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Teil 1 - Kurzbericht

Kolorektale Karzinome gehéren zu den haufigsten malignen Tumoren mit hoher Metastasierungsrate
und sind dadurch meist unheilbar. Trotz intensiver Forschung und dem Einsatz von Tierversuchen
erhalten nur 5 % der in Phase | befindlichen onkologischen Therapeutika eine Zulassung. Die lange
Entwicklungszeit geht mit einem hohen Verbrauch an Versuchstieren einher. Um diese Ausfallrate zu
reduzieren, missen die praklinischen Screening-Methoden verbessert werden, z. B. durch
physiologisch relevante in-vitro-Tumormodelle.

Unser Ansatz nutzt zum einen die Fahigkeit patienten-abgeleiteter 3D-Zellkulturen kolorektaler
Karzinome (PD3D™-Modelle), die Struktur und Heterogenitat des urspringlichen Tumors abzubilden.
Durch die Integration in eine Organoid-on-Chip-Plattform (TumOC) sind zum anderen dynamische
Behandlungen und Messungen der Zellvitalitat in Echtzeit moglich. Dadurch kann die
Wirkungseffizienz von Krebsmedikamenten mittels Echtzeitmessungen der Zellvitalitat aufgeklart
werden. Durch die Berlicksichtigung der Tumorheterogenitat in Kombination mit Repeated-dose-
Experimenten mittels einer Kaskade unterschiedlicher Zytostatika erlaubt das TumOC-System die
Wirkungsweise individueller Kombinationstherapien zu testen und folglich pratherapeutisch
vorherzusagen. Damit ist das System sowohl fiir praklinische Wirkstoffentwicklung als auch fiir die
aufsteigende, personalisierte Onkologie von groflem Interesse.

Die Basis von TumOC bildete die Weiterentwicklung des bereits bestehenden Konzepts eines Organ-
On-Chip-Systems, dass fur die Langzeitkultivierung der CRC-Organoide in Kombination mit
Echtzeitmessungen der Zellvitalitdt mittels optischer Sauerstoff-Sensorpartikel adaptiert wurde (AP2:
Entwicklung eines CRC-Organoid-On-Chip-Systems). Durch die systematische Variation der Zellzahl,
OrganoidgroRe, Perfusionsgeschwindigkeit und Anordnung der Organoide, konnte die
Sauerstoffversorgung unter optimalen Wachstumsbedingungen kontrolliert und die Zellvitalitat
durch die Anderung der Sauerstoffkonzentration bestimmt werden.

Das Messverfahren wurde unter anderem so angepasst, dass der Sauerstoffverbrauch der Organoide
in Echtzeit quantifiziert wurde, um somit Anderungen der Zellatmung in Abhingigkeit von der
Kultivierungsdauer zu untersuchen. Dadurch kann das Wachstum der CRC-Organoide bzw. die
Hemmung des Wachstums, induziert durch die Gabe von Medikamenten unterschiedlicher
Konzentrationen, oder auch das Absterben der Organoide lber einen Zeitraum bis 200 Stunden
untersucht werden. Somit wurde der projektentscheide Meilenstein MS 2“CRC-Organoid-On-Chip-
System (TumOC) steht fiir Messungen mit Zytostatika zur Verfligung” erfillt.

Der Projektpartner CELLphenomics wahlte fiir die systematische Analyse der Sensitivitat von CRC-
Organoiden im TumOC verschiedene patienten-abgeleiteter 3D-Zellkulturen kolorektaler Karzinome
aus, die umfangreich charakterisiert waren und deren Sensitivitat durch Endpunktmessungen
bekannt war. Diese CRC-Organoide wurden in dem TumOC kultiviert und deren Sauerstoffverbrauche
wahrend der Behandlung mit den MEK Inhibitor-Wirkstoffen Trametinib oder Cobimetinib fir 72 h
mit maximal im Plasma erreichbare Konzentration cmax , ein Drittel cmax und dreifach cmax
analysiert (AP 3: Messungen mittels TumOC zur Bestimmung der Wirkungseffizienz von
Zytostatika).Der wachstumshemmende Effekt der Wirkstoffe konnte bei sensitive Organoiden im
TumOC nachgewiesen werden und die Hemmung korrelierte mit der eingesetzten
Wirkstoffkonzentration. Das Wachstum nicht sensitiver CRC-Organoide hingegen wurde nicht
herabgesetzt. Der Meilenstein MS 3, Nach zwolf Monaten liegt der erste Datensatz zur Bestimmung
der Wirkungseffizienz eines Zytostatikums im CRC-Organoid- On-Chip vor” wurde erfllt.

Neben den Langzeitexpositionsexperimenten mit den Wirkstoffen wurden Repeated-Dose-
Behandlungsregime untersucht und der Effekt der Regeneration des Tumorwachstums zwischen den
Behandlungen untersucht.

Tumore sind haufig sehr heterogen aufgebaut und bestehen nicht nur aus einem Zelltyp. Daher ist es
entscheidend, auch diese Heterogenitat in einem Screening zu beriicksichtigen. Um Aussagen lber
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individuelle Sensitivitaten unter identischen Testbedingungen ermitteln zu kénnen, wurden
heterogene CRC-Organoidlinien, Geschwisterorganoide, jeweils in die Wells eines Kanals im TumOC
eingebettet und der lokale Sauerstoffverbrauch bei den verschiedenen CRC-Modellen wahrend der
Wirkstoffbehandlung mit Trametinib quantifiziert (AP4: Einsatz heterogener Organoidlinien unter
identischen Testbedingungen im TumOC). In dieser Messkonfiguration konnte ebenfalls zwischen
den Trametinib-sensitiven und den resistenten CRC-Organoiden wahrend der Behandlung
unterschieden werden. Somit konnten die Geschwisterorganoide unter identischen Bedingungen
getestet und die unterschiedliche Sensitivitat bestimmt werden. Limitierend ist jedoch in dieser
Konfiguration, dass der Sauerstoffverbrauch bei resistenten Organoiden wahrend der
Langzeitkultivierung so hoch werden kann, so dass fir dahinterliegende Organoide kanalabwarts
unzureichend Sauerstoff vorhanden ist und dadurch keine Anderungen des Sauerstoffverbrauchs
detektiert werden kann. Die Experimente zur Untersuchung heterogener CRC-Organoidlinien wurden
mit zwei Geschwisterparchen durchgefiihrt und somit der Meilenstein MS5 , Realisierung der
Integration heterogener Organoide im TumOC” erfiillt.

Nachdem die Sensitivitat der Geschwisterorganoide mit kontinuierlicher Trametinib-Exposition fir
72 h untersucht wurde, wurde der Einfluss einer wiederholten Trametinib-Gabe (repeated dose) auf
den Sauerstoffverbrauch der Geschwisterorganoide unter Verwendung verschiedener Trametinib
Konzentrationen analysiert. Wie auch bei der kontinuierlichen Trametinib-Exposition wurde das
Wachstum der beiden sensitiven Modelle gegeniiber Trametinib wahrend des Expositionszeitraums
gehemmt, was sich durch einen konstanten Sauerstoffverbrauch oder geringeren Anstieg des
Sauerstoffverbrauchs im Vergleich zu den unbehandelten Organoiden zeigte. Nach dem Wechsel auf
Medium ohne Trametinib (Erholungsphase) stieg der Sauerstoffverbrauch bei allen Messungen
wieder an, d. h. es fand wieder ein Wachstum der beiden Geschwisterorganoide statt. Das
wiedereinsetzende Wachstum belegt die reversible Wachstumshemmung von Trametinib.

Die Etablierung eines standardisierten Datenvergleichs zwischen statischen Endpunktmessungen von
Cellphenomics und den kinetischen Daten in Echtzeit ist relevant, da die Bewertung der Sensitivitat
der Organoid-Modelle bzw. die Wirksamkeit der Wirkstoffe wie Trametinib fiir den
Methodenvergleich notwendig ist (AP 5: Modellvergleich 3D-Zellkultur versus PDX-Modell versus
TumOC). Fur den Datenvergleich zwischen den Endpunktmessungen im HTS und der
Echtzeitmessungen des Sauerstoffverbrauchs im TumOC wurde die gleiche Wirkstoffexpositionszeit
in beiden Messverfahren untersucht. AnschlieRend wurde der Informationsgehalt der kinetischen
Messungen reduziert, so dass nur die Anderung des Sauerstoffverbrauchs vom Beginn und dem Ende
der Exposition beriicksichtig wurde, um ein Aquivalent zur den Endpunktmessungen zu schaffen. Die
Anderung des Sauerstoffverbrauchs (Delta O,-consumption) wurde jeweils fiir jede
Wirkstoffkonzentration aufgetragen und eine Dosis-Wirkungskurve abgeleitet. AnschlieBend wurden
die IC50-Werte ermittelt und mit den Werten IC50-Werten der Endpunktmessungen des
Projektpartners, um die Ergebnisse zu bewerten. Zur Auswertung der repeated-Dose-Messungen
wurde die gleiche Verfahrensweise genutzt.



TumOC - Sachbericht Forderkennzeichen 161L0280A
Teil 2 - Eingehende Darstellung

Teil 2 - Eingehende Darstellung

Ausfiihrliche Darstellung der durchgefiihrten Arbeiten

In dem Projekt wurde ein Tumor-Organoid-on-Chip-Device (TumOC) entwickelt, das drei aktuelle
technologische Fortschritte vereint: i) von Patienten abgeleitete 3D-Zellkulturen (Organoide) aus
kolorektalen Karzinomen, die die Architektur und Heterogenitat des urspriinglichen Tumors
rekapitulieren, ii) Sauerstoff-Mikrosensorpartikel zur Bewertung der Zellvitalitdt in Echtzeit und iii)
mikrofluidische Perfusion zur definierten Exposition von Zytostatika.

Die folgenden Arbeitspakete wurden gemeinsam mit dem Kooperationspartner Cellphenomics
bearbeitet. Cellphenomics stellte die Expertise liber die CRC-Organoide zur Verfligung, wahlte die
Modelle sowie die Zytostatika aus, bereitete die Arbeiten durch eine Vorkultivierung der Organoide
vor und unterstitzte bei der Auswertung sowie Bewertung der Ergebnisse.

AP2: Entwicklung eines CRC-Organoid-On-Chip-Systems (TumOC)

Der TumOC-Chip wurde im Rahmen des Projektes an die Anforderungen der Organoidkultur
angepasst. Ein TumOC-Chip besteht aus einem Zellkulturtrager und einem Fluidik-Support. Der
Zellkulturtrager enthalt drei separate Kanale (je 500 um hoch, 2 mm breit). Am Boden der Kanéle
befinden sich jeweils sechs kleine Wells entlang des Kanals (1,5 mm und 300 um tief). In die Wells
wurden abwechselnd Sauerstoff-Sensorpartikel und Organoide mit Sauerstoff-Sensorpartikel in einer
Matrix (Cultrex) eingebettet. Ein grolRer Vorteil ist, dass der besiedelte Zelltrager zunachst autark
ohne Fluidik-Support kultiviert werden kann. Fiir die Echtzeitmessungen der Zellvitalitdt wurde der
Zelltrager mit dem Fluidik-Support verbunden, um die mikrofluidische Peripherie (Schlauche, Ventile,
Pumpen, Reservoire) anzuschlielen. Die mikroskopische Untersuchung und die optische
Sauerstoffmessung erfolgte in einem vollautomatisierten Mikroskop, das mit einer Klimakammer und
einem Sauerstoffmesssystem ausgeriistet war.

Etablierung der Organoidkultur und Einsaat in den TumOC

Zu Beginn des Projekts wurden von Cellphenomics CRC-Organoidmodelle ausgewahlt und an das
Fraunhofer 1ZI-BB libergeben (MS1). Zu diesen Organoidmodellen liegen bereits umfangreiche Daten
aus den dort genutzten Endpunktassays sowie liber deren Mutationen vor. Fir die Etablierung der
Kultivierung und der Optimierung der Einsaat in den TumOC wurden zundchst zwei Organoidlinien
aus einem Kolonkarzinom genutzt, die aus verschiedenen Regionen eines Tumors entnommen
wurden. Diese unterscheiden sich sowohl morphologisch, als auch in ihrem Wachstum mit einer
Verdopplungszeit von 1 beziehungsweise 1,5 Tagen (Abb. 1).

Abb. 1: Phasenkontrastaufnahmen von CRC-Org
links) Co-P-149A und rechts) Co-P-149C.

Die Organoide wurden, anders als Standardzelllinien in 2D, innerhalb einer Matrix (Cultrex oder
Matrigel) in 3D kultiviert. In dieser Matrix bilden die Zellen ihre komplexen Strukturen in Form von
Organoiden aus. Die Vermehrung der Organoide wurde in Standard-Wellplatten durchgefiihrt, d. h.
die Kultivierung erfolgte statisch (ohne Perfusion). Flr die Subkultivierung der Organoide wurde die
Matrix vom Boden der Welloberflache geldst. Die Organoide wurden anschlieRend durch
Zentrifugation von den Matrixproteinen und dem Medium getrennt. Die Organoide konnten dann
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entweder als vollstandige Organoide neu eingebettet oder durch einen zusatzlichen enzymatischen
Verdau in Einzelzellen aufgebrochen werden, um ihre Grof3e zu verringern und sie dann anschlieRend
neu auszusaen.

Einsaat von Einzelzellen

Analog zu den Protokollen von Cellphenomics wurde als erstes die Zelleinsaat im TumOC mit
Einzelzellen durchgefiihrt. Hierbei wurden sowohl die Zellen als auch die Sensorbeads durch Cultrex
in den Wells des Zelltragers fixiert, der Zelltrager an die Fluidik angeschlossen und dann
kontinuierlich mit Medium perfundiert.

Der erste Schritt zur Realisierung unseres TumOCs ist die reproduzierbare Kultivierung der CRC-
Organoide in dem vorhandenen Organ-On-Chip-System und die Uberwachung des Zellwachstums
anhand der Messung der Anderung der Sauerstoffkonzentration. Dafiir musste als erstes die
Zelleinsaat in den Chip optimiert werden, da sich sowohl die Zellzahl, die sich aus der OrganoidgréRe
und deren Anzahl zusammensetzt, als auch die Perfusionsgeschwindigkeit direkt auf die
Nahrstoffversorgung und die Sauerstoffkonzentration auswirken.

e

Abb. 2: Phasenkontrastaufnahme von Co-P-149C CRC-Organoiden nach vier Tagen statischer Zellkultur. Es
haben sich nur wenige Organoide aus 300 Einzelzellen / Well in dem Zellkulturtrdger des TumOCs gebildet. Die
Sensorpartikel wurden bei der Einsaat in die Matrix hinzugefiigt. Scalebar = 150 um

Zundchst wurden analog zum Einsaatprotokoll der statischen Endpunktassays von Cellphenomics die
Organoide abgel6st, in Einzelzellen verdaut und mit ca. 300 Zellen/Well in den Zelltrdger des Organ-
On-Chips gemeinsam mit den Sauerstoffsensoren eingesat. AnschlieBend wurden die Wells mit
Medium Uberschichtet und fiir 4 Tage bei 37°C und 5% CO; statisch inkubiert. Dabei haben sich nur
sehr wenige Organoide aus den Einzelzellen in den Wells gebildet (Abb. 2). Einerseits bilden je nach
Zelltyp nicht alle Einzelzellen auch Organoide aus, andererseits werden im TumOC geringere
Volumina fiir die Einsaat in die Wells verwendet. AnschlieRend wurde der Zellkulturtrager mit der
Fluidik verbunden und die Sauerstoffkonzentration ermittelt. Die Pumpgeschwindigkeit lag hierbei
konstant bei 1 um/s. Die gemessenen Sauerstoffwerte entlang des Kanals liegen bei 100 % O,-Gehalt
Gber 18 h (Abb. 3), das heiRt der Sauerstoffverbrauch der Zellen war zu gering, um ein Absinken der
Sauerstoffkonzentration bei der verwendeten Perfusionsgeschwindigkeit zu bewirken. Der
dynamische Messbereich des Systems wurde somit nicht erreicht.
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Abb. 3: Sauerstoffmessung im TumOC mit Co-P-149C Organoiden. Weiterflihrung des Experiments aus Abb. 2.

Der Sauerstoffgehalt liegt Gber 18 Stunden an allen Positionen bei 100 %. Die Zellzahl ist zu gering, um einen
Abfall der Sauerstoffkonzentration herbeizufiihren und damit den Verbrauch der Zellen zu messen.

Daraufhin wurde zunachst die Zellzahl bei der Einsaat in die Wells erhéht. AuRerdem sollte eine
moglichst homogene Einsaat zwischen den Wells erreicht werden, um reproduzierbare
Sauerstoffmessungen zu ermoglichen. Exemplarisch sind in Abb. 4 Mikroskopieaufnahmen nach der
Einsaat unterschiedlicher Zellzahlen dargestellt (500 Zellen/Well und 800 Zellen/Well). Die
Organoidanzahl konnte deutlich erhoht werden, wobei sich die theoretischen Zellzahlen von denen
im Well unterscheiden. Diese Unterschiede lassen sich vor allem durch die geringen Volumina,
mogliche Fehler beim Auszahlen und durch den Verlust beim Handling erkldaren. AuRerdem
unterscheiden sich die Zellen hinsichtlich der Organoidformation aus Einzelzellen.

Abb. 4: Phasenkontrastaufnahmen von Co-P-149C CRC-Organoiden (links) und Co-P-149A CRC-Organoiden
(rechts) nach vier Tagen statischer Zellkultur. Es wurden 500 Einzelzellen / Well (links) und wurden 800
Einzelzellen / Well (rechts) in dem Zellkulturtrager des TumOCs gemeinsam mit Sensorpartikeln eingesat.

Besonders die langsamer wachsende Co-P-149C Zelllinie bildet im Verhaltnis weniger
Organoidstrukturen aus, womit die Einstellung der Zellzahl im TumOC nach dem Verdau in
Einzelzellen erschwert war. Daher wurde aulRerdem getestet, inwieweit eine direkte Einsaat der
Organoide in die Wells des TumOC ohne Verdau schonender moglich ist.

Einsaat von Organoiden

Fiir die Einsaat von Organoiden werden diese vom Boden der Kulturplatte abgeldst, durch
Zentrifugation von der Matrix getrennt, der Mediumiberstand abgenommen und in Cultrex mit den
Sensorbeads resuspendiert. AnschlieRend wird die Matrix-Suspension aus Organoiden und den
Sensorbeads in die Wells des Zelltragers pipettiert und nach dem Ausharten mit Medium
Uberschichtet.
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Abb. 5: Phasenkontrastaufnahmen von Co-P-149A CRC-Organoiden (links) und Co-P-149C CRC-Organoiden
(rechts) nach der Einsaat in den Zellkulturtrager als ganze Organoide. Es wurden jeweils 2 Wells abgeldst und
die Organoide durch Zentrifugation von den Matrixproteinen getrennt. Anschliefend wurden sie gemeinsam
mit den Sensorpartikeln eingesat. scalebar = 150 um

Wie in Abb. 5 gezeigt, konnten Organoide auch direkt mit den Sensorbeads in die Wells des TumOC
eingebettet werden. Zellen, die in der Kultur keine Organoide ausgebildet haben, wurden dadurch
deutlich reduziert und die OrganoidgroRe ist relativ homogen. Teilweise gab es noch gréRere
Aggregate, die noch durch starkeres Scheren wahrend des Pipettierens besser voneinander getrennt
werden konnten. Durch die Organoid-Einsaat befanden sich deutlich mehr Zellen in den Wells des
Zelltragers. Dadurch stiegt lokal der Sauerstoffverbrauch bei den Zellen an, der nun durch eine
Abnahme der Sauerstoffkonzentration detektiert werden konnte, nachdem der Zelltrager mit den
Organoiden an die Fluidik angeschlossen wurde (Abb.6).
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Abb. 6: Sauerstoffmessung von Co-P-149A CRC-Organoiden nach der Einsaat in den Zellkulturtrager als ganze
Organoide aus Abb. 5 (links). Die erste und die letzte Messposition (gelb, schwarz) sind mit Sauerstoffsensoren
gefllt (Kontrolle) und in die Positionen dazwischen wurden Organoide mit Sauerstoffsensoren eingesat. Vorne
im Kanal werden 100 % Sauerstoffgehalt gemessen, danach sinkt der lokale Sauerstoffgehalt bei den
Organoiden kontinuierlich entlang des Kanals. Uber die Messzeit von 60 h sinkt der Sauerstoffgehalt
kontinuierlich ab.

Zusatzlich zu den Sauerstoffmessungen werden zur Kontrolle vor und nach dem Experiment
mikroskopische Aufnahmen der Wells gemacht. Exemplarisch sind in Abb. 7 die Organoide zum Start
der Messung und nach 70 h im TumOC gezeigt. Das Wachstum der Organoide ist deutlich zu
erkennen und deren komplexe Struktur blieb Giber den Zeitraum erhalten.
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Abb. 7: Phasenkontrastaufnahmen von Co-P-149A CRC-Organoiden (links) und Co-P-149C CRC-Organoiden
(rechts) im TumOC zu Beginn der Messung (to) und nach 70 h Messung (t7on). Die Zellen wurden kontinuierlich
mit Medium ohne Testsubstanz perfundiert. Die OrganoidgréfRe nimmt wahrend des Experiments bei beiden
Organoidlinien zu.

Um die Zellvitalitat Gber die gesamte Versuchslaufzeit bestimmen zu kénnen war es erforderlich,
dass die ermittelten Sauerstoffkonzentrationen im verfligbaren dynamischen Messbereich lagen,
auch wenn der Sauerstoffverbrauch durch das Wachstum der Organoide steigt.

Exemplarisch sind in Abb. 8 Sauerstoffmessungen von Organoiden im TumOC mit den
entsprechenden Wellaufnahmen dargestellt. Die Organoide haben dabei eine Gr6Re von mehr als
200 um erreicht und die Sauerstoffkonzentrationen bei den Zellen (blaue und rote Kurve) lagen liber
den Messzeitraum von 40 h unter 20 %. Die Kontrollposition (gelb), bestehend aus Sensorbeads ohne
Zellen im Well, befand sich am Eingang des Kanals und zeigte, dass dem System 100 % Sauerstoff
zugefiihrt wurden. Die niedrigen Werte bei den Zellen belegten, dass der Sauerstoff im System
nahezu vollstandig verbraucht und der dynamische Messbereich des Systems zum Ende der Messung
unterschritten wurde. Die Mikroskopiebilder nach 40 h zeigen ein Wachstum der Organoide, ein
weiteres Absinken der Sauerstoffkonzentration konnte mit der genutzten Perfusionsgeschwindigkeit
(1 um/s) allerdings kaum noch gemessen werden.
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Abb. 8: A) Sauerstoffmessung im TumOC tber 40 h mit Co-P-149A Organoiden. Die Kontrollposition am Eingang
des Kanals zeigt 100 % Sauerstoffgehalt. An den Zellpositionen liegt der Sauerstoffgehalt unter 20 %, das heillt
der zugefiihrte Sauerstoff wird fast vollstandig verbraucht. B) Phasenkontrastaufnahmen von Co-P-149A CRC-
Organoiden im TumOC zu Beginn der Messung (to) und nach 40 h Messung (taon). Die Organoide wurden
kontinuierlich mit Medium ohne Testsubstanz perfundiert.

Die Einsaat der Organoide als Einzelzellen in die Wells des TumOC ist moglich, allerdings
unterscheiden sich die Organoidlinien in dem Verhaltnis, wie viele Organoide ausgebildet werden
und die Zellen werden durch den vollstandigen Verdau starker gestresst. Die Einsaat als vollstandige
Organoide erwies sich als schonender und die Reproduzierbarkeit der Sauerstoffwerte im
dynamischen Bereich steigt, da weniger Einzelzellen im Well vorliegen. Die Ernte fiir die Einsaat aus
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der Organoid-Standardkultur wird nun so abgepasst, dass die Organoide zwischen 30-50 pum grof
sind. Vor allem bei der Einsaat von unterschiedlichen Zelllinien in einen TumOC sollte dadurch die
Vergleichbarkeit zwischen den Sauerstoffmessungen steigen.

Anpassung der Perfusionsgeschwindigkeit

Neben der Moglichkeit die Anzahl von Zellen bzw. Organoiden (,,Verbraucher”) in den Wells des
TumOCs zu optimieren, kann der Sauerstoffmessbereich auch tiber die Perfusionsgeschwindigkeit
(,Versorgung”) reguliert werden, um einen Messung innerhalb des dynamischen Sauerstoffbereiches
zu gewahrleisten. So kann gleichzeitig auch die ausreichende Versorgung der Zellen sichergestellt
werden.
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Abb. 9: Einfluss der Perfusionsgeschwindigkeit auf die Sauerstoffmessungen entlang des Kanals des TumOCs.
Position 1 (gelb) und 6 (schwarz) sind nur mit Sauerstoffsensoren gefillt wahrend die dazwischenliegenden
Positionen mit Sauerstoffsensoren und Organoiden gefiillt sind (Position 2: lila, Position 3: griin, Position 4:
blau, Position 5: rot). Das Sauerstoffniveau ist abhdngig von der Pumpgeschwindigkeit und der Lage der
Messposition im Kanal. Die erste Messposition (gelb) zeigt Giber den Messzeitraum 100 % O2-Gehalt an,
wahrend alle anderen Positionen durch den Verbrauch der Zellen liber die Zeit sinken. Ein Verringern der
Pumprate flhrt zu einem Absinken des Sauerstoffgehalts, eine Steigerung der Pumprate erhoht die
Sauerstoffzufuhr.

In Abb. 9 ist eine Sauerstoffmessung wahrend der Organoidkultivierung im TumOC dargestellt, in der
ein Pumpregime mit wechselnden Perfusionsraten eingestellt wurde. Die Flussgeschwindigkeit wurde
variiert und der Einfluss auf die Sauerstoffkonzentration in den Wells untersucht. Dabei wurden die 6
Positionen im Kanal wie zuvor an Position 1 und 6 mit Kontrollpositionen (Cultrex mit Sensorbeads)
und die dazwischenliegenden Wells mit Organoiden und Sensorbeads in Cultrex gefiillt. An der
vordersten Position im Kanal wurden 100 % Sauerstoff gemessen, unabhangig von der Pumprate, da
hier kein Sauerstoffverbrauch durch Zellen vorlag. Bei der zweiten Position im Kanal, die mit
Organoiden besiedelt wurde, wurden zu Beginn 90 % Sauerstoffgehalt gemessen. Dieser Wert sank
iber den Messzeitraum von 16 h leicht auf 80 % und es lieR sich bei Anderung der Pumprate bereits
ein geringer Effekt messen. In den darauffolgenden Wells mit Organoiden sank der Sauerstoffgehalt
entlang des Kanals. Zu erkennen war auRerdem, dass die Anderung der Pumprate stirkere
Auswirkungen auf die Positionen 4 bis 6 hatte. Entlang des Kanals nahmen die Auswirkungen auf die
Sauerstoffkonzentration zu, wobei bei Verringerung der Pumprate ein Absinken und bei Erhéhung
ein Ansteigen der Sauerstoffkonzentration gemessen wurde. Die gemessenen Sauerstoffwerte
erreichten sowohl nach Erhéhung, als auch Verringerung der Pumpgeschwindigkeit wieder ihr
Ausgangsniveau. Die letzte Kontrollposition zeigte, dass nach 16 h durch die vorgelagerten Zellwells
60 % des zugefiihrten Sauerstoffs verbraucht wurde. Uber den Messzeitraum von 16 h sanken alle
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Sauerstoffkonzentrationen der Zellwells kontinuierlich, was vor allem auf die Proliferation der Zellen
zurlickzufihren war.

Neben der Perfusionsgeschwindigkeit hat auch die Wellposition im Kanal einen Einfluss auf die
Sauerstoffversorgung der Zellen. Entlang des Kanals verbrauchen die Zellen den Sauerstoff durch die
Zellatmung, wodurch weniger Sauerstoff zur Verfligung gestellt wird, je weiter hinten die Position ist.
Besonders bei Langzeitmessungen mit proliferierenden Zellen wiirden die hinteren Wells des Kanals
den dynamischen Messbereich verlassen und stiinden nicht mehr fiir eine Auswertung zur
Verfligung.

Fur die folgenden Versuche wurde eine Pumpgeschwindigkeit von 8,3 um/s verwendet. Fiir sehr
langsam proliferierende Zellen oder wenn nur wenig Organoide eingesat wurden, kann die
Perfusionsrate bei Bedarf reduziert werden, um den dynamischen Messbereich des Systems zu
erreichen. AuRerdem ware zukilnftig eine mogliche Anpassung der Perfusion innerhalb eines
Experiments denkbar. Diese dynamische Perfusionsgeschwindigkeit konnte sich an der Zellatmung
der Organoide orientieren, die keinem Zytostatikum exponiert werden.

Durch die systematische Variation der Zellzahl, OrganoidgrofRe und Perfusionsgeschwindigkeit,
konnte die Sauerstoffversorgung unter optimalen Wachstumsbedingungen kontrolliert und die
Zellvitalitat durch die Anderung der Sauerstoffkonzentration bestimmt werden. In Abb. 10 A ist eine
exemplarische Messung der Sauerstoffkonzentration bei den Organoiden dargestellt, die die
Konfiguration zur Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs der Organoidwells im TumOC zeigt (Abb. 10 B)
und dass dadurch das Organoidwachstum ermittelt werden kann. Im Projektverlauf hat sich
herausgestellt, dass die Zellzahl bzw. OrganoidgroRe fiir jede Organoid-Linie erneut angepasst
werden musste, da das Wachstumsverhalten variierte. Die Ergebnisse in Abb. 10 belegen, dass der
projektentscheide Meilenstein MS 2“CRC-Organoid-On-Chip-System (TumOC) steht fiir Messungen
mit Zytostatika zur Verfigung” erfillt wurde.
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Abb. 10 A) Sauerstoffmessung einer CRC-Organoid-Linie im TumOC mit alternierender Befillung der sechs
Kavitaten entlang des Kanals mit Kontrollpositionen ,K“ (Sensorbeads ohne Organoide) und Organoiden ,,Z“
(Sensorbeads mit Zellen). B) Sauerstoffverbrauch der Organoid-Wells entlang des Kanals. Der Verbrauch wurde
jeweils Uber die Differenz eines Kontrollwells ohne Organoide und des dahinterliegenden Organoid-Wells
gebildet.

AP 3: Messungen mittels TumOC zur Bestimmung der Wirkungseffizienz von Zytostatika

Nachdem die Einsaat der Organoidlinien in die Wells des TumOC Kanals optimiert wurde, konnten
gemald Projektzeitplan erste Wirkstoffscreenings mit verschiedenen Organoidlinien durchgefiihrt
werden. Dabei wurde zusatzlich eine Auswertungsmethode entwickelt, die einen Vergleich der
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klassisch statischen Messungen in Wells (Endpunktmessungen von Cellphenomics) mit den
dynamischen TumOC-Messungen ermoglicht.

Zu den fir die Experimente verwendeten Organoidlinien zahlen unter anderem Co-P-149-A und Co-P-
149-C, die urspriinglich als Geschwisterorganoide aus einem Patienten stammten, aber aus
verschiedenen Regionen eines Tumors entnommen wurden. AuBerdem wurden Co-P-71 und Co-X-69
verwendet, die jeweils vom Tumormaterial unterschiedlicher Patienten abgeleitet wurden.

AP 3.1 Einfluss verschiedener Zytostatika und Konzentrationen auf Zellvitalitét (Single-dose-
Messungen)

Neben Sensitivitatsscreenings mit dem Wirkstoff Trametinib wurde der Einfluss von Cobimetinib auf
die Organoidlinie Co-P-149-A getestet. Es handelt sich dabei um einen MEK Inhibitor. Diese Linie
wurde bei Cellphenomics mit dem ATP-Assay als Endpunktmessung als sensitiv eingestuft. In Abb. 11
sind exemplarisch die kinetischen Sauerstoffverbrauche je eines Wells vor, wahrend und nach der
72 h Exposition mit Cobimetinib dargestellt. Es wurden die maximal im Plasma erreichbare
Konzentration cmax (0,51 M), ein Drittel cmax und dreifach cmax getestet. Die Messkurve der Kontrolle
ohne Wirkstoffexposition steigt exponentiell an und erreicht nach 80 h nahezu 100 %
Sauerstoffverbrauch. Der Sauerstoffverbrauch der geringsten getesteten Cobimetinib Konzentration
von 0,17 uM steigt ebenfalls (iber den Messzeitraum, allerdings langsamer und erreicht nach etwa
40 h ein Plateau. Alle anderen Messkurven stagnieren tGber den Messzeitraum, bzw. steigen nur
minimal. Diese Daten belegen auch im TumOC eine Sensitivitdt von Co-P-149-A gegeniliber
Cobimetinib. Die Erfillung des Meilensteins MS 3 ,Nach zwo6lf Monaten liegt der erste Datensatz zur
Bestimmung der Wirkungseffizienz eines Zytostatikums im CRC-Organoid- On-Chip vor” wurde
demnach belegt.
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Abb. 11: Sauerstoffverbrauch von Co-P-149-A (Region A) vor, wahrend und nach der Exposition mit
Cobimetinib. Die Kontrolle ohne Wirkstoffexposition steigt exponentiell an. Die geringste
Cobimetinibkonzentration (0,17 uM) steigt langsamer und stagniert nach etwa 30 h. Der Sauerstoffverbrauch
der Organoide, die mit héheren Konzentrationen exponiert wurden, bleiben im Expositionszeitraum konstant
bei etwa 10 %.

Um aussagekraftige Alternativen zu Tierversuchen zu schaffen ist es notwendig, Untersuchungen der
Zellen moglichst physiologisch durchzufiihren. Ein Aspekt ist z. B. das verwendete Zellkulturmedium,
das Ublicherweise unter anderem Wachstumsfaktoren wie EGF und FGF enthélt, um ein Wachstum
der Organoide in einer kiinstlichen Umgebung zu erméglichen. Die Konzentrationen dieser
Wachstumsfaktoren sind im Medium héher als im menschlichen Organismus. In diesem
Zusammenhang wurde von Cellphenomics das Organoidmedium optimiert. Die Wirksamkeit eines
reprasentativen Medikaments Cetuximab, das auf den EGF-Rezeptor gerichtet ist, wurde
anschlieRend in Endpunktmessungen und auch im TumOC getestet (Abb. 12). Durch die Modifikation
der Mediumzusammensetzung konnte die proliferationsinhibierende Wirkung von Cetuximab auch in
dem kinetischen TumOC-System nachgewiesen werden.
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Abb. 12: Untersuchung der Wirkstoffsensitivitat von der Organoidlinie Co-P-71 in Abhangigkeit vom
verwendeten Medium. A) Bei Nutzung von regularem Medium im TumOC-System steigt der
Sauerstoffverbrauch von Co-P-71 mit und ohne Cetuximab-Exposition kontinuierlich an. B) Im physiologischen
Medium nimmt der Sauerstoffverbrauch von Co-P-71 ohne Cetuximab-Exposition zu, wahrend die Exposition
mit Cetuximab ein Absinken des Sauerstoffverbrauchs und demzufolge eine Hemmung der
Organoidproliferation zur Folge hat.

AP 3.2 Repeated-dose-Messungen und Kombinationsbehandlungen
100 -
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Abb. 13: Einfluss der wiederholten Trametinib Exposition auf den Verlauf des Sauerstoffverbrauchs von Co-X-69
Organoiden. Exemplarisch ist der Sauerstoffverbrauch der Co-X-69 in Abhangigkeit von der Zeit vor, wahrend
der Trametinib Exposition (grauer Bereich) und danach aufgetragen. Die Messkurven der Organoide ohne
Trametinib Exposition steigen kontinuierlich Gber den Messzeitraum an. Die Exposition mit Trametinib fihrt zu
einer Stagnation des Sauerstoffverbrauchs und der Wechsel auf Medium ohne Wirkstoff fihrt zu einer
weiteren Zunahme des Sauerstoffverbrauchs.

Die automatisch ansteuerbaren Ventile im mikrofluidischen System ermoglichen den automatischen
Wechsel des Mediums mit und ohne Wirkstoff auch in kiirzeren Abstdnden. So kénnen analog zu den
kontinuierlichen Expositionsexperimenten auch repeated dose Messungen durchgefiihrt werden bei
denen sich Exposition mit dem Wirkstoff und eine Erholungsphase mit Medium im 24 h Rhythmus
abwechseln. Zunachst wurden die Zellen ohne Wirkstoffgabe im TumOC kultiviert und der
Sauerstoffgehalt gemessen. Uber die vorgelagerte Kontrollposition mit Sauerstoffsensoren ohne
eingebettete Zellen wird der Sauerstoffverbrauch ermittelt. Ab einem Sauerstoffverbrauch der
Organoide lber 10 % folgt eine Exposition mit dem Wirkstoff fiir 24 h mit anschliefender 24 h
Erholungsphase, erneuter 24 h Exposition mit darauffolgender Erholungsphase.

In Abb. 13 ist exemplarisch eine repeated dose Messung mit Co-X-69 Organoiden dargestellt, die mit
unterschiedlichen Trametinib Konzentrationen behandelt wurden. Dieses Organoidmodell war in
vorherigen Messungen mit einem IC50 von 5 nM sensitiv gegenliber Trametinib. Der
Sauerstoffverbrauch der Kontrolle ohne Wirkstoffexposition steigt kontinuierlich Giber den
Messzeitraum an. Bei der Exposition mit 12 und 36 nM(cmax) stagniert der Sauerstoffverbrauch der
Co-X-69 wahrend der Exposition und steigt in der Erholungsphase wieder an. Die
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proliferationshemmende Wirkung von Trametinib kann wahrend der Exposition in Echtzeit gemessen
werden.

AP4: Einsatz heterogener Organoidlinien unter identischen Testbedingungen im TumOC

Tumore sind haufig sehr heterogen aufgebaut und bestehen nicht nur aus einem Zelltyp. Daher ist es
entscheidend, auch diese Heterogenitat in einem Screening zu berticksichtigen. Um Aussagen (iber
individuelle Sensitivitaten unter identischen Testbedingungen ermitteln zu kdnnen, besteht die
Moglichkeit heterogene CRC-Organoidlinien separat in die Wells eines Chips einzubetten.

AP4.1: Wirkungseffizienz von Zytostatika auf Geschwisterorganoide

Um die Wirkungseffizienz von Zytostatika auf Geschwisterorganoide zu untersuchen, wurden die
zwei Geschwisterparchen Co-P-149A und Co-P-149C sowie Co-X-69 und Co-P-71 verwendet. Diese
Modelle stammten jeweils aus verschiedenen Regionen eines Tumors und bilden damit die
intratumorale Heterogenitat ab. Die Parchen wurden jeweils alternierend in die Wells eines Kanals
des TumOC ausgesat, mit Trametinib exponiert und die unterschiedliche Sensitivitat der
Geschwisterorganoid-Modelle gemessen.

Co-P-149A und Co-P-149C wurden zuvor im TumOC als sensitiv gegenliber Trametinib klassifiziert,
was sich von den Messdaten von Cellphenomics unterscheidet. Die alternierende Einsaat der
Modelle in die hintereinanderliegenden Wells eines Kanals ergab dhnliche Ergebnisse (Abb. 14). Die
Exposition mit Trametinib mit verschiedenen Konzentrationen fiihrte zu einer Stagnation
beziehungsweise ab 36 nM auch zu einer Verringerung des Sauerstoffverbrauchs. Die erste
Messposition (Co-P-149C) des Kanals ohne Wirkstoffexposition stieg Gber den Messzeitraum
kontinuierlich an, was durch ein Wachstum der Organoide zu erklaren ist. Der Sauerstoffverbrauch
der dahinterliegenden Position (Co-P-149A) stieg zunachst und sank dann ab etwa 40 h ab. Dies ist
dadurch zu erklaren, dass die Zellen mehr Sauerstoff verbrauchten als tber die eingestellte Flussrate
nachgeliefert wurde, da die davorliegenden Zellen bereits zu viel Sauerstoff verbrauchten, um
ebenfalls ein exponentielles Wachstum abzubilden. Die mikroskopischen Aufnahmen belegen aber
auch hier ein Wachstum der Organoide, auch in den hinteren Wells.

In Abb. 15 ist der Sauerstoffverbrauch der Organoidparchen Co-X-69 und Co-P-71 wahrend der
Exposition mit 108 nM Trametinib in einem Kanal dargestellt. Wahrend der Verbrauch der Co-P-71
Uber die Zeit kontinuierlich anstieg, blieb der Sauerstoffverbrauch der Co-X-69 iber die Zeit nahezu
konstant. Die Co-P-71 erreicht nach etwa 50 h Exposition ein Plateau bei ca. 80 % O,-Verbrauch, was
auf die Atmung der vorgelagerten Zellwells zurtickzufihren ist. Trotzdem ist eindeutig zu erkennen,
dass die Parchen unterschiedlich auf den Wirkstoff Trametinib reagierten und dies quantifiziert
werden konnte. Somit konnten die verschiedenen Organoidlinien unter identischen Bedingungen
getestet und die unterschiedliche Sensitivitdt bestimmt werden.

Die Experimente mit den Geschwisterparchen Co-P-149A und Co-P-149C sowie Co-X-69 und Co-P-71
adressieren den Meilenstein MS5 , Realisierung der Integration heterogener Organoide im TumOC"“.
Der somit erfiillt wurde.

10
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Abb. 14: Sauerstoffverbrauch von Geschwisterorganoiden (Co-P-149A und Co-P-149C) in je einem Kanal mit
und ohne Exposition unterschiedlicher Trametinib-Konzentrationen. A) Der Sauerstoffverbrauch ohne
Trametinib-Behandlung (0 nM). Der Verbrauch steigt bei der ersten Position (blau) Gber den Messzeitraum an,
d. h. die Organoide proliferieren. Die dahinterliegende Position (rot) steigt zunachst und sinkt dann ab, weil
durch die vordere Position bereits zu viel Sauerstoff verbraucht wird. Die mikroskopischen Aufnahmen belegen
ein Wachstum der Zellen auch in den hinteren Wells (Daten nicht gezeigt). Mit den Trametinib-Behandlungen
B) 12 nM, C) 36 nM und D) 108 nM steigen die Verbrauche der zwei Organoidlinien zundchst an und stagnieren

dann lber die Expositionszeit bzw. sinken ab, was auf eine Hemmung der Proliferation und teilweise auch ein
Absterben der Organoide zuriickzufiihren ist.
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Abb. 15: Sauerstoffverbrauch der zwei Organoidlinien Co-X-69 und Co-P-71 in einem Kanal mit 108 nM
Trametinib Exposition. Der Sauerstoffverbrauch der zwei Organoidlinien ist vor, wahrend 72 h Trametinib
Exposition (108 nM, grauer Bereich) und danach dargestellt. Die Organoide wurden wie in dem Schema
dargestellt entlang des Kanals eingebettet. Co-X-69 befindet sich am Anfang und Ende des Kanals und deren

Sauerstoffverbrauch bleibt Gber den Messzeitraum nahezu konstant, wahrend die Messkurve der mittig im
Kanal eingesadten Co-P-71 exponentiell ansteigt.
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AP4.2: Auswirkung von Repeated-dose-Messungen und Kombinationsbehandlungen auf
Geschwisterorganoide
Nachdem die Sensitivitat der Geschwisterorganoide Co-P-149A und Co-P-149C mit kontinuierlicher
Trametinib-Exposition untersucht wurde, wurde der Einfluss einer wiederholten Trametinib-Gabe
(repeated dose) auf den Sauerstoffverbrauch der Geschwisterorganoide unter Verwendung
verschiedener Trametinib Konzentrationen analysiert. Wie auch bei der kontinuierlichen Trametinib-
Exposition waren die beiden Modelle gegeniiber Trametinib wahrend des Expositionszeitraums
sensitiv, was sich durch einen konstanten Sauerstoffverbrauch oder geringeren Anstieg des
Sauerstoffverbrauchs im Vergleich zu den unbehandelten Organoiden zeigte (Abb. 16). Nach dem
Wechsel auf Medium ohne Trametinib (Erholungsphase) stieg der Sauerstoffverbrauch bei allen
Messungen wieder an, d. h. es fand wieder ein Wachstum der beiden Geschwisterorganoide statt.
Das wiedereinsetzende Wachstum belegt die reversible Wachstumshemmung von Trametinib.
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Abb. 16: Messung des Sauerstoffverbrauchs der Geschwisterorganoide A) Co-P-149C und B) Co-P-149A, die
einmalig fur 24 h mit Trametinib behandelt wurden. Der Sauerstoffverbrauch der Organoide steigt Giber den

gesamten Messzeitraum an. Wahrend der 24 h Exposition stagniert der Sauerstoffverbrauch der Organoide, die
mit 36 nM Trametinib behandelt wurden. In der Erholungsphase, also nach der Wirkstoffexposition, steigt der
Sauerstoffverbrauch wieder an, das heillt die Wirkung von Trametinib ist reversibel und die Organoide
proliferieren nach der Exposition weiter. Der Sauerstoffverbrauch bei einer wiederholten Gabe mit Trametinib
nach einer 24 h Erholungsphase bleibt bei C) Co-P-149C und D) Co-P-149A bei 36 nM ebenfalls gleich und steigt
gering bei 12 nM.

AP 5: Modellvergleich 3D-Zellkultur versus PDX-Modell versus TumOC

Die Etablierung eines standardisierten Datenvergleichs zwischen statischen Endpunktmessungen von
Cellphenomics und den kinetischen Daten in Echtzeit ist relevant, da die Bewertung der Sensitivitat
der Organoid-Modelle bzw. die Wirksamkeit der Wirkstoffe wie Trametinib fiir den
Methodenvergleich notwendig ist.

12



TumOC — Sachbericht Forderkennzeichen 161L0280A
Teil 2 - Eingehende Darstellung

AP 5.1 Entwicklung eines standardisierten Datenvergleichs zwischen den etablierten Methoden
(statische Endpunkt- gegeniiber Echtzeitmessungen)

Fiir den Datenvergleich zwischen den Endpunktmessungen im HTS und der Echtzeitmessungen des
Sauerstoffverbrauchs im TumOC wurde die gleiche Wirkstoffexpositionszeit in beiden Messverfahren
untersucht. Anschlieffend wurde der Informationsgehalt der kinetischen Messungen reduziert, so
dass nur die Anderung des Sauerstoffverbrauchs vom Beginn und dem Ende der Exposition
beriicksichtig wurde, um ein Aquivalent zur den Endpunktmessungen zu schaffen. Die Anderung des
Sauerstoffverbrauchs (Delta O,-consumption) wurde jeweils fiir jede Wirkstoffkonzentration
aufgetragen und eine Dosis-Wirkungskurve abgeleitet. Beispielhaft sind in Abb. 17 A eine
Cobimetinib Dosis-Wirkungskurve mit Co-P-149-A und in Abb. 17 B eine Trametinib Dosis-
Wirkungskurve mit Co-P-71 und Co-X-69 dargestellt. Die auf Basis der verschiedenen
Konzentrationen errechneten IC50-Werte von 0,33 uM Cobimetinib mit Co-P-149-A und 17 nM
Trametinib mit Co-X-69 stimmen gut mit den von Cellphenomics ermittelten IC50-Werten {iberein
(0,36 uM Cobimetinib mit Co-P-149-A und 2 nM Trametinib mit Co-X-69). Die Resistenz von der
Organoidlinie Co-P-71 konnte fir beide Messverfahren gezeigt werden.
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Abb. 17: A) Cobimetinib Dosis-Wirkungskurve abgeleitet vom Delta des Sauerstoffverbrauchs zwischen
Expositionsstart und Ende von Co-P-149-A (Region A) aus den in Abb. 11 dargestellten TumOC-Daten. Das Delta
sinkt mit steigender Cobimetinib-Konzentration. Demnach kann eine Dosis-Wirkungsabhadngigkeit ermittelt
werden und es resultiert ein IC50 von 0,33 uM. B) Dosis-Wirkungskurve der Organoide Co-X-69 (blau) und Co-X-
71 (rot) von Trametinib abgeleitet vom Delta des Sauerstoffverbrauchs zwischen Expositionsstart und Ende. Die
Anderung des Sauerstoffverbrauchs von der resistenten Co-P-71 sind konstant bei verschiedenen Trametinib
Konzentrationen. Es lasst sich demnach kein Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung feststellen. Die
sensitive Organoidlinie Co-X-69 wachst mit steigender Wirkstoffkonzentration langsamer. Aus der Dosis-
Wirkungskurve ergibt sich ein IC50 von 17 nM.

Zur Auswertung der repeated-Dose-Messungen wurde die gleiche Verfahrensweise wie zuvor
beschrieben zur Bestimmung der Anderung des Sauerstoffverbrauchs wihrend und zwischen der
Exposition genutzt. Die Anderungen des Sauerstoffverbrauchs des in Abb. 13 dargestellten
Experiments von Co-X-69 mit Trametinib-Expositionen wurden in Abb. 18 zusammengefasst.
Wahrend der ersten und zweiten Trametinib-Behandlung war der Signalunterschied bei den
Organoiden mit 12 nM und 36 nM Trametinib nach 24 h deutlich geringer im Vergleich zu der
Kontrolle ohne Trametinib-Exposition. Zwischen den beiden Behandlungen wurden die Organoide fir
24 h mit Medium ohne Trametinib versorgt. Wahrend dieser Phase erholten sich die Zellen, was sich
durch dhnliche Anderungen des Sauerstoffverbrauchs zeigte.
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Abb. 18: Einfluss der wiederholten Trametinib Exposition auf die Anderung des Sauerstoffverbrauchs von Co-X-
69 Organoiden auf Basis der Messung des Sauerstoffverbrauchs in Abb. 13. Exemplarisch ist die Anderung des
Sauerstoffverbrauchs der Co-X-69 in Abhangigkeit von der Zeit vor, wahrend der Trametinib Exposition (grauer
Bereich) und danach aufgetragen. Das Delta des Sauerstoffverbrauchs tiber 24 h fillt bei 12 nM (blau) und
36 nM (rot) Trametinib-Exposition geringer aus im Vergleich zu der Kontrollmessung ohne Trametinib
(schwarz). Die Exposition mit Trametinib fiihrt zu einer Stagnation des Sauerstoffverbrauchs und der Wechsel
auf Medium ohne Wirkstoff flihrt zu einer weiteren Zunahme des Sauerstoffverbrauchs, was auf die Hemmung
der Proliferation und das Wiedereinsetzen der Proliferation hindeutet.

AP 5.2 Erweiterung des Modellvergleichs ,3D-Zellkultur (statisch) versus TumOC-Modell versus PDX-
Modell”

Flr die Erweiterung des Modellvergleichs wurden vom Projektpartner verschiedene CRC
Organoidmodelle identifiziert, die sich in ihrer Wirkstoffsensitivitat von den entsprechenden PDX
Modellen unterschieden. Diese Modelle wurden dann sowohl im statischen System (HTP und
Endpunktmessungen) beim Projektpartner, als auch im TumOC getestet.

Die Exposition der Co-X-71 Organoide mit der jeweiligen cmax-Konzentration von Afatinib und
Sapitinib hat keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der Zellen. (Abb. 19 A) Die Exposition mit dem
jeweiligen Wirkstoff wurde gestartet, nachdem mindestens 10 % O,-Verbrauch gemessen wurden.
Alle Messkurven des Sauerstoffverbrauchs steigen kontinuierlich Giber den Messzeitraum an, was auf
ein Wachstum der Zellen hindeutet. Etwa 40 h nach Expositionsstart wird ein Plateau erreicht, was
darauf zurlickzufiihren ist, dass bei der konstanten Perfusionsgeschwindigkeit von 30 pl/h nicht
genug Sauerstoff nachgefiihrt wird, um einen weiterhin exponentiellen Anstieg zu ermdglichen. Das
physiologische Medium wurde von Cellphenomics zur Verfliigung gestellt und enthalt geringere
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren FGF und EGF, im Vergleich zum zuvor verwendeten
complete Medium, um die Konzentrationen aus dem humanen Plasma nachzubilden. Da der
Wirkmechanismus von Afatinib und Sapitinib darin besteht, an den EGF-Rezeptor zu binden, sind in
dem Fall und nachfolgend physiologische Konzentrationen von Wachstumsfaktoren entscheidend,
um eine mogliche Sensitivitat der Modelle messen zu kénnen. Um das Wachstum der Zellen in vitro
im gleichen Malie sicherzustellen, wurden zusatzliche Faktoren zugegeben, welche den EGF-Rezeptor
nicht beeinflussen. Die Optimierung des Mediums wurde durch den Projektpartner durchgefiihrt. Die
Proliferationsrate der Zellen unterscheidet sich beim Vergleich der beiden Medien nicht. Die
Mittelwerte der Differenzen zwischen Expositionsstart und -ende sind bei allen getesteten
Wirkstoffen mit ihrer jeweiligen cmax-Konzentration und der Kontrolle ohne Wirkstoffexposition
nahezu konstant und betragen 55-65%. Es ist somit keine Wachstumshemmung bei einem der
Wirkstoffe festzustellen (Abb. 19 B).
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Abb. 19: Sauerstoffverbrauch von Co-X-71 Organoiden wahrend der Exposition mit Afatinib und Sapitinib sowie
im Komplettmedium und physiologischen Medium und Auswertung der Anderung des Sauerstoffverbrauchs
zwischen Expositionsstart und —ende. A) Exemplarisch ist der Sauerstoffverbrauch der Organoidlinie mit und
ohne Wirkstoffexposition aufgetragen. Alle Messkurven steigen lGber den Messzeitraum kontinuierlich an, bis
ein Plateau erreicht wird. B) Die Differenzen des Sauerstoffverbrauchs von der resistenten Co-X-71 gegeniiber
der jeweiligen cmax-Konzentration von Afatinib und Sapitinib sind nahezu konstant im Vergleich zur Kontrolle.

Die Organoidlinie Co-X-69 wurde ebenfalls mit Afatinib und Sapitinib mit der jeweiligen cmax-
Konzentration exponiert, um den Einfluss der Wirkstoffe auf die Proliferation zu testen. Exemplarisch
ist der Sauerstoffverbrauch der verschiedenen Konditionen liber die Zeit dargestellt (Abb. 20 A). Es
findet keine signifikante Wachstumshemmung der Zellen mit der Wirkstoffexposition statt. Alle
Messkurven steigen Uiber die Zeit kontinuierlich an und erreichen nach etwa 90 h ein Plateau. Nur
der Sauerstoffverbrauch der Zellen, die mit Sapitinib exponiert wurden, steigt ab 60 h etwas
langsamer Uber die Zeit an. Im Vergleich der gemittelten Deltas von der Expositionszeit ist auch kein
signifikanter Einfluss der Wirkstoffe auf den Sauerstoffverbrauch zu erkennen (Abb. 20 B).
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Abb. 20: Sauerstoffverbrauch von Co-X-69 Organoiden wahrend der Exposition mit Afatinib und Sapitinib sowie
im Komplettmedium und physiologischen Medium und Auswertung der Anderung des Sauerstoffverbrauchs
zwischen Expositionsstart und —ende. A) Der Sauerstoffverbrauch der Organoidlinie steigt Gber den
Messzeitraum kontinuierlich bei allen Konditionen an. Die mit Sapitinib exponierten Zellen wachsen ab 60 h
langsamer. B) Es ist keine signifikante Verringerung des Deltas im Vergleich zur Kontrolle erkennbar. Das
mittlere Delta fallt bei Sapitinib etwas geringer aus als bei der Kontrolle.

Als drittes Modell wurde auch Co-P-105 auf den Mek-Inhibitor Trametinib und die Wirkstoffe Afatinib
und Sapitinib, die den EGF Rezeptor blockieren, getestet. Es wurde die jeweilige cmax-Konzentration
verwendet (Abb. 21). Der Sauerstoffverbrauch der Zellen ohne Wirkstoffexposition stieg exponentiell
Uber die Zeit an und erreicht nach etwa 90 h ein Plateau, bei dem nahezu 100 % Sauerstoff
verbraucht wurden. Auch bei den mit Afatinib und Sapitinib exponierten Zellen im physiologischen
Medium stieg der Sauerstoffverbrauch tiber den Messzeitraum kontinuierlich an, allerdings etwas
langsamer als bei der Kontrolle ohne Wirkstoff. Ein deutlicher Effekt auf die Proliferation der Zellen
ist dagegen bei der Exposition mit Trametinib zu erkennen. Der Sauerstoffverbrauch der Zellen steigt
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zunachst vergleichbar zur Kontrolle an und stagniert dann nach etwa 20 h Exposition nahezu. Die
starkste Sensitivitat, dargestellt mit den gemittelten Deltas des Sauerstoffverbrauchs von Start und
Ende der Exposition, wurde bei der Exposition mit 36 nM Trametinib gemessen (Abb. 21 B).
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Abb. 21: Sauerstoffverbrauch von Co-P-105 Organoiden und Auswertung der Deltas zwischen Expositionsstart
und ende. A) Exemplarisch ist der Sauerstoffverbrauch der Organoidlinie mit Wirkstoffexposition von
Trametinib, Afatinib, Sapitinib und ohne Wirkstoffexposition aufgetragen. Alle Messkurven steigen tiber den
Messzeitraum kontinuierlich an, wobei der Anstieg bei der Kontrolle am starksten ausfallt. Afatinib und
Sapitinib verlangsamen das Wachstum der Zellen und bei der Exposition mit Trametinib wird die Proliferation
der Zellen stark gehemmt. B) Die Differenz des Sauerstoffverbrauchs von Start und Ende der Exposition von
36 nM Trametinib (cmax) fallt am geringsten aus. Afatinib und Sapitinib hemmen das Wachstum der Zellen im
Vergleich zur Kontrolle ebenfalls.

AP 5.3 Parametererweiterung des Datensatzvergleichs 3D-Zellkultur gegeniiber TumOC-Modell in
Bezug auf Tumorheterogenitét und Kombinationstherapien

Nach Vorgaben durch CELLphenomics wurde der Vergleich der Wirkstoffsensitivitdat im TumOC-
System mit dem klinischen Ansprechen des zugrunde liegenden Tumors thematisiert. In diesem
Zusammenhang wurde die klinische Pharmakokinetik der getesteten Medikamente im TumOC
System nachempfunden und der Anstieg und Abfall der Wirkstoffkonzentration in Anlehnung an die
entsprechende Blutplasmakonzentration durch Setup-Anpassung realisiert. In Abb. 22 sind
stellvertretend Ergebnisse einer Kombinationsbehandlung von Carboplatin und Doxorubicin im
TumOC dargestellt, die ebenfalls fiir eine Bewertung der Wirkstoffsensitivitat des gleichen CRC-
Modells im statischen Endpunkt Assay verwendet wurde.
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Abb. 22: Sauerstoffverbrauch von Co-P-X Organoiden im TumOC. Exemplarisch ist der Sauerstoffverbrauch der
Organoidlinie mit und ohne Wirkstoffexposition mit Doxorubicin und Carboplatin aufgetragen. Die Exposition
erfolgte nach einem Konzentrationsprofil (graue Flache), angelehnt an Daten der Blutplasmakonzentration in

Patienten. Wahrend die Kontrolle (schwarze Kurve) kontinuierlich ansteigt und die Zellen wachsen, stagniert

der Sauerstoffverbrauch nach der Wirkstoffexposition (rote Kurve), steigt dann langsamer an und stagniert
erneut.
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Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die geleistete Projektarbeit war angemessen, um die Entwicklung des Tumor-Organoid on-Chip
(TumOC) und die damit verbundene hohe Komplexitat der Experimente in diesem Bereich zu
bewiltigen. Diese Experimente erfordern prazise Methoden zur Nachahmung der tumor-spezifischer
Mikroumgebungen, um die Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und ihrer Umgebung realistisch
abzubilden. Die Entwicklung des TumOC-Modells ermdglicht es uns, verschiedene therapeutische
Ansatze unter kontrollierten Bedingungen zu testen und somit die Wirksamkeit neuer Behandlungen
besser zu evaluieren. Diese komplexen Ansatze sind entscheidend, um fundierte Erkenntnisse fiir die
klinische Anwendung zu gewinnen und personalisierte Therapien zu entwickeln.

Verwertbarkeit des Ergebnisses / konkrete Planungen fir die ndhere Zukunft des fortgeschriebenen
Verwertungsplans

Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte
Bisher keine Patenterweiterung geplant.

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Durch TumOC wird das bestehende Screening von CELLphenomics erweitert. Die Erh6hung des
Informationsgehalts durch die kinetischen Messungen wird im Projektanschluss genutzt, um die
Akzeptanz der Screening-Methoden von CELLphenomics bei den Zulassungsbehérden und der
Pharmaindustrie zu erhéhen und damit zur Reduzierung von Tierversuchen beizutragen.

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Aktuell stellen wir die relevantesten Projektergebnisse zusammen, die wir in mindestens einer
Publikation in einem bekannten Journal veroffentlichen wollen, um unsere Sichtbarkeit zu erhdhen
und die Natzlichkeit des TumOCs zu verdeutlichen.

Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfidhigkeit

Die Integration einer Immunkomponente wird zukiinftig von Bedeutung sein. Im Gegensatz zu den
stationdren Kokulturen kénnte die Integration von Immunzellen in Anlehnung an in-vivo-
Bedingungen abgebildet und der Einfluss der Immunzellen auf die Vitalitdt der Tumor-Organoide in
Echtzeit verfolgt werden. Auch Kokulturen von Leberzellen, die bei uns bereits als Zellmodell in
Organ-On-Chip-Systemen etabliert sind, wéaren ein vielversprechender Ansatz. In Kombination mit
Organoiden sind sie fur die Medikamentenentwicklung, z. B. bezliglich der Aktivierung von inaktiven
Medikamentenvorstufen (Pro-Drugs) in der Leber, der Metabolisierung von Abbauprodukten sowie
der Untersuchung von Lebertoxizitat von groBem Interesse.

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

In der aktuellen Literatur sind keine bekannten Arbeiten zu Echtzeitmessungen mittels Sensorik in
Verbindung mit Tumormodellen in mikrofluidischen Umgebungen zu finden. Durch die Integration
von Sensorik in Tumor-assoziierten Experimenten werden dynamische Veranderungen im
Zellverhalten in Echtzeit erfasst. Wahrend Mikroskopie-basierte Methoden, unterstiitzt durch
Machine Learning und Kl, zunehmend an Bedeutung fiir die Analyse der Zellmorphologie gewinnen,
bieten sie lediglich eine unzureichende zeitliche Auflésung fiir das Monitoring des Zellzustands. Diese
Methoden liefern wertvolle Informationen lber strukturelle Veranderungen, sind jedoch nicht in der
Lage, schnelle dynamische Prozesse addaquat zu erfassen. Daher stellen sensorbasierte Experimente
eine wichtige Erganzung dar, um ein umfassenderes Bild der zelluldren Reaktionen in Tumormodellen
zu erhalten.
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Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses

Uhlig K, Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Osman K, Nadolny M, Regenbrecht C, Wedeken L: Tumour
organoid-on-chip for real-time measurements of drug response; 2024 PDA Good Digitalization in
Pharma Conference, 04.-05.06.2024, Antwerpen, Vortrag.

Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Nadolny M, Regenbrecht C, Wedeken L, Uhlig K: TumOC — a tumour
organoid-on-chip device for real-time measurements of drug impact; EUROoCS Conference 2024,
03.07.-05.07.2024, Mailand, Poster.

Gurnth —Marschner C, Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Nadolny M, Regenbrecht C, Wedeken L, Uhlig
K: On real-time measurements of drug impact in a microphysiological system; Human 3D Organ
Models, 04.07.2024, Berlin, Poster.

Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Regenbrecht C, Wedeken L, Uhlig K: Real-time monitoring of tumor
growth to evaluate the efficacy of drug; Charité-3R-Symposium, 14.11.2024, Berlin, Poster.

Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Osman K, Nadolny M, Regenbrecht C, Wedeken L, Uhlig K : TumOC —
a tumour organoid-on-chip device for real-time measurements of drug treatment impact; 3D
CellCulture, Freiburg, 17.04.23, Poster.

Flechner M/ Uhlig K “TumOC — a tumour organoid-on-chip device for real-time measurements of
drug treatment impact”, Fraunhofer-Symposium, Potsdam, 28.09.23, Poster.

Flechner M “TumOC — a tumour organoid-on-chip device for real-time measurements of drug
treatment impact”, Fraunhofer-Symposium, Berlin, 05./06.10.23, Poster.

Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Osman K, Nadolny M, Regenbrecht C, Wedeken L, Uhlig K: Organoid-
on-Chip to Investigate the Efficacy of Anti-Cancer Drugs by Online Monitoring of Cell Viability; IBID,
Senftenberg, 19.10.23, Vortrag und Poster.

Flechner M, Loskutov J, Pfohl U, Osman K, Nadolny M, Regenbrecht C, Wedeken L, Uhlig K:
Kolonkarzinom-Organoid-on-Chip zur Aufklarung der Wirkungseffizienz von Krebsmedikamenten;
Bundesnetzwerk 3R, 05.-06.10.2023, Berlin, Poster.

Uhlig K: Von der Zellkultur zum Organ-On-Chip; »Talent Take Off - Vernetzen«; 06.07.2023, Berlin,
Vortrag.

Uhlig K: Physiological control of the cell environment using surface modifications, sensor technology
and microfluidics; EurA-4D Bioprinting, 17.02.2022, online, Vortrag.

Regenbrecht C, Uhlig K: Maximizing minimization: Organoids-on-a-Chip zur Aufklarung der
Wirkungseffizienz von Krebsmedikamenten; PSP Conference 23.11.21, Potsdam, Vortrag.
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