dass der Effekt, der durch den Antikörper nach 16 bzw. 

24 h Inkubation maximal verursacht wird, deutlich kleiner ist als der Effekt, der durch 

wirksame Chemotherapeutika errzielt wird. Um zu verhindern, dass ein starker Effekt 

des Chemotherapeutikums einen Effekt von Herceptin überdeckt, wurde Paclitaxel in 

der reduzierten Konzentration von 1/10 cmax eingesetzt. 

Die Zelllinie SK-BR-3 zeigte im CV-Test eine klare, dosisabhängige Inhibition durch 

Paclitaxel. Die Zugabe von Herceptin führte bei allen untersuchten Konzentrationen 

zu einem zusätzlichen inhibitorischen Effekt (Abb. 26 B). Im Cytosensor wurde 

beobachtet, dass die Zellen auch bei einer Konzentration von 1/10 cmax sensitiv 

gegenüber Paclitaxel waren und dass die Kombination von Paclitaxel mit Herceptin 

den inhibierenden Effekt zu vergrößern vermochte.  

 

Abbildung 26: Sensitivitätstestung von SK-BR-3-Zellen gegenüber Paclitaxel und Herceptin im 
ChemoSelect®-Test (A) und im CV-Test (B). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und 
unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität, gemessen im Cytosensor (A). Die 
hervorgehobenen Prozentzahlen geben die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit Herceptin (H), 
Paclitaxel (P) und Herceptin + Paclitaxel (H + P) relativ zur entsprechenden Kontrolle wieder 
(Herceptinkonzentration: 4 µg/ml, Paclitaxelkonzentration 1/10 cmax). Einsatz Herceptin sowie der 
Kombination von Herceptin mit unterschiedlichen Konzentrationen von Paclitaxel im CV-Test mit 
Inkubationszeiten von 1 bis 3 Tagen (B). 1/10 der maximalen Serumkonzentration von Paclitaxel ist 
als 1/10 cmax hervorgehoben. Für unterschiedliche Inkubationszeiten wurden im CV-Test 
unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt. 
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Wie in Abbildung 27 A, B für den CV-Test dargestellt, konnte Herceptin erst ab dem 

zweiten Tag den Effekt von Paclitaxel auf BT-474 Zellen erhöhen. Am zweiten und 



5 Ergebnisse  66 

dritten Tag war der Effekt deutlich und bei den meisten getesteten Konzentrationen 

von Paclitaxel sichtbar. Wie bereits im Kapitel 5.4.3 gezeigt, wirkte Paclitaxel nur 

minimal auf BT-474 Zellen. Die Kombination von Paclitaxel und Herceptin führte 

dazu, dass die Ansäuerungsrate auf 83% der entsprechenden Kontrolle fiel, während 

die alleinige Zugabe von Paclitaxel und Herceptin zu einer verbleibenden Rate von 

99% respektive 93% führten. 
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bbildung 27: Sensitivitätstestung von BT-474-Zellen gegenüber Paclitaxel und Herceptin im 
hemoSelect®-Test (A) und im CV-Test (B). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und 
nbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität, gemessen im Cytosensor (A). Die 
ervorgehobenen Prozentzahlen geben die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit Herceptin (H), 
aclitaxel (P) und Herceptin + Paclitaxel (H + P) relativ zur entsprechenden Kontrolle wieder 

Herceptinkonzentration: 4 µg/ml, Paclitaxelkonzentration 1/10 cmax). Einsatz Herceptin sowie der 
ombination von Herceptin mit unterschiedlichen Konzentrationen von Paclitaxel im CV-Test mit 

nkubationszeiten von 1 bis 3 Tagen (B). 1/10 der maximalen Serumkonzentration von Paclitaxel ist 
ls 1/10 cmax hervorgehoben. Für unterschiedliche Inkubationszeiten wurden im CV-Test 
nterschiedliche Zellzahlen eingesetzt. 
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ie Zelllinie MCF7 erwies sich im CV-Test als sensitiv gegenüber Paclitaxel. Die 

ugabe von Herceptin führte bei keiner der getesteten Konzentrationen von 

aclitaxel und nach keiner untersuchten Inkubationszeit zu einen zusätzlichen 

nhibierenden Effekt (Abb. 28 B). Bei Messungen im Cytosensor zeigte Herceptin 

benfalls keinen zusätzlichen inhibierenden Effekt auf MCF7-Zellen, während 

aclitaxel einen geringen Effekt zeigte. Während das Ergebnis für Herceptin mit dem 

rgebnis des CV-Tests übereinstimmt, differiert das Ergebnis bezüglich Paclitaxel 

wischen den Tests. 
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Abbildung 28: Sensitivitätstestung von MCF7-Zellen gegenüber Paclitaxel und Herceptin im 
ChemoSelect®-Test (A) und im CV-Test (B). Darstellung der metabolischen Aktivität behandelter und 
unbehandelter Zellen in Prozent ihrer Anfangsaktivität, gemessen im Cytosensor (A). Die 
hervorgehobenen Prozentzahlen geben die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit Herceptin (H), 
Paclitaxel (P) und Herceptin + Paclitaxel (H + P) relativ zur entsprechenden Kontrolle wieder 
(Herceptinkonzentration: 4 µg/ml, Paclitaxelkonzentration 1/10 cmax). Einsatz Herceptin sowie der 
Kombination von Herceptin mit unterschiedlichen Konzentrationen von Paclitaxel im CV-Test mit 
Inkubationszeiten von 1 bis 3 Tagen (B). 1/10 der maximalen Serumkonzentration von Paclitaxel ist 
als 1/10 cmax hervorgehoben. Für unterschiedliche Inkubationszeiten wurden im CV-Test 
unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt. 
 

Tabelle 9 fasst die Restaktivitäten der drei Zelllinien, die mit Herceptin, Paclitaxel und 

der Kombination aus beidem behandelt und im Cytosensor gemessen wurden, 

zusammen. Dabei wird deutlich, dass beide Zelllinien, die sich durch eine 

Überexpression des Her2/neu Rezeptors auszeichnen, durch Herceptin inhibiert 

werden. Diese Inhibition wird sowohl bei der alleinigen Gabe von Herceptin deutlich, 

als auch bei der Kombination mit Paclitaxel. Die Zelllinie MCF7, die keine 

Überexpression zeigt, wird dagegen durch Herceptin leicht stimuliert.  

 
Zelllinie Her2/neu Status 

(IHC) 
Herceptin Paclitaxel Paclitaxel + Herceptin 

SK-BR-3 3+ 91% 76% 69% 
BT-474 3+ 93% 99% 83% 
MCF7 1+ 102% 97% 108% 
Tabelle 9: Übersicht über Ergebnisse zur kombinatorischen Wirkung von Herceptin + Paclitaxel, 
gemessen im Cytosensor: Metabolische Restaktivitäten der Modellzelllinien nach 24 h Inkubation mit 
entsprechenden Therapeutika. Die Prozentzahlen geben die Restaktivität nach 24 h Inkubation mit 
Herceptin, Paclitaxel und Herceptin + Paclitaxel relativ zur entsprechenden Kontrolle wieder 
(Herceptinkonzentration: 4 µg/ml, Paclitaxelkonzentration 1/10 cmax). 
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6 Diskussion 
 

Die Diskussion beschäftigt sich im ersten Teil als Schwerpunkt mit der Optimierung 

des ChemoSelect-Tests. Im zweiten Teil ist der Fokus auf den Herceptin-Test 

gerichtet. Abschließend wird in einem Ausblick eine Bewertung des in der 

vorliegenden Arbeit Erreichten dargestellt. 

 

6.1 Der ChemoSelect-Test 

 

Im Rahmen der Krebstherapie spielt die medikamentöse Therapie als systemische 

Behandlungsform eine große Rolle. Besondere Bedeutung kommt dabei der 

Chemotherapie zu. Die Pharmaindustrie arbeitet seit langem daran, neue und 

verbesserte Wirkstoffe zu entwickeln. Als Nebeneffekt dieser Aktivität ist die Wahl 

passender Therapeutika immer schwieriger geworden. Um diese Wahl nicht wie 

heute empirisch treffen zu müssen, sondern an patientenindividuellen Anforderungen 

auszurichten, wird seit den 70er Jahren versucht, eine Methode zu entwickeln, mit 

der vor einer Therapie untersucht werden kann, welche Therapeutika eine Wirkung 

auf den individuellen Tumor zeigen und somit in der Therapie einzusetzen sind 

(Hamburger und Salmon, 1977). Obwohl die Untersuchungen der letzten 25 Jahre 

den Bedarf an einem Chemosensitivitätstest untermauern, konnte bis heute für keine 

der verwendeten Methoden zweifelsfrei gezeigt werden, dass sich diese Art von Test 

für eine Anwendung in der klinischen Routine eignet und zu einer Verbesserung der 

Prognose für Krebspatienten führt (Cortazar und Johnson, 1999). 

Für einen Chemosensitivitätstest müssen grundsätzlich zwei Bedingungen erfüllt 

sein, um die Fragestellung des individuellen Ansprechens befriedigend beantworten 

zu können. Erstens muss ein solcher Test eine hohe Vorhersagekraft haben. Diese 

ist jedoch nur von Nutzen, wenn zweitens Ergebnisse auch für einen Großteil der 

Untersuchungen erhältlich sind. Gerade an der mangelnden Durchführbarkeit bzw. 

einer hohen Ausfallrate kranken die meisten verfügbaren Verfahren zur 

Chemosensitivitätstestung. 

1995 entwickelten Wissenschaftler der Firma CellControl einen 

Chemosensitivitätstest, der die Ansäuerungsfähigkeit von Tumorzellen dazu 
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verwendet, eine Aussage über ein Ansprechen dieser Zellen auf Chemotherapeutika 

zu treffen. Dieser Test ist seit 1998 als ChemoSelect-Test kommerziell erhältlich. In 

frühen klinischen Fallstudien zeigte sich, dass dieses Verfahren eine gute 

Vorhersagekraft aufweist, wobei jedoch eine hohe Ausfallrate in Kauf genommen 

werden musste (Thuro, 2001).  

Im Jahre 2001 wurde in der Firma ein wissenschaftliches Programm aufgesetzt, das 

die für einen Chemosensitivitätstest wichtigen Themengebiete Durchführbarkeit und 

Vorhersagekraft adressieren sollte. Um die Durchführbarkeit zu verbessern, sollten 

im Rahmen biologischer Grundlagenforschung die Anforderungen des 

Testverfahrens untersucht und Parameter an diese angepasst werden. In einem 

weiteren Projekt sollte das für diese Untersuchungen verwendete Cytosensor 

Mikrophysiometer überarbeitet und miniaturisiert werden. Beide Projekte zusammen 

sollten positiven Einfluss auf die Durchführbarkeit des Tests nehmen. Experimente 

zur Biologie des Testverfahrens sollten zusätzlich dazu dienen, die Vorhersagekraft 

des Tests zu verbessern. Mit diesen Untersuchungen sollte eine neue Version des 

Tests entwickelt werden, die einer anschließenden klinischen Validierung standhalten 

kann. Die vorliegende Arbeit befasst sich als Hauptschwerpunkt mit einem Teil der 

durchgeführten biologischen Grundlagenuntersuchungen. Das Projekt der 

Überarbeitung des Messgerätes wurde parallel zu dieser Arbeit begonnen, während 

sich die klinische Validierung an diese Arbeit anschließen soll. 

 

6.1.1 Medium 

 

Beim ChemoSelect-Test werden Zellen in einem Wachstumsmedium untersucht 

und mit Chemotherapeutika in Kontakt gebracht. Nach dem ursprünglichen Protokoll 

für den ChemoSelect-Test wurde ein komplexes Medium (RUN) verwendet. Dieses 

Medium basiert auf dem Rezept von RPMI 1640, wobei der Karbonatpuffer fehlt, um 

die Sensitivität des Testsystems zu erhöhen. In klinischen Fallbeispielen zeigte sich, 

dass die Vorhersagekraft des Tests besonders in bezug auf das Aufzeigen von 

Sensitivitäten hoch war. Wenn also im Test eine Sensitivität gefunden wurde, so 

korrelierte diese in den meisten Fällen auch mit einem Ansprechen im Patienten. 

Wurde im Test eine Resistenz gefunden, so war die Korrelation geringerer. Es 

wurden somit zu viele Resistenzen detektiert. Den Untersuchungen lag die 
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Hypothese zugrunde, dass sich durch eine Optimierung des Mediums mehr 

Sensitivitäten aufzeigen lassen, und auf diese Weise die Aussage des Tests 

bezüglich der Vorhersage von Resistenzen vergrößert werden kann. 

An das Medium werden unterschiedliche Anforderungen gestellt. Eine grundsätzliche 

Anforderung, die für jede Art von Chemosensitivitätstest gilt, ist die Eigenschaft des 

Mediums, eingebrachte Zellen in vitro zu Wachstum und Teilung anzuhalten. Die 

Teilung ist notwendig, da die meisten Chemotherapeutika nur in bestimmten Phasen 

des Zellzyklus wirken, und eine Wirkung somit nur auf sich teilende Zellen erfolgen 

kann. Eine zusätzliche, spezifische Anforderung für den Test im Cytosensor ist eine 

niedrige Pufferkapazität des Mediums. Diese ist wichtig, da die Pufferkapazität in 

einer negativen Korrelation zur gemessenen Ansäuerungsrate steht. 

Beim Vergleich unterschiedlicher Medien zeigte sich, dass ein komplexes 

Zellkulturmedium, das mit 10% Serum ergänzt wurde, die beste Grundlage für die 

generellen Anforderungen bot (Kapitel 5.1.1). Ohne FCS sorgte das Medium im 

Gegensatz zu einer Salzlösung dafür, dass die Ansäuerungsrate in einem 

Referenzexperiment über den Zeitraum des Experiments kaum absank. Die Zugabe 

von FCS führte zu einem klaren Anstieg dieser Rate über die Zeit und bewirkte eine 

deutliche Erhöhung des Anteils an sich teilenden Zellen. Erst in diesem Medium 

konnte im Modellsystem (Kolontumorzelllinie HCT 116 mit Oxaliplatin behandelt) ein 

deutlicher inhibierender Effekt aufgezeigt werden, während dieser Effekt in anderen 

Medien aufgrund des geringen Wachstums teilweise verdeckt wurde. Diese 

Erkenntnisse bestätigten, dass im ursprünglich für den ChemoSelect-Test 

verwendeten Medium, RUN, Effekte von Chemotherapeutika nicht optimal 

nachgewiesen werden können, da sich nur wenige Zellen unter diesen Bedingungen 

teilen und die Wirkung einiger Substanzen somit verhindert wird. 

Neben der Zugabe von FCS wurde das Medium darüber hinaus speziell für den 

Gebrauch in diesem Testsystem optimiert. Als Grundmedium wurde dabei 

DMEM/F12 gewählt, das als besonders reichhaltiges Medium gilt und in dem eine 

Vielzahl humaner Tumorzellen kultiviert werden kann. Abwandlungen erfolgten, 

indem einerseits der Phosphatpuffer auf ein vertretbares Minimum von 0,1 mM 

reduziert, sowie andererseits die Glukosekonzentration auf 5 g/l erhöht wurde 

(Kapitel 5.2). 

Die Wahl einer eher hohen Glukosekonzentration hatte neben einem geringen 

positiven Effekt auf die Ansäuerungsrate einen weiteren Grund, der für die klinische 
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Relevanz eines Chemosensitivitätstests von Bedeutung ist: Da Tumorproben mehr 

oder weniger von Normalzellen durchsetzt sein können, besteht die Gefahr, dass das 

Messergebnis von Artefakten geprägt ist und keine Aussage über das Ansprechen 

der eigentlichen Tumorzellen zulässt. Obwohl zur Lösung dieses Problems 

maßgeblich der operierende Arzt gefragt ist, der den Tumor möglichst definiert 

entnehmen muss, soll dieser Gefahr zusätzlich mit einer höheren 

Glukosekonzentration begegnet werden. Es ist bekannt, dass Tumorzellen dazu 

neigen, Glukose auch unter aeroben Bedingungen mit einer hohen Rate in Laktat 

umzuwandeln (Warburg, 1956a), (Warburg, 1956b). Dieser Effekt wurde als 

Warburg-Effekt bekannt. Die rasche Umsetzung von Glukose in Laktat äußert sich in 

einer hohen Ansäuerungsrate, da aus jedem gebildeten ATP-Molekül mehr Protonen 

resultieren, als bei der Energiegewinnung über den Zitronensäurezyklus. In dieser 

Eigenschaft unterscheiden sich Tumorzellen von Normalzellen (Dills, 1993). Ziel 

dieser Anpassung war also, den Einfluss von Normalzellen auf die Messung zu 

minimieren. Eine weitere Maßnahme gegen die Gefahr des Normalzelleinflusses, die 

speziell im Cytosensor zum Tragen kommt, ist die Tatsache, dass die Zellen in 

Agarose eingebettet werden, bevor sie in die Messkammer eingesetzt werden. Durch 

diese Maßnahme wird zumindest der Einfluss von Fibroblasten begrenzt. 

Fibroblasten bilden einen Großteil der in Tumorproben enthaltenen Normalzellen. 

Von ihnen ist bekannt, dass sie nicht gut in Agarose wachsen (Koechli et al., 1994). 

In Versuchen außerhalb der vorliegenden Arbeit konnte für zusätzliche 

Kohlenstoffquellen (Fettsäuren, Pyruvat) kein positiver Effekt auf die Messung 

gefunden werden (Daten nicht dargestellt). Aufgrund dieser Versuche wurde 

entschieden, dem neuen Medium keine Fettsäuren und Pyruvat zuzusetzen, um eine 

gewisse zusätzliche Selektivität der Förderung des Wachstums von Tumorzellen zu 

erreichen. Zusammen mit diesen Erkenntnissen wurde das optimierte Medium 

formuliert und, als SeleX Medium bezeichnet, zum Patent eingereicht (Babarina et 

al., 2003). 

Die Verwendung von Serum in einem diagnostischen Test birgt die Gefahr der 

Inkonsistenz. FCS ist ein sehr inhomogener Stoff, der sich von Charge zu Charge 

maßgeblich unterscheiden kann. Die Gefahr liegt dabei darin, dass sich Ergebnisse 

von Versuchen, die mit unterschiedlichen FCS Chargen durchgeführt wurden, 

deutlich unterscheiden können, wodurch die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit 

der Messergebnisse negativ beeinflusst werden kann. Um solche Effekte zu 
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minimieren, wurden von einigen Herstellern Serumersatzstoffe entwickelt, die es 

ermöglichen sollen, essentielle Effekte von FCS in der Zellkultivierung mit einer 

hohen Produkthomogenität zu vereinen. Zwei solche Produkte wurden im 

ChemoSelect-Test mit FCS verglichen. Das erste, Panexin (PAN), ist eine aus 

verschiedenen Wachstumsfaktoren zusammengestellte synthetische Mischung. 

SeraPlus (PAN) hingegen ist eine Form von Serum, die nach chromatographischer 

Auftrennung in verschiedene Fraktionen und einer folgenden Zusammenfügung in 

definierten Anteilen für eine höhere Homogenität sorgen soll als FCS. 

Versuche im Cytosensor zeigten, dass keiner der untersuchten Ersatzstoffe eine 

gleichwertige Alternative zu FCS darstellt (Kapitel 5.2.3.2). Beide Substanzen 

bedingten ein im Vergleich zu FCS geringeres Wachstum der Zellen und damit 

verbunden auch einen verminderten gemessenen zytostatischen Effekt im 

Referenzexperiment. Zusammen mit der Tatsache, dass Serumersatzstoffe deutlich 

teurer sind als FCS, wurde aufgrund dieser Erkenntnisse beschlossen, weiterhin FCS 

zu verwenden. 

Die angesprochenen Probleme treten jeweils bei einem Wechsel der verwendeten 

FCS-Charge auf. Um häufige Wechsel zu vermeiden, sollte es generell angestrebt 

werden, möglichst große Chargen abzunehmen bzw. zu reservieren. Um Variationen, 

die mit einem solchen Wechsel einhergehen, klein zu halten, wurde ein Verfahren 

entwickelt, mit welchem unterschiedliche FCS-Chargen miteinander verglichen 

werden können (Kapitel 5.2.3.3). In diesem Verfahren wurden zehn Zelllinien im CV-

Test mit acht verschiedenen Chemotherapeutika auf Sensitivität hin untersucht. In 

einer nachfolgenden, semiquantitativen Bewertung wurde die Charge ausgewählt, 

bei der in den meisten Fällen ähnliche Sensitivitäten und Resistenzen beobachtet 

wurden wie mit der ursprünglichen Charge. Diese Charge wurde anschließend in 

einem Referenzexperiment im Cytosensor mit der ursprünglichen Charge verglichen, 

um aufzuzeigen, ob sie auch bezüglich des Verlaufs der metabolischen Aktivitäten 

vergleichbar ist. Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde für zukünftige Experimente eine 

Charge ausgewählt und reserviert, die gut mit der Ursprungscharge vergleichbar ist. 

Diese Charge sollte bis zum Abschluss der ersten geplanten Validierungsstudie zur 

Verfügung stehen (Kapitel 6.1.5). 
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6.1.2 Reproduzierbarkeit 

 

Wichtig für einen diagnostischen Test ist es weiter, dass Ergebnisse der Messungen 

reproduzierbar sind und keine systematischen Fehler aufweisen. Die wiederholte 

Durchführung eines Referenzexperiments auf unterschiedlichen Messgeräten und an 

verschiedenen Tagen zeigte, dass die Variationen der Ergebnisse in einer gut 

vertretbaren Größenordnung liegen (Kapitel 5.1.2). Dabei zeigte sich, dass die 

Variation der Ergebnisse verschiedener Messgeräte denen verschiedener Messtage 

sehr ähnlich war. Ein systematischer Messfehler konnte somit ausgeschlossen 

werden. Im Rahmen der Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit zeigte sich jedoch 

auch, dass das Testsystem äußerst sensibel ist. Bestimmte Variationen in der 

Zellkultur führten dazu, dass bei sonst identischen Testbedingungen Ergebnisse 

teilweise von einander abwichen. Es wurde aufgezeigt, dass die Konfluenz in der 

verwendeten Kulturflasche einen maßgeblichen Einfluss auf den Test hat. Bei Zellen 

aus wenig konfluenten Kulturflaschen zeigte sich ein nur geringer Anstieg der 

metabolischen Aktivität über die Zeit. Um einen zytostatischen Effekt nachweisen zu 

können, erwies es sich in diesem Referenzexperiment jedoch als wichtig, dass die 

unbehandelten Kontrollzellen im Test stark proliferieren. Durch eine hohe Konstanz 

aller Variablen der Zellkultur, insbesondere der Zahl der Zellen in der für den Versuch 

verwendeten Kulturflasche, konnte eine hohe Reproduzierbarkeit der Testergebnisse 

erzielt werden. 

Die Untersuchung frisch entnommener, primärer Tumorzellen erfolgt in der Regel 

innerhalb eines Versuchsaufbaus an einem Tag. Nachdem das Tumorgewebe in das 

Labor transportiert wurde, werden alle Zellen bis zum Einsetzen in das Messgerät 

identisch behandelt, wobei hervorzuheben ist, dass die Zellen vorher nicht kultiviert 

werden. In das Messgerät werden alle Messkanäle mit statistisch gleichen 

Zellpopulationen bestückt. Die Variation in Folge unterschiedlicher 

Kulturbedingungen vor der Messung dürfte somit bei Untersuchungen von 

Primärtumoren nicht die gleiche Bedeutung haben, wie bei Zelllinien. Sollten mit 

diesen Zellen Messungen an verschiedenen Versuchstagen erfolgen, so wäre dieser 

Aspekt jedoch zu beachten. 

Dennoch birgt der Transport des Tumorgewebes die Gefahr, dass es aufgrund 

unterschiedlicher Transportbedingungen zu einer negativen Beeinflussung der 
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Vergleichbarkeit der Ergebnisse kommt. In einem Projekt außerhalb der vorliegenden 

Arbeit wird dieser Fragestellung nachgegangen. Dabei werden vor allem die 

Faktoren Temperatur, Transportmedium sowie Transportdauer untersucht. Frühe 

Experimente mit Zelllinien zeigten, dass sich zwar die metabolische Aktivität der 

Zellen durch unterschiedliche Transportbedingungen beeinflussen lässt, die 

Chemosensitivität bleibt jedoch die gleiche. Um vor Abschluss dieser Experimente 

das Risiko der Verfälschung durch die Transportbedingungen zu minimieren, wird für 

alle untersuchten Tumorproben ein einheitliches Transportverfahren verwendet. 

Dieses zeichnet sich durch ein einheitliches Medium und eine einheitliche Dauer aus. 

Zusätzlich wird mit Hilfe einer dicken Styroporisolation versucht, die Temperatur 

konstant zu halten. Auf diese Weise können zumindest die drei wesentlichen 

Faktoren Dauer, Medium und Temperatur können auf diese Weise relativ konstant 

gehalten werden. 

Mit dem Ausschluss einer unterschiedlichen Behandlung der Zellen vor der 

eigentlichen Messung konnte mit Hilfe von Zelllinien in einem Referenzexperiment 

eine hohe Reproduzierbarkeit des Testsystems aufgezeigt werden. 

 

6.1.3 Verlässlichkeit 

 

Untersuchungen zur Verlässlichkeit des Testverfahrens sollten Aufschluss darüber 

geben, ob die Ansäuerungsrate eine sinnvolle Messgröße ist, um die 

Chemosensitivität von Tumorzellen aufzuzeigen. Um zu untersuchen, ob die 

Ansäuerungsrate mit der Proliferation der Zellen korreliert, wurden parallel zum 

ChemoSelect-Test zwei Proliferationstests durchgeführt (Kapitel 5.1.4). Der 

Kristallviolett-Test (CV-Test) ist ein einfacher Test, in welchem mit Hilfe einer 

unspezifischen Proteinfärbung die Menge an Gesamtprotein quantifiziert wird. In 

diesem Test werden adhärente Zellen in Mikrotiterplatten kultiviert, je nach 

Fragestellung behandelt und nach einer gewissen Inkubationszeit die Menge an 

Gesamtprotein quantifiziert. Da sich apoptotische und nekrotische Zellen durch eine 

reduzierte Adhäsion auszeichnen, werden diese in einem folgenden Waschschritt 

entfernt, während lebende Zellen zurück bleiben. Auf diese Weise lässt sich eine 

Aussage bezüglich einer Zytotoxizität treffen (Kramer und Carver, 1986). Der zweite 

Proliferationstest, der MTS-Test, ist eine Abwandlung des MTT-Tests und 
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quantifiziert die durch Dehydrogenasen bewirkte Umsetzung der 

Tetrazoliumkomponente MTS (3-(4,5- dimethylthiazol- 2-yl)-5- (3- 

carboxymethoxyphenyl)- 2-(4- sulfophenyl)- 2H- tetrazoliumsalz) in ein 

Formazansalz. Die Aktivität dieser Dehydrogenasen ist von der Stoffwechselaktivität 

der Zellen abhängig und wird durch eine colorimetrische Messung des farbigen 

Produkts quantifiziert. 

Die Wirkung dreier unterschiedlicher Chemotherapeutika (Cisplatin, Gemcitabin und 

Oxaliplatin) auf SW620 Zellen wurde parallel mit diesen beiden Verfahren sowie dem 

ChemoSelect®-Test jeweils nach 24 h und 72 h Inkubation bestimmt. Trotz 

unterschiedlicher Messparameter ergaben alle drei Testverfahren eine hohe 

Vergleichbarkeit. Alle drei Chemotherapeutika zeigten eine Wirkung auf SW620 

Zellen, wobei der Effekt nach 72 h einheitlich stärker war als nach 24 h. Die 

deutlichsten Unterschiede zwischen den Ergebnissen der verglichenen Methoden 

ergaben sich für Cisplatin, ein Therapeutikum, das für besonders toxische 

Nebeneffekte bekannt ist (Sasaki et al., 1989). Während mit allen Methoden eine 

Sensitivität gegenüber Cisplatin gefunden wurde, war das Ausmaß der Wirkung bei 

der Messung im Cytosensor etwas größer als in den anderen Tests festgestellt. Die 

Übereinstimmung der Ergebnisse bezüglich Gemcitabin und Oxaliplatin war größer. 

Bei analogen Experimenten mit einer zweiten Zelllinie, HCT 116, konnte die gute 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse der drei untersuchten Testverfahren bestätigt 

werden. 

Die meisten Chemosensitivitätstests messen Effekte von Chemotherapeutika mit 

Inkubationszeiten von mehreren Tagen. Nach dieser Zeit sind Effekte deutlich 

sichtbar und mit Hilfe der verwendeten Endpunktbestimmung auch erkennbar. Die 

Messung mit dem Cytosensor hat durch die kontinuierliche und nicht zeitversetzte 

Datenerfassung den Vorteil, dass Daten zu jedem beliebigen Zeitpunkt berechnet 

und bereits während der Messung eingesehen werden können. Auf diese Weise 

können Trends von Wirkungen so früh wie möglich detektiert werden. Eine kurze 

Messzeit hat neben einer höheren Praktikabilität den Vorteil, dass Zellselektions- und 

Zelldifferenzierungsprozesse innerhalb des Testaufbaus nur begrenzt stattfinden 

können. Mit zunehmender Zeit steigt die Gefahr, dass Normalzellen präferentiell 

wachsen und dass sich Tumorzellen differenzieren. Zusätzlich bietet ein Test mit 

kurzer Inkubationszeit die Möglichkeit, schwierig zu kultivierende Zellen zu 

untersuchen. Solche Zellen lassen sich in Testverfahren mit langen Kulturperioden 
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nicht untersuchen. Besonders Zellen aus Gastro-Intestinal- oder Hals-Nasen-Ohren-

Tumoren lassen sich nach der Entnahme nur begrenzt kultivieren und sterben bereits 

nach kurzer Zeit ab. Eine kurze Messung bietet die Möglichkeit, die in vitro schnell 

nachlassende Restaktivität solcher Zellen zu nutzen, und auch mit solchen Zellen 

Chemosensitivitätsbestimmungen durchzuführen. 

Für einen breit einsetzbaren Chemosensitivitätstest ist es notwendig, dass 

Wirkungen von Chemotherapeutika mit unterschiedlichen Wirkmechanismen 

gemessen werden können. Auf grundlegenden Versuchen aufbauend, wurden in 

dem bereits optimierten Testmedium (SeleX) ausgedehnte Versuche durchgeführt, 

bei denen beispielhaft ausgewählte Chemotherapeutika der wichtigsten 

Wirkstoffgruppen untersucht wurden (Kapitel 5.4). Unterschiedliche Zelllinien 

verschiedener Tumorentitäten wurden hierzu herangezogen, wobei die praktisch 

vollzogene, klinische Applikation der Therapeutika auf spezifische Tumorentitäten 

keine Rolle spielte. Im Cytosensor wurde jeweils die maximale Konzentration 

eingesetzt, die in Patienten während der Therapie zu beobachten ist (maximale 

Serumkonzentration, cmax). Im CV-Test hingegen wurde eine Dosis-Eskalation 

durchgeführt, um aufzuzeigen, ob cmax in einem Bereich liegt, in welchem einerseits 

eine Wirkung festzustellen ist, diese Wirkung andererseits aber auch spezifisch ist. 

Eine Wirkung wurde dann als spezifisch definiert, wenn mindestens eine Zelllinie 

gefunden wurde, bei der keine Wirkung beobachtet werden konnte. Außerhalb dieser 

Arbeit werden weitere Chemotherapeutika untersucht, sodass für jedes zu testende 

Chemotherapeutikum Informationen darüber vorliegen werden, in wie weit sie im 

ChemoSelect-Test zu messen sind.  

Für alle exemplarisch aus verschiedenen Wirkstoffklassen gewählten 

Chemotherapeutika konnte jeweils mindestens eine Zelllinie identifiziert werden, die 

sich bei eingesetzter Konzentration (cmax) im ChemoSelect-Test als sensitiv 

gegenüber dem Chemotherapeutikum erwies. Ebenso fand sich eine andere Zelllinie, 

die bei diesen Bedingungen eine Resistenz zeigte. In allen Fällen stimmten die 

Ergebnisse der beiden Testverfahren überein. Als Grenzwert wurde für die Einteilung 

als sensitiv bzw. resistent für den ChemoSelect-Test ein Wert von ca. 90% Aktivität 

der entsprechenden Kontrolle gewählt, während dieser für den CV-Test bei ca. 85% 

lag. Die Werte im ChemoSelect-Test reichten in diesem Versuchsteil von 37-79% 

für Sensitivitäten und 94-105% für Resistenzen. Im CV-Test lagen die Sensitivitäten 

zwischen 54 und 68% und die Resistenzen zwischen 87 und 112%. Eine genaue 
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Definition des Grenzwertes erfordert eine klinische Korrelationsstudie. Im Rahmen 

einer solchen Studie kann der Grenzwert verschoben werden und die Ergebnisse 

können so bei verschiedenen Bedingungen korreliert werden. Der Grenzwert, bei 

dem die beste Korrelation erzielt wird, sollte dann zukünftig harangezogen werden. 

Potentiell sind mit dem Testverfahren zwei unterschiedliche Aussagen zu treffen. 

Zunächst kann eine qualitative Aussage getroffen werden, die aussagt, ob eine 

Wirkung eintritt, oder nicht. Eine Therapieentscheidung kann an eine solche Aussage 

gekoppelt werden und würde dazu führen, dass nur wirksame Therapien beim 

Patienten zum Einsatz kommen. Es ist zu erwarten, dass in einigen Fällen mehr als 

eine Therapie in vitro wirksam ist. Um aus mehreren wirksamen Therapien die 

optimale Therapie herauszufinden, wäre es notwendig, eine qualitative Aussage zu 

treffen. Erst mit dieser kann schließlich die Frage nach der optimalen Therapie 

beantwortet werden. Gerade die quantitative Aussage stellt eine große 

Herausforderung für das Testverfahren dar. Dabei ist es von Bedeutung, den 

Grenzwert im Testverfahren für jedes Therapeutikum zu definieren. Die dargestellten 

Messkurven der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Therapeutika deuten an, 

dass Wirkungen im ChemoSelect®-Test unterschiedlich schnell und stark ausfallen 

können. Im Rahmenn einer klinischen Validierung ist zu überprüfen, ab welchem 

Restaktivitätswert im Test eine Wirkung im Patienten eintritt. Dabei ist es vorstellbar, 

dass dieser Grenzwert für die unterschiedlichen Therapeutika nicht einheitlich ist. 

Erst eine klinische Studie kann darüber Aufschluss geben, ob sich mit diesem Test 

eine solche quantitative Aussage über eine Wirkung machen lässt. Während 

klinische Daten von Fallbeispielen der Vergangenheit andeuten, dass die qualitative 

Aussage mit diesem Test gemacht werden kann, gibt es zur quantitativen Aussage 

noch keine Erfahrungswerte. 

Es konnte gezeigt werden, dass Ergebnisse des ChemoSelect®-Tests mit denen des 

CV-Tests vergleichbar sind, Die Konzentration cmax erwies sich als geeignet, um bei 

Zelllinien in vitro zwischen Sensitivitäten und Resistenzen zu unterscheiden. 

 

6.1.4 Anwendbarkeit 

 

Eine grundsätzliche Limitation des Einsatzes von Chemosensitvitätstests ist durch 

das begrenzte Tumorgewebe gegeben, das für derartige Untersuchungen verfügbar 
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ist. Unterschiedliche Zellmaterialien, die sich sowohl in der Größe des operativ 

entfernten Gewebes als auch in der durchschnittlich darin enthaltenen Zellzahl 

unterscheiden, können für einen solchen Test verwendet werden. Der 

ChemoSelect-Test eignet sich prinzipiell für die Untersuchung zur Chemosensitivität 

jeder Art von Krebs. Aufgrund der Problematik des Normalzelleinflusses, welche 

besonders bei Hämoblastosen die Gefahr der Verfälschung der Ergebnisse birgt, 

wurde die Anwendung des Tests bisher auf solide Tumoren beschränkt. Als 

Untersuchungsmaterial können dabei Primärtumoren, Metastasen, 

Gewebeflüssigkeiten (Ascites, Pleuralflüssigkeit) oder Biopsieproben verwendet 

werden. Obwohl es Erfahrungswerte über die in unterschiedlichen Tumorarten 

enthaltene Zellzahl gibt, lässt sich nicht generell sagen, wie groß ein Gewebestück 

sein muss, um auf Chemosensitivität hin untersucht zu werden. Erfahrungswerte 

belegen, dass sich beispielsweise aus Eierstockkarzinomen eine große Zellzahl pro 

Volumen isolieren lässt, während dies bei Kolorektal- oder Brustkarzinomen nicht 

gegeben ist. In einem Vergleich der Zellzahlen von Ovarialkarzinomen und 

Kolorektalkarzinomen zeigte sich, dass, obwohl die Gewebemenge ähnlich war, im 

Ovarialkarzinom durchschnittlich fünfmal so viele Zellen enthalten sind, wie in 

Kolorektalkarzinomen (Kapitel 5.3). Verschiedene Tumorentitäten eignen sich somit 

unterschiedlich gut für die Chemosensitivitätstestung. Zu dem grundsätzlichen 

Problem der Gewebemenge kommt, dass es im Rahmen einer Tumoroperation 

üblich ist, dass ein Teil des Gewebes für die Pathologie zur Verfügung gestellt wird. 

Der prätherapeutische Test konkurriert somit mit etablierten diagnostischen 

Maßnahmen, die jedoch in der Regel mit sehr kleinen Gewebeteilen auskommen. Bei 

geringer Zellzahl muss der Test auf wenige zu untersuchende Substanzen reduziert 

werden, was die Aussagekraft entsprechend einschränkt. 

Aus diesen Gründen gibt es die Bestrebung, die für den Chemosensitivitätstest 

benötigte Zellzahl zu verringern. Eine solche Verringerung könnte den 

Einsatzbereich des Tests maßgeblich vergrößern, wenn beispielsweise eine Zellzahl 

ausreichen würde, die aus Feinnadelbiobsieproben gewonnen werden kann. 

Mit zunächst für die Modellzelllinie HCT 116 durchgeführten Experimenten sollte zum 

einen der Einfluss der Zellzahl auf die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse untersucht 

und zum anderen die Mindestzellzahl herausgefunden werden, mit der eine Messung 

durchgeführt werden kann (Kapitel 5.1.3). Für die Zelllinie HCT 116 konnte ein 

Bereich von 10.000 bis 100.000 Zellen pro Messkanal als geeignet definiert werden. 
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In diesem Bereich waren Messungen durchführbar und die Testergebnisse 

auswertbar und vergleichbar. Bei 5.000 Zellen pro Kanal zeichnete sich ab, dass die 

gemessene Ansäuerungsrate zu klein wurde und einen relativ großen Messfehler 

verursachte. Für eine zweite getestete Zelllinie, SW620, konnte der gleiche Bereich 

als geeignet definiert werden. Bei der zugrundegelegten Vierfachbestimmung werden 

pro untersuchter Bedingung mindestens 40.000 Zellen benötigt, wobei dieser Wert 

mit dem ursprünglichen Medium (RUN) erzielt wurde. Experimente außerhalb dieser 

Arbeit deuteten darauf hin, dass mit dem optimierten Medium (SeleX) für das 

Modellsystem HCT 116 bereits 1.000 Zellen pro Messkanal ausreichen, um eine 

Messung durchzuführen. 

Da sich frisch präparierte Tumorzellen primären Ursprungs deutlich von Zelllinien 

unterscheiden können, wurden weitere Experimente zur Reduktion der Zellzahl an 

drei exemplarischen Tumoren (ein Kolorektalkarzinom, zwei Eierstockkarzinome) 

durchgeführt. Diese Experimente erfolgten bereits im überarbeiteten SeleX Medium 

(Kapitel 5.3). 

Für die Untersuchung primärer Tumorzellen im ChemoSelect-Test wurden nach 

Metzger et al. (2001) zunächst 125.000 Zellen pro Messkanal eingesetzt. Diese 

Zellen wurden in einem Agarosetropfen von 10 µl in die Messkammer eingebracht. 

Bei Untersuchungen der Messkammer im Rahmen der Neuentwicklung des 

Testgeräts außerhalb dieser Arbeit zeigte sich jedoch, dass das eigentliche Volumen 

der Kammer lediglich ca. 2,8 µl beträgt. Es wird angenommen, dass das 

überschüssige Volumen beim Einsetzen in das Messgerät aus der Kammer gedrückt 

wird und für die Messung somit unerheblich ist. Versuche mit eingesetzten 3 µl 

ergaben, dass dieses Volumen prinzipiell ausreicht, die Präparation - und dabei 

speziell das Platzieren des Mikrotropfens in die Kammer - mit diesem geringen 

Volumen jedoch schwierig ist. Aus diesem Grund wurde für Versuche zur Reduktion 

der Zellzahl zunächst das eingesetzte Volumen von 10 auf 5 µl reduziert, was einen 

Kompromiss zwischen der Reduktion des Volumens und der Handhabbarkeit 

darstellt. Versuche mit Zellen aus drei primären Tumoren zeigten, dass eine 

Reduktion der Zellzahl von 125.000 auf 25.000 pro Messkanal keinen negativen 

Einfluss auf die Messung hat. Die gemessenen Aktivitäten waren hier ausreichend, 

um eine eindeutige Kurve darzustellen. Bei der Reduktion der Zahl von 125.000 auf 

50.000 waren die gemessenen Aktivitäten in keinem Fall niedriger. Das Signal von 

25.000 Zellen pro Messkammer war etwas geringer, reichte jedoch aus. Die 
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Messung von 10.000 Zellen pro Kanal wies dagegen in zwei von drei Fällen starke 

Schwankungen auf und deutet an, dass diese Zellzahl zu niedrig ist, um mit 

Sicherheit verlässliche Daten zu generieren. Der Verlauf der Ansäuerungsrate der 

Zellen, und somit die Reproduzierbarkeit, war im Rahmen der üblichen Schwankung 

mit Zellzahlen zwischen 25.000 und 125.000 Zellen pro Kanal durchaus vergleichbar. 

Diese Erkenntnisse haben zur Folge, dass statt der bisher eingesetzten 5*105 Zellen 

pro untersuchter Bedingung lediglich noch 1*105 Zellen benötigt würden. Mit dieser 

um den Faktor 5 reduzierten Zellzahl ist es bereits vorstellbar, große Biopsieproben 

kompakter Tumoren zu bearbeiten. Für die exemplarisch bezüglich der enthaltenen 

Zellzahl untersuchten Ovarial- und Kolorektalkarzinome bedeutet diese Reduktion 

einen gewaltigen Fortschritt. Beim Ovarialkarzionom erhöht sich die Zahl der 

testbaren Bedingungen von durchschnittlich 9,2 auf 46, bei letzterem gar von 1,6 auf 

8. Gerade hier wird deutlich, dass erst durch die Reduktion der Zellzahl eine sinnvolle 

Chemosensitivitätstestung mit mehreren Versuchsbedingungen möglich ist. 

Zusätzlich zu Untersuchungen zur Optimierung des Verfahrens und der geplanten 

klinischen Validierung soll das dem ChemoSelect-Test zugrunde liegende 

Cytosensor Mikrophysiometer überarbeitet werden und eine neue Gerätegeneration 

für diese Art von Test entwickelt werden. Dabei steht neben einer teilautomatisierten 

Handhabung besonders eine Erhöhung der Sensitivität im Vordergrund. Eine weitere 

Reduktion der eingesetzten Zellzahl scheint möglich, wenn im Rahmen der 

Entwicklung des neuen Messgerätes eine Miniaturisierung der Kammer erreicht und 

der Messchip sensitiver gemacht werden kann. 

 

6.1.5 Ausblick: Klinische Validierung 

 

Die dargestellten Daten deuten darauf hin, dass das vorgestellte in vitro Testsystem 

in der Lage ist, die Proliferation von Tumorzellen zu messen und Chemosensitivitäten 

aufzuzeigen. Wie jedoch an unterschiedlichen Stellen bereits angedeutet, wird sich 

letztlich erst durch eine klinische Validierung zeigen, wie hoch die Vorhersagekraft 

und damit verbunden der Wert des Tests ist. Im Rahmen einer solchen Studie kann 

auch der Grenzwert genau definiert werden, ab welchem ein Testergebnis ein 

Ansprechen bzw. ein Nicht-Ansprechen eines Tumors auf 

Chemotherapiebehandlung repräsentiert. 
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Um eine solide, aber dennoch einfache Validierung zu ermöglichen, entstand ein 

Konzept für eine klinische Studie, das aus verschiedenen Elementen 

zusammengesetzt ist, die aufeinander aufbauen. Zunächst soll eine 

Korrelationsstudie durchgeführt werden, die ausschließlich zur Beobachtung dienen 

soll und keinen Einfluss in die Therapieentscheidung nimmt. In dieser Studie werden 

Patienten nach einem Schema behandelt, das sich im klinischen Alltag bei der 

Behandlung dieser speziellen Tumorerkrankung als Standard etabliert hat. Parallel 

zu dieser Behandlung, deren Erfolg beobachtet wird, werden operativ entfernte 

Tumoren im ChemoSelect-Test auf ihre Sensitivität gegenüber den eingesetzten 

Substanzen untersucht. Nach einem gewissen Beobachtungszeitraum werden 

Ansprechraten auf die Therapie erhoben und mit in vitro Chemosensitivitätsdaten 

korreliert. Eine Einteilung erfolgt nach den Kategorien richtig positiv, falsch positiv, 

richtig negativ und falsch negativ. Dieses Vierfelderdiagramm lässt schließlich eine 

Aussage über die Vorhersagekraft des Tests zu, die sich in eine Vorhersagekraft 

bezüglich Sensitivitäten und Resistenzen, sowie eine Gesamtvorhersagekraft 

unterteilen lässt. Zusätzlich kann die Rate der Auswertbarkeit der Testergebnisse 

erhoben werden.  

Aus praktischen Gründen wurde für diese Studie eine Tumorentität gewählt, die sich 

aufgrund einiger Charakteristika besonders gut für die Chemosensitvitätstestung 

eignet. Es handelt sich dabei um den fortgeschrittenen Eierstockkrebs 

(Ovarialkarzinom). Das Tumorgewebe dieses Karzinoms, das im Rahmen der 

Therapie operativ entfernt wird, zeichnet sich durch eine große Kompaktheit und 

Homogenität des Gewebes aus. Die Kompaktheit äußert sich in einem hohen Gehalt 

an Tumorzellen, was für die Chemosensitivitsbestimmung mit dem heutigen Test 

wichtig ist. Diese Zellen lassen sich mit der etablierten Methode einfach aus dem 

Gewebe herauslösen und zeichnen sich durch ein gutes Wachstum in vitro aus. Die 

Homogenität bezieht sich auf die Durchsetzung des Tumors mit Normalzellen, die bei 

dieser Krebsart niedrig ist. Potentielle Verfälschungen durch den Einfluss von 

Normalzellen werden hier also weitgehend ausgeblendet. 

Um innerhalb kurzer Zeit eine Aussage bezüglich des Ansprechens der Patientinnen 

treffen zu können, sollen besonders fortgeschrittene Karzinome untersucht werden. 

Bei Patientinnen mit solchen Karzinomen ist der Tumor in der Regel nicht mehr 

vollständig zu entfernen. In Folge wird ein Nicht-Ansprechen auf die Chemotherapie 

durch das Auswachsen im Körper verbliebener Tumorzellen rasch sichtbar. Das 
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Ansprechen wird zum einen mit Hilfe klassischer, bildgebender Verfahren verfolgt, 

zum anderen wird es durch die Aufzeichnung des Tumormarkers CA 125 ergänzt. 

Dieser Tumormarker ist auf einem Großteil der Ovarialkarzinome und auch im Serum 

der Patientinnen nachzuweisen und korreliert mit dem Fortschreiten der Erkrankung. 

Dadurch eignet sich dieses Molekül sehr gut für die Verlaufsbeobachtung beim 

Ovarialkarzinom (Rustin et al., 2001). 

Eine grundsätzliche Validierung des Tests kann durch diese Studie erreicht werden. 

Eine darüber hinaus gehende Festigung der Aussage bezüglich der Vorhersagekraft 

des Tests ist möglich, wenn gezeigt werden kann, ob Patienten eine Behandlung 

nach dem Testergebnis im Vergleich zur Behandlung nach dem Ermessen des 

Arztes einen Vorteil bietet. Dies ist bei Patienten mit Erkrankungen möglich, für die 

keine Standardtherapie existiert. Eine entsprechende Studie würde also in den 

Therapieplan eingreifen und wäre somit entsprechend problematischer 

durchzusetzen.  

Eine Möglichkeit, diese Aussage mit einer einfach durchführbaren Studie zu 

erreichen bietet das Konzept einer Fallstudie. Eigentlich handelt es sich dabei 

wiederum um eine Korrelationsstudie, bei der nach dem Ermessen des Arztes 

behandelt wird. Das Ziel ist es jedoch, die Patientenpopulation ausreichend groß zu 

definieren, sodass genügend Fälle eingeschlossen sind, in welchen der Arzt zufällig 

mit dem Chemotherapeutikum behandelt, das sich im Test als wirksam gezeigt hat. 

Die Ansprechrate dieser Fälle ist dann mit der Ansprechrate aller anderen Fälle zu 

vergleichen, in denen nicht die Therapie gewählt wurde, die nach dem Testergebnis 

als optimal anzusehen war. Auf diese Weise lässt sich zeigen, ob der ChemoSelect-

Test in der Lage ist, eine Verbesserung des klinischen Ansprechens in der 

Tumortherapie zu bewirken. 

 

6.2 Herceptin-Test 

 

Seit den 70er Jahren arbeiten Forscher an der Idee, einen diagnostischen Test zu 

entwickeln, der vor einer Therapie aufzeigen kann, welche Therapeutika für den 

individuellen Patienten wirksam und somit zu verabreichen sind. Bisher waren diese 

Bemühungen auf Untersuchungen der Wirkung von Chemotherapeutika beschränkt, 

da diese das Hauptgebiet der medikamentösen Tumortherapie darstellten. 
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Entwicklungen der letzten Jahre belegen jedoch, dass zukünftig Krebsmedikamente 

mit neuartigen, spezifischen Wirkmechanismen eine zunehmend wichtige Rolle 

spielen werden. Erste Substanzen dieser Generation von Therapeutika werden 

bereits in der Therapie eingesetzt. Zusätzlich zur Untersuchung der Möglichkeiten 

des ChemoSelect-Tests, ein Ansprechen auf Chemotherapien vorherzusagen, 

sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich auch solch neuartige, spezifische 

Therapeutika in den diagnostischen Test integrieren lassen. Optimalziel wäre ein 

Test, der in der Lage ist, unter allen verfügbaren Therapieformen und Therapeutika 

diejenigen auszuwählen, die beim individuellen Patienten zu einem optimalen 

Ergebnis führen. 

Beispielhaft für diese neuartigen, spezifischen Krebstherapeutika wurde der 

monoklonale Antikörper Herceptin untersucht. Dieser therapeutische Antikörper war 

einer der ersten, der für die klinische Anwendung zugelassen wurde. Herceptin wird 

heute in der Therapie des metastasierenden Mammakarzinomes eingesetzt (Baselga 

et al., 1996). Der Antikörper richtet sich gegen den Wachstumsfaktor-Rezeptor 

Her2/neu, der zur Familie der EGF-Rezeptoren zählt. Bei 20-30% der 

Mammakarzinome lässt sich eine Her2/neu-Überexpression feststellen (Slamon et 

al., 1987). Patientinnen werden für eine Therapie mit Herceptin zugelassen, wenn mit 

Hilfe eines diagnostischen Verfahrens eine Her2/neu-Überexpression oder eine 

entsprechende Genamplifikation nachgewiesen werden konnte. Das Beispiel 

Herceptin macht also deutlich, wie ein diagnostischer Test Einfluss auf die Therapie 

nehmen kann. Als Diagnostika sind dabei zwei Verfahren zugelassen: Ein 

immunhistochemischer Test (HercepTest, DAKO), welcher die Proteinexpression 

quantifiziert sowie ein Fluoreszenz in situ Hybridisierungstest (FISH-Test, Vysis), 

welcher eine entsprechende Genamplifikation nachweist (Dowsett et al., 2000). 

Obwohl diese Verfahren heute erfolgreich eingesetzt werden, ist die Ansprechrate 

bei Patientinnen, die durch diese Testverfahren ausgewählt wurden, nicht sehr hoch 

(Slamon et al., 1987). Hinzu kommt, dass diese Testverfahren nur eine Aussage über 

den Einsatz von Herceptin treffen. Chemotherapeutika, die heute stets in 

Kombination mit dem Antikörper verabreicht werden, werden nach einem 

Standardschema ausgewählt und individuelle Eigenschaften des Tumors bleiben 

unberücksichtigt (Pegram und Slamon, 1999). 

Für Sensitivitätsuntersuchungen wurden Modellsysteme mit aus Mammakarzinomen 

stammenden Zelllinien untersucht, die sich im Grad ihrer Her2/neu-Expression 
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unterschieden (Kapitel 5.5.1). Zwei Zelllinien, SK-BR-3 und BT-474, konnten mit Hilfe 

des immunhistochemischen HercepTests als stark Her2/neu überexprimierend 

bestätigt werden, was Angaben aus der Literatur entspricht (deFazio et al., 2000), 

(Tari et al., 2002). Diese Zelllinien wurden nach den Kriterien des Herstellers des 

HercepTests als 3+ eingestuft, was die höchste Einstufung darstellt und einen 

entsprechenden Tumor für eine Therapie mit Herceptin qualifizieren würde. Eine 

weitere Zelllinie, MCF7, konnte als schwach Her2/neu exprimierend charakterisiert 

werden (1+). Auch dieses Ergebnis stimmt mit berichteten Ergebnissen überein 

(deFazio et al., 2000). Ein Tumor dieser Klassifizierung würde in der Klinik keine 

Therapie mit dem Antikörper erfahren. 

Versuche zur Wirksamkeit von Herceptin wurden vorab im CV-Test durchgeführt, um 

herauszufinden, ob und nach welcher Zeit ein Effekt sichtbar wird (Kapitel 5.5.2). Mit 

diesen Versuchen sollte auch die Dosis ermittelt werden, ab welcher ein maximaler 

inhibitorischer Effekt zu beobachten ist. Für die Zelllinien SK-BR-3 und BT-474 

konnte im CV-Test bereits nach 24 h eine Wirkung detektiert werden. Diese Inhibition 

verstärkte sich mit zunehmender Inkubationszeit und war bei der Zelllinie SK-BR-3 

besonders bei kürzeren Inkubationszeiten deutlicher sichtbar. Eine Erklärung für 

diesen Unterschied im Ansprechen wäre in einem relativen Unterschied der 

Rezeptorexpression zu suchen. Obwohl die immunhistochemische Färbung keine 

quantitative Aussage über die Höhe der Expression zulässt, fällt auf, dass die 

Färbung der Membran bei SK-BR-3-Zellen stärker erscheint (Abbildung 22). In einer 

Arbeit von Lewis und Kollegen konnte gezeigt werden, dass sich die beiden Zelllinien 

bezüglich der Expression des Her2/neu-Rezeptors unterscheiden. Mit Hilfe der 

FACS-Analyse wurde zwar für beide Zelllinien eine klare Überexpression 

nachgewiesen, doch war diese bei SK-BR-3-Zellen deutlich stärker ausgeprägt 

(Lewis et al., 1993). Unterschiede im Grad der Rezeptorexpression könnten also für 

ein unterschiedliches Ansprechen verantwortlich sein. 

Die beobachtete Inhibition von SK-BR-3 Zellen durch Herceptin bestätigt 

Erkenntnisse von Bunn und Kollegen (2001). Sie fanden im MTT-Test nach fünf 

Tagen Inkubation eine deutliche, dosisabhängige Inhibition des Wachstums. In der 

vorliegenden Arbeit war ein dosisabhängiger inhibitorische Effekt zu beobachten. Ab 

einer Konzentration von ca. 1 µg/ml war eine Sättigung erreicht und der Effekt 

maximal. Die Zelllinie MCF7, die keine Überexpression des Rezeptors zeigte, wurde 

in ihrem Wachstum durch Herceptin nicht inhibiert, sondern wies mit zunehmender 
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Inkubationszeit und Dosis eine leichte Stimulation auf. In Untersuchungen von Lewis 

und Kollegen (1993) vermochten Antikörper gegen Her2/neu ebenfalls das 

Wachstum von SK-BR-3 und BT-474-Zellen zu inhibieren, während kein solcher 

Effekt auf MCF7-Zellen gefunden wurde. Dieser Effekt wurde im CV-Test nach fünf 

Tagen Inkubationszeit nachgewiesen. In diesen Versuchen wurde allerdings nicht 

Herceptin, sondern der nahe verwandte Antikörper, 4D5, in einer Konzentration von 

10 µg/ml verwendet. Für Versuche im Cytosensor wurde aufgrund der Erkenntnisse 

aus dem CV-Test eine Dosis von 4 µg/ml eingesetzt, die sicherstellen sollte, dass ein 

maximaler Effekt verursacht würde. Bei dieser Konzentration wurde wiederum bei 

den Her2/neu überexprimierenden Zelllinien SK-BR-3 und BT-474 eine geringe 

Wirkung beobachtet, wobei die Zelllinie MCF7, die keine Überexpression aufwies, bei 

gleichen Bedingungen nicht inhibiert wurde. Vielmehr konnte auch in diesem Test 

eine geringfügige Stimulation beobachtet werden. Da der im Cytosensor beobachtete 

Effekt von Herceptin in keinem Fall sehr groß war, wurde eine Inkubationszeit von 

24 h untersucht. Mit dieser verlängerten Inkubationszeit war der beobachtete Effekt 

etwas größer als nach 16 h.  

Die Wirkung von Herceptin beruht auf einem multifaktoriellen Ereignis. Obwohl der 

Mechanismus in seiner Gesamtheit noch nicht verstanden ist, spielen wohl folgende 

Faktoren eine Rolle: Die Herabregulierung des Rezeptors, die Verhinderung der 

Ausbildung von Rezeptordimeren zur Signalleitung, die Induktion von p27, eine 

Inhibition der Angiogenese, sowie Immunmechanismen wie die antikörperabhängige 

Zytotoxizität (Baselga et al., 2001). Es ist sicher, dass sich Effekte wie die 

Angiogeneseinhibition oder Immunmechanismen natürgemäß nicht in den 

untersuchten Testsystemen nachweisen lassen. Unklar ist, zu welchem Grad sich die 

anderen aufgeführten Mechanismen in vitro ereignen können. Eine Quantifizierung 

der Wirkung von Herceptin sollte also nicht dazu verwendet werden, einen Vergleich 

mit anderen Substanzklassen darzustellen, deren Effekte in vitro zu einem anderen 

Anteil abzubilden sind. Welchen Anteil die darstellbaren Teilwirkungen an der 

gesamten Wirkung des Antikörpers haben, ist mit diesen Untersuchungen noch nicht 

zu sagen. Im Falle Herceptin sollte sich die Aussage des Tests somit darauf 

beschränken, ob eine Wirkung zu beobachten ist oder nicht. 

In klinischen Studien mit Herceptin stellte sich schnell heraus, dass der Effekt, den 

Herceptin auslöst, mit Effekten von Chemotherapeutika zu kombinieren ist (Pegram 

und Slamon, 1999). Die Taxane (Docetaxel, Paclitaxel) haben sich dabei zum 
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Standard entwickelt, während sich jedoch auch andere Substanzen in der klinischen 

Erprobung befinden. Ergänzend zu Experimenten zur Wirkung von Herceptin sollte 

daher untersucht werden, ob sich in diesem Testsystem auch kombinatorische 

Effekte von Herceptin und Chemotherapeutika nachweisen lassen.  

In Modellsystemen wurden kombinatorische Effekte von Herceptin und Paclitaxel im 

CV-Test sowie im CS-Test untersucht. Herceptin wurde in einer Konzentration von 

4 µg/ml eingesetzt (Kapitel 5.5.3). Paclitaxel wurde im CV-Test einer Dosis-

Eskalation unterworfen, während es im Cytosensor-Test mit der Konzentration 1/10 

cmax verwendet wurde. Diese verringerte Konzentration wurde gewählt, um 

sicherzustellen, dass neben den starken Effekten von Paclitaxel ein geringer Effekt 

von Herceptin nicht verdeckt würde. Die Zelllinie SK-BR-3 erwies sich als sensitiv 

gegenüber Paclitaxel. Auch mit der auf 1/10 cmax reduzierten Konzentration konnte 

ein deutlicher Effekt beobachtet werden. Bei gleichzeitiger Inkubation mit Herceptin 

war dieser Effekt noch größer und es wurde ein additiver Effekt der beiden 

Substanzen bewirkt. Die Zelllinie BT-474 erwies sich hingegen bei einer Inkubation 

von 24 h als resistent gegenüber Paclitaxel. Dennoch führte die Kombination der 

beiden Substanzen zu einem Effekt, der deutlich größer war als der Effekt von 

Herceptin alleine. In diesem Falle war also ein Synergismus der Substanzen zu 

beobachten, wenngleich der Effekt relativ gering war. Auch für die Zelllinie MCF7 

bestätigten sich Erkenntnisse aus Versuchen zur alleinigen Wirkung von Herceptin. 

Bei diesen Zellen führte die zusätzliche Gabe von Herceptin mit dem 

Chemotherapeutikum dazu, dass ein minimaler inhibierender Effekt zu einem leicht 

stimulierenden Effekt wurde. 

Generell widerspricht die Erkenntnis, dass Herceptin einen Effekt auf die Zelllinie 

MCF7 verursachen kann nicht den Erwartungen, da bei dieser Zelllinie eine geringe 

Expression des Rezeptors gefunden wurde. Eine spezifische Bindung kann daher 

stattfinden. Es überraschte dennoch, dass Herceptin bei dieser Modellzelllinie zu 

einer Stimulation führte. Obwohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht 

durchgeführt, ist es zu erwarten, dass bei Rezeptor-negativen Zelllinien kein Effekt zu 

beobachten sein wird. Die Untersuchung weiterer Zelllinien mit geringer 

Rezeptorexpression sollte Aufschluss darüber geben, ob die beobachtete Stimulation 

mit einem bestimmten Phänotyp geringer Expression korreliert, oder ob es sich bei 

der für MCF7 gefundenen Stimulation um einen Einzelfall handelt. Sollte sich dies 

bestätigen, so würde sich ein Eignungstest als noch wichtiger erweisen, da ein dem 
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therapeutischen Ziel entgegenstehender, antagonistischer Effekt unbedingt zu 

vermeiden ist. 

Der Cytosensor-Test eignet sich also grundsätzlich für die Untersuchung von 

Sensitivitäten gegenüber Herceptin. Die gemessenen Effekte sind dabei geringer als 

die, die man üblicherweise für Chemotherapeutika findet. Um dennoch vorhandene 

Effekte sichtbar machen zu können, wurde bereits für die hier durchgeführten 

Untersuchungen die Inkubationszeit auf 24 h erhöht. Überträgt man die Ergebnisse 

des CV-Tests auf den Cytosensor-Test, so ist zu erwarten, dass bei längerer 

Inkubationszeit deutlichere Effekte sichtbar werden. Eine solche Verlängerung der 

Messzeit ist jedoch auf dem heute zur Verfügung stehenden Messgerät, dem 

Cytosensor Mikrophysiometer, nur mit sehr großem Aufwand zu bewerkstelligen und 

mit einer sehr hohen Ausfallrate verbunden. Dies wird in der überarbeiteten, neuen 

Version des Messgerätes, wie sie bereits entwickelt wird, deutlich einfacher sein. Für 

diese Art von Untersuchungen auf der heute erhältlichen Maschine ist es daher 

wichtig, die Auflösungsgrenzen zu untersuchen, die das Messsystem limitieren. Je 

geringer der gemessene Effekt, desto wichtiger ist es, dass Variationen der Messung 

gering ausfallen. Die in den hier durchgeführten Experimenten dargestellten 

Wirkungsintensitäten sind in Anbetracht der dargestellten Schwankungsgröße 

sicherlich grenzwertig und eine eindeutige Aussage ist somit nicht zu treffen. 

Dennoch deuten die Ergebnisse an, dass es lohnenswert ist, das Verfahren weiter zu 

untersuchen und auf die Fragestellung zu optimieren. Diese Optimierung könnte 

nach den Erkenntnissen dieses Kapitels eine Verlängerung der Inkubationszeit, 

sowie eine Minimierung des Messfehlers beinhalten. 

 

6.3 Abschlussbetrachtung 

 

Durch die vorliegende Arbeit konnte der ChemoSelect-Test optimiert werden. Der 

Test erwies sich als sehr gut geeignet, um Chemosensitivitätstestungen 

durchzuführen. Der ChemoSelect-Test bietet im Vergleich zu anderen 

Testverfahren Vorteile, die insbesondere in der kurzen Messdauer, der niedrigen 

benötigten Zellzahl, der kontinuierlichen und nicht zeitversetzten Datengenerierung, 

sowie der grundsätzlichen Eignung für jede Art von Tumorgewebe bestehen. Eine 
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Weiterentwicklung des Verfahrens erscheint unter Berücksichtigung der Erkenntnisse 

der vorliegenden Arbeit lohnenswert. 

Der Wirkungsnachweis tumorspezifischer Therapeutika mit Hilfe des ChemoSelect-

Tests scheint am Beispiel von Herceptin möglich. Dennoch ist in diesem Fall 

anzumerken, dass der gemessene Effekt unter Berücksichtigung der heute erzielten 

Variationen grenzwertig ist. Eine Verlängerung der Messzeit würde aller Voraussicht 

nach zu einer Vergrößerung dieses Effektes führen. Dies soll mit einer neu 

entwickelten Maschine möglich sein. 

Wichtige Fragen, die sich im Zusammenhang mit der Chemosensitivitätstestung 

stellen, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht, oder nur teilweise adressiert, werden 

jedoch in anderen Projekten der Firma CellControl behandelt. Dazu gehören 

folgende Themenbereiche: 1) Das Projekt Tumorheterogenität bearbeitet die Frage, 

in wie weit Ergebnisse, die in einem Chemosensitivitätstest mit Tumorzellen aus 

einer Lokalisation erzielt wurden, auf Ergebnisse von Tumorzellen aus anderen 

Lokalisationen übertragbar sind (z. B. Primärtumor / Metastasen). 2) Das Thema 

Normalzelleinfluss wurde im Zusammenhang mit der Optimierung kurz 

angeschnitten. Hier stellt sich die Frage, welchen Einfluss in untersuchten 

Tumorproben enthaltene Normalzellen auf eine Chemosensitivitätstestung haben 

können. 3) Ferner kann auch die Art des Gewebetransports, sowie die 

anschließende Aufarbeitung des Gewebes Einfluss auf Sensitivitäten und 

Resistenzen der daraus isolierten Tumorzellen nehmen. Diese drei 

Themenschwerpunkte stellen für die nächste Zeit den Hauptfokus der 

wissenschaftlichen Aktivitäten der Firma CellControl dar. 

Wenn klinische Daten die Vorhersagekraft des Tests belegen, könnte der 

ChemoSelect-Test ergänzend zu anderen diagnostischen Verfahren eingesetzt 

werden. Das Ziel ist dabei die Erhebung aller auf die Therapie Einfluss nehmenden 

Faktoren und eine auf diesen Faktoren basierende Therapieentscheidung. Eine 

wichtige Rolle wird die Interaktion zwischen Onkologen, Pathologen und Forschern 

spielen, die solche neue diagnostische Möglichkeiten aufzeigen. 
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8 Anhang 

8.1 Abkürzungen 

5FU 5´-Fluorouracil 
ATCC American Type Culture Collection 
BSS Ausgewogene Salzlösung (Balanced salt solution) 
cmax Maximale Serumkonzentration (in Patienten) 
CV Kristallviolett (Crystal violett) 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS Durchflusszytometer (Fluorescence activated cell scanner) 
FCS Fötales Kälberserum (Fetal Calf Serum) 
MCB Arbeitszellbank (Master cell bank) 
MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium Salz) 
MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide) 
PBS Phosphatgepufferte Saline 
PCR Polymerase chain reaction 
RKI Robert Koch Institut 
WCB Hauptzellbank (Working cell bank) 
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8.2 Zusammensetzung des SeleX-Mediums 

 
Komponente Konzentration (mg/l)
Alanin, L- 4,45
Arginin, L-, HCL 147,5
Asparagin, L-, H20 7,5
Asparaginsäure, L- 6,65
Cystin, L- 24
Cystein, L-, HCL H2O 17,56
Glutaminsäure, L- 7,35
Glutamin, L- 292,2
Glycin 18,75
Histidin, L-, HCI H2O 31,48
Hydroxyprolin, L-4- 20
Isoleucin, L- 54,45
Leucin, L- 59,05
Lysin, L-HCI 91,25
Methionin, L- 17,24
Phenylalanin, L- 35,48
Prolin, L- 17,25
Serin, L- 26,25
Threonin, L- 53,45
Tryptophan, L- 9,02
Tyrosin, L- 38,7
Valin, L- 52,85
Glucose 5.000
Inosit, myo-; Inosit, meso- 12,6
Biotin, D- 0,00365
Calcium D-Pantothenat 2,24
Cholinchlorid 8,98
Glutathion, L-, reduziert 1
Nicotinsäureamid 2,02
Pyridoxin, HCL (Vit. B6) 2,031
Thiaminchlorid, Thiamin HCL (Vit. B1) 2,17
Tocopherolsuccinat DL-alfa 0,01
Vitamin A-acetat 0,1
Vitamin B 12 (Cyanocobalamin) 0,68
Vitamin C (Ascorbinsäure) 2
Vitamin D2 0,1
Phenolrot 8,1
Calciumchlorid,  2 H2O 154
Eisen (III) nitrat, 9 H2O 0,05
Eisen (II)-Sulfat , 7 H2O zur Analyse 0,417
Kaliumchlorid 311,8
Kupfer (II) sulfat, 5 H2O 0,00125
Magnesiumsulfat,  7 H2O 100
Magnesiumchlorid, 6 H2O 61
Natriumchlorid 6999,5
Na2HPO4 14,29
Zinksulfat, 7 H2O 0,43
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