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Lab-on-a-Chip voor kankeronderzoek

F. WOLBERS', H.R. FRANKE? A. van den BERG' en I. VERMES'*

Inleiding

Hoewel de overlevingskansen van kanker de afgelopen
jaren meer dan verdubbeld zijn, is kanker voor het eerst
in Nederland doodsoorzaak nummer 1, daarmee hart-
en vaatziekten achter zich latend. Dit komt doordat de
sterftecijfers voor kanker veel langzamer dalen dan die
voor hart- en vaatziekten. Het verbeteren van het hui-
dige kankertherapieregime kan een belangrijke rol spe-
len in het verlagen van deze sterftecijfers. Tegenwoor-
dig worden kankerpatiénten behandeld op basis van
tumorkarakteristieken (locatie, grootte en histologie)
evenals bijvoorbeeld de leeftijd van de patiént. Deze
behandelingsprotocollen zijn vastgesteld in grote ge-
randomiseerde trials. Echter, het is bekend dat vanwege
genetische variatie iedere patiént specifiek reageert op
een bepaald medicijn, waardoor dit ‘one-size-fits-all’-
principe niet toereikend is. Het kan dus zijn dat de arts
een medicijn voorschrijft, waarvan na enkele weken
blijkt dat dit niet het gewenste effect heeft gehad. Voor
de patiént is er dan kostbare tijd verloren gegaan, en in
het ergste geval kan zelfs het ziektebeeld verslechterd
zijn. Idealiter zou de arts gebruik willen maken van een
simpele predictieve test waarmee van te voren kan wor-
den vastgesteld of een bepaald medicijn bij deze patiént
zal aanslaan of niet. Met andere woorden: zorg op maat
(‘het juiste medicijn in de juiste concentratie voor de
juiste patiént’). De BIOS groep ontwikkelt zo’n sim-
pele test, in de vorm van een microfluidische Lab-on-
a-Chip (1, 2). Dit systeem kan in detail het effect van
verschillende medicijnen analyseren, gebruikmakend
van maar een kleine hoeveelheid tumorcellen (3). Onze
focus ligt op borstkanker (4). Voor zorg op maat moet
gebruik gemaakt worden van tumorweefsel uit de pa-
tiént, echter in deze eerste experimenten, om de wer-
king van de chip te analyseren, is de oestrogeenrecep-
torpositieve invasieve lobulaire adenocarcinoomcellijn
MCEF-7 gebruikt. Hoewel resultaten uit in-vitro-experi-
menten niet direct en uniform vertaald kunnen worden
naar de in-vivosituatie, heeft de in-vitroaanpak voor het
bepalen van de sensitiviteit en resistentie van medicij-
nen op tumorcellen grote potentie om zo patiénten inef-
fectieve behandelingen te besparen. De voordelen van
deze chip boven de bestaande technieken zijn veelzij-
dig. Vooral de fluidica zorgt voor een continue toevoer
van medicijn naar de cellen en vergemakkelijkt ‘high-
throughput’ dosis-responsanalyse, waarvoor maar een
beperkte hoeveelheid cellen nodig is. De chip gebruikt
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in deze experimenten bestaat nog uit 1 kweekkamer en
1 toevoerkanaal voor het analyseren van één medicijn
in één concentratie, maar door het aantal kweekkamers
en toevoerkanalen te vergroten kan ‘high-throughput’
analyse bewerkstelligd worden. Verder evenaren de
microfluidische dimensies de grootte van cellen, wat
gedetailleerde celanalyse mogelijk maakt en aantoont
of een medicijn specifiek gericht is tegen z’n target, de
tumorcellen. Dit zal de ontwikkeling van medicijnen,
en dus de kankerdiagnostiek bevorderen. Uiteindelijk
is ons doel een Lab-on-a-Chip te ontwikkelen dat in
de kliniek kan worden ingezet om zo kankerpatiénten
beter te behandelen en hiermee de kwaliteit van leven
sterk te verbeteren en sterftecijfers te verlagen.

Methoden

De Lab-on-a-Chip bestaat uit een hoofdkanaal dat uit-
mondt in een kleine kweekkamer (0,5 cm?; figuur 1A/B)
(5). Vanwege het kleine oppervlak zijn er per analyse
maar weinig cellen nodig. De diepte van 44 um maakt ge-
detailleerde celanalyse mogelijk. De chip is gemaakt van
PDMS (polydimethylsiloxaan). PDMS is biocompatibel
en gasdoorlatend, waardoor PDMS uitermate geschikt is
voor celanalyses. De PDMS-chip wordt afgedicht met een
microscoopglaasje. MCF-7-cellen werden 24 h voordat
het betreffende medicijn werd toegediend, in de chip ge-
bracht, voor een goede celadhesie aan het glas. De volgen-
de medicijnen zijn getest: tumornecrosisfactor(TNF)-o
in combinatie met de eiwitsyntheseremmer cyclohexi-
mide (CHX), de kinaseremmer staurosporine (SSP) en
het chemotherapeuticum doxorubicine (DOX). Via real-
time optische analyse werd bepaald of het toegediende
medicijn in staat is apoptose te initi€ren (6, 7). De resul-
taten werden gekwantificeerd door de veranderingen in
celmorfologie en cellulaire oppervlaktebezetting te me-
ten. Hiervoor werd er gefocused op een bepaald gebied
in de kweekkamer (zichtveld microscoop) en in de tijd
bepaald welk percentueel deel van het zichtveld in beslag
werd genomen door MCF-7-cellen.

Resultaten. MCE-7-cellen vertonen in afwezigheid van
een medicijn een aggregaatachtige morfologie, die ken-
merkend is voor tumoren (figuur 1C, t=0h). Als respons
op TNF-o/CHX veranderde deze karakteristieke mor-
fologie. MCF-7-cellen krompen en rondden zich, wat
aangeeft dat de apoptotische cascade geactiveerd was
(figuur 1C). Aankleuring met de fluorescente dyes An-
nexine V en propidiumiodide aan het eind van de incu-
batieperiode bevestigde deze aanname. Verder bewogen
MCE-7-cellen actief over het oppervlak (‘filopodia’)
(figuur 1C, pijl) en werden er cellen en celfragmenten
(apoptotische lichaampjes) afgesnoerd (figuur 1C, cir-
kels). Het chemotherapeuticum DOX (1 uM) liet ver-
gelijkbare morfologische veranderingen zien. Hiermee
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Figuur 1. A. Experimentele set-up. B. Focus op Lab-on-a-
Chip-systeem. Het totale volume van de chip is 4,4pul. C. Licht-
microscopie in de tijd van MCF-7-cellen geincubeerd met 3 nM
TNF-0/50 uM CHX (continue flow van 1 pl/min). Gedurende
de optische analyse is de focus op een klein gedeelte van de
kweekkamer (zichtveld microscoop). De verschillende cirkels
laten het afsnoeren van cellen en celfragmenten zien, de pijl
verwijst naar het lokaal stretchen van MCF-7-cellen (‘filopo-
dia’), waardoor de kolonie over het celoppervlak kan migreren.
Vergroting is 20x.
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gepaard veroorzaakten TNF-0/CHX en DOX in de tijd
een verlaging in de oppervlaktebezetting met een factor
2 ten opzichte van onbehandelde cellen (i.e., MCF-7
krompen en lieten los van het oppervlak (anoikis)) en
een stijging in het aantal ronde cellen (factor 4-6 t.o.v.
onbehandeld). Echter SSP in de gebruikte concentratie
van 5 pM liet een andere vorm van celdood zien, name-
lijk necrose, waardoor de celinhoud zich over het chip-
oppervlak verspreidde. SSP demonstreerde daarom ook
geen duidelijke veranderingen in oppervlaktebezetting
en aantal ronde cellen. Deze resultaten laten zien dat
in deze chip medicijnspecifieke responses in real time
op individueel celniveau kunnen worden aangetoond.
Bovendien, wat kenmerkend is voor Lab-on-a-Chip, zijn
er meerdere technieken geintegreerd in één systeem, in
ons geval celkweek, drugscreening en apoptosedetectie
en -analyse. Verder tonen deze resultaten aan dat apop-
tose op een heterogene manier in een populatie cellen
ontstaat, wat pleit voor gedetailleerde analyse op indi-
vidueel celniveau.

Conclusie

De hier gepresenteerde resultaten laten de potentie zien
van dit Lab-on-a-Chip-systeem voor kankeronderzoek.
De chip in de huidige vorm is in staat het effect van
verschillende medicijnen in real time op individueel
celniveau te bepalen. Echter, gebruik in de kliniek ver-
eist aanpassingen. Door de insertie van elektrodes, zal
optische analyse plaats maken voor elektrische (impe-
dantie)metingen. Naast dat elektrische metingen beter
kwantificeerbaar zijn, wordt high-throughputanalyse
(meerdere kweekkamers en toevoerkanalen) mogelijk.
Daarnaast zal de overstap naar humaan borsttumor-
weefsel een betere vertaalslag naar de in-vivosituatie
geven en een goede stap richting zorg op maat zijn. Dit
tumorweefsel, verkregen via biopsie, zal off-chip wor-
den bewerkt tot individuele cellen en op chip gekweekt
en gekarakteriseerd (tumor- vs. gezonde cel) worden.
Uiteindelijk is ons doel dat deze chip de arts een extra
mogelijkheid biedt, naast de bestaande technieken, om
op een snelle en simpele manier een keuze te maken
welke therapie het beste past bij de betreffende patiént.
Dit zal het huidige kankertherapieregime sterk verbete-
ren en daarmee voor de patiént de kwaliteit van leven.
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