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1 Einleitung

1.1 Das cholangiozelluldre Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Beim cholangiozelluldren Karzinom (CCC) handelt es sich um einen seltenen, primar malignen Tumor
der Gallenwege. Die jahrliche Erkrankungsrate betragt 0,4-1,8/100 000 Einwohner in Europa, die
Inzidenz ist jedoch seit Dekaden steigend (Khan, Thomas, Davidson, & Taylor-Robinson, 2005).
Insbesondere beim intrahepatischen CCC ist die Mortalitatsrate um 9 % auf 0,75-1,1/ 100 000 Europaer
gestiegen und entspricht somit nahezu der Inzidenz (Bertuccio et al., 2013; Tyson & El-Serag, 2011).
Dabei sind Manner etwas haufiger betroffen als Frauen. Es handelt sich hierbei um eine Erkrankung
des fortgeschrittenen Alters mit einem Hohepunkt/ Manifestation in der 7. Lebensdekade,

wohingegen eine Erkrankung vor dem 40. Lebensjahr eine Raritat darstellt (Tyson & El-Serag, 2011).

1.1.2 Klassifizierung

Das CCC wird nach anatomischer Lokalisation in intrahepatisch und extrahepatisch klassifiziert, wobei
das extrahepatische CCC weiterhin in einen perihilaren und distalen Subtyp unterteilt werden kann
(Blechacz, Komuta, Roskams, & Gores, 2012). Der perihildre Subtyp umfasst den Bereich des linken
sowie rechten Ductus hepaticus, die Hapaticusgabel und den Ductus choledochus bis zum Abgang des
Ductus cysticus (Blechacz, 2017; Rizvi & Gores, 2013). Ein CCC an der Hepaticusgabel wird als Klatskin
Tumor bezeichnet, die Klassifizierung dieses Tumors erfolgt nach einer erweiterten Klassifizierung nach
Bismuth und Corlette (Bismuth & Corlette, 1975; Deoliveira et al., 2011). Ein Gallengangskarzinom im
Bereich des Ductus cysticus bis zur Ampulla vateri wird als distales CCC bezeichnet (Blechacz, 2017;

Rizvi & Gores, 2013).

1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Das cholangiozellulare Karzinom entstammt entarteten Gallengangsepithelien, dessen Entstehung
womoglich durch eine chronische Entziindung begtlinstigt wird. Jedoch entstehen die meisten CCC eher
sporadisch und sind nicht definitiv auf einen Risikofaktor zuriickzufiihren (Bridgewater et al., 2014;
Razumilava & Gores, 2013; Tyson & El-Serag, 2011). Neben dem bereits erwdhnten fortgeschrittenen
Alter als Risikofaktor fir die Ausbildung eines CCC sind vor allem Erkrankungen, die mit einer
chronischen Inflammation der Gallengiange einhergehen, relevant. Diese variieren jedoch je nach

geografischer Lage aufgrund der unterschiedlichen Pravalenzen.



So stellt in Stidostasien eine Infektion mit den Parasiten Opisthorchis viverrini oder Clonorchis sinensis
den grolten Risikofaktor dar, gefolgt von Hepatolithiasis, kongenitalen Gallengangszysten sowie dem
Caroli Syndrom (Tyson & El-Serag, 2011). In der westlichen Welt hingegen ist die primar sklerosierende
Cholangitis (PSC) der bedeutendste Risikofaktor (Rizvi, Eaton, & Gores, 2015). 5-10% der an PSC
Erkrankten entwickeln im Verlauf ein CCC (Lutz, Trautwein, & Tischendorf, 2013; Razumilava & Gores,

2013).

Weitere Risikofaktoren, die insbesondere verstarkt mit der Ausbildung eines intrahepatischen CCC
assoziiert sind, sind Infektionen mit Hepatitis B und C sowie der daraus resultierenden Zirrhose. Zudem
kénnen Diabetes mellitus, chronisch entziindliche Darmerkrankungen, Gallensteine sowie exzessiver
Alkoholkonsum, Rauchen oder andere Toxine die Entstehung eines CCC beglinstigen (Palmer & Patel,

2012; Tyson & El-Serag, 2011).

1.1.4 Prognose und Therapieoptionen

Die chirurgische Resektion des Tumors stellt bislang die einzige kurative Therapie dar. Leider wird bei
der Mehrheit der Patienten die Erkrankung erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, weshalb
eine Operation oftmals nicht mehr maoglich ist (Bridgewater et al., 2014; Squadroni et al., 2017). Die
Prognose ist dulerst schlecht. Bei in sano resezierten Tumoren betrégt die 5 Jahres-Uberlebensrate im
Mittel lediglich ca. 40% (Blechacz, 2017; DeOliveira et al., 2007). Zudem bilden ca. 50 % dieser

Patienten in den darauffolgenden Jahren ein Rezidiv aus (Squadroni et al., 2017).

Vor diesem Hintergrund ist oftmals lediglich eine palliative Therapie indiziert, deren Standard eine
Kombinationsbehandlung mit Gemcitabin und Cisplatin darstellt (Bridgewater et al., 2014). Partikular
kann durch eine Radiochemotherapie die Lebensqualitiat sowie Uberlebensrate bei diesen Patienten
verbessert werden. Eine Lebertransplantation beim intrahepatischen CCC wird aufgrund der hohen
Rezidivrate nur in seltenen Fallen empfohlen. Weitere mogliche Alternativen sind die transarterielle
Chemoembolisation (TACE), die intraarterielle Chemotherapie sowie die Radiofrequenzablation (RFA),
bei denen jedoch zusatzliche Studien notwendig sind, um einen moglichen Benefit zu bekraftigen

(Blechacz, 2017; Squadroni et al., 2017).

1.1.5 Behandlung mit Sorafenib

Bei Sorafenib handelt es sich um einen Multityrosinkinaseinhibitoren, der durch Hemmung
intrazelluldrer rapidly accelerated fibrosarcoma-Kinasen (Raf-Kinasen) und des Platelet-derived

growth factor receptor beta (PDGFR-RB) gezielt die Proliferation von Tumorzellen hemmen kann.



Durch Inhibierung der Tyrosinkinase der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Rezeptoren kann
zudem die Tumorangiogenese reduziert werden. Uberdies ist Sorafenib in der Lage, die Apoptoserate
der Tumorzellen zu erhdéhen (Llovet et al., 2008; Wilhelm et al., 2004). Der Multityrosinkinaseinhibtor
wird bereits seit Jahren erfolgreich beim fortgeschrittenen HCC sowie beim renalen Karzinom
eingesetzt. Sorafenib war dabei die erste palliative Therapieoption beim hepatozellularen Karzinom
(HCC), die das Gesamtiiberleben der Patienten signifikant verbessern konnte (Pang & Poon, 2007;

Szczylik et al., 2007).

Analog zum HCC konnte beim CCC ebenfalls eine verstarkte Aktivierung des MAPK-Signalweges,
welcher die Raf-Kinasen beinhaltet, nachgewiesen werden. Weitere Forschungen ergaben, dass das
Wachstum von CCC-Zellen nach Applikation von Sorafenib deutlich reduziert werden konnte (Baradari,
Hopfner, Huether, Schuppan, & Scheriibl, 2007; Huether, Hopfner, Baradari, Schuppan, & Scherubl,
2007; Wang et al., 2009). Aktuelle klinische Studien zeigten jedoch, dass das Gesamtiiberleben von

CCC-Patienten durch Sorafenib nicht signifikant verbessert werden konnte (Moehler et al., 2014).)

1.1.6 Entzindung und Karzinogenese

Die chronische Entziindung scheint nach aktuellem Kenntnisstand eine wichtige Funktion in der
Entstehung des CCC einzunehmen. Wie bereits im Abschnitt 1.1.3 erwahnt, stellt die PSC als chronische
Entziindung der Gallengdnge die haufigste Pradisposition fiir die Ausbildung eines CCC in den
westlichen Landern dar. Dieses inflammatorische Milieu fiihrt schlieflich zur vermehrten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren, die Proliferation, Apoptose sowie Zellzyklus-
Regulation beeinflussen und somit zur Krebsentstehung beitragen kénnen (Rizvi & Gores, 2013).
Zusatzlich tragt die vermehrte Zytokinexpression durch Induktion von Stickstoffmonoxid-Synthasen
(NO-Synthasen) zur Ausbildung von oxidativen Stress bei, wodurch wiederum DNA-Schaden und eine
Hemmung der DNA-Reparatur-Enzymen resultieren (Jaiswal, Larusso, & Burgart, 2000; Jaiswal,
LaRusso, Shapiro, Billiar, & Gores, 2001). Eine Cholestase kann ebenfalls die Entstehung eines CCC
beglinstigen. Das vermehrte Vorkommen von Gallensauren, insbesondere oxidierter Gallensauren,
flhrt zur verstarkten Expression der Cyclooxygenase 2, die mit der Karzinogenese des CCC assoziiert

wird (Rizvi, Borad, Patel, & Gores, 2014).

Des Weiteren sind Gallensauren via Rezeptor-Tyrosinkinasen in der Lage, Einfluss auf die Proliferation
zu nehmen, was ebenfalls zur Bildung einer Neoplasie beitragen kann (Rizvi et al., 2014; Rizvi & Gores,

2013).



1.1.7 Genetik

Wie auch bei vielen anderen Tumorerkrankungen bedarf es auch zur Ausbildung eines
cholangiozellularen Karzinoms mehrerer genetischer Mutationen. Diese aufeinanderfolgenden
genetischen Veranderungen fiihren zur Dysregulation in Wachstum, Zellzyklus, Apoptose sowie
Angiogenese und somit schrittweise zur Transformation des physiologischen Gallengangepithels in ein
Adenokarzinom (Serafini & Radvinsky, 2016; Squadroni et al., 2017). Es wurde eine Vielzahl an Genen
identifiziert, die mit der Entstehung eines CCC assoziiert sind. Die haufigsten Vertreter sind das
Onkogen K-Rat sarcoma (K-RAS), die Tumorsupressorgene tumor protein p53 (TP53) und Mothers
against decapentaplegic homolog 4 (SMAD-4), Rezeptoren von Wachstumsfaktoren wie Epidermaler

Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) sowie Chromatin-modifizierende Gene (Squadroni et al., 2017).

Das K-RAS-Genprodukt ist in Proliferation, Differenzierung sowie Uberleben einer Zelle involviert. Es
stellt insbesondere beim perihilaren Gallengangskarzinom eine der haufigsten Mutationen dar, die
folglich mit einer verschlechterten Prognose assoziiert ist. Der Verlust des Tumorsuppressors TP53
infolge von Mutationen tritt zumeist im fortgeschrittenem Tumorstadium auf und ist ebenfalls mit
einem verringerten Uberleben assoziiert. Eine geringe Expression des Tumorsuppressors SMAD4
konnte hauptsachlich im fortgeschrittenen intrahepatischen CCC detektiert werden. Dies fihrt zu einer
fehlenden Transforming Growth Factor B (TGF-B) vermittelten Wachstumsinhibierung der
Cholangiozyten, wodurch die Prognose &ahnlich zu Mutationen in K-RAS und TP53 deutlich
verschlechtert wird. Eine Uberexpression von Mitgliedern der Epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor-Familie (EGFR-Familie) flihrte einerseits im Tiermodell zur Ausbildung eines
Gallengangtumors, konnte andererseits jedoch auch in kleinen klinischen Studien bei Patienten mit
CCC nachgewiesen werden (Rizvi et al.,, 2014; Rizvi & Gores, 2013; Serafini & Radvinsky, 2016;
Squadroni et al., 2017).

1.2 Einfluss des Tumorstromas

Das Tumorstroma ist ein wichtiger Bestandteil solider Tumoren und spielt eine essentielle Rolle bei der
Entstehung und Progression von Krebserkrankungen. Das gesunde Stroma besteht physiologisch aus
vereinzelten Fibroblasten, BlutgefdaRen, Nerven sowie der extrazelluldren Matrix (EZM) und ist durch
eine Basalmembran von der oberhalb gelegenen Epithelschicht raumlich getrennt (Santi, Kugeratski,
& Zanivan, 2018). Eine Entartung in der Epithelzellschicht fiihrt anfangs zu einem sogenannten
Carcinoma in situ, welches sich lediglich auf diese Zellschicht beschrankt und folglich die

Basalmembran noch nicht durchbrochen hat.



Die fortschreitende maligne Transformation flihrt unter Ausbildung invasiver Eigenschaften schlieRlich
zum Durchbruch der Basalmembran-Barriere und zur Einwanderung der Tumorzellen ins Stroma. Der
daraus ermoglichte direkte Kontakt zwischen Tumor- und Stromazellen sowie parakrine Interaktionen
untereinander beglinstigen eine Veranderung des urspriinglichen Stromas hin zu einem entziindlichen
Tumorstroma, welches auch als Tumor Microenvironment bezeichnet wird (Hanahan & Weinberg,
2000; Santi et al., 2018). Einige Studien konnten zudem sogar zeigen, dass unter anderem ein durch
Stress induziertes entzlindliches Stroma die maligne Transformation eines Carcinoma in situ ebenfalls
fordern und schlieflich eine Nische fiir den Tumor darstellen kann (Gascard & Tisty, 2016).
Charakteristisch fiir dieses entziindliche Tumorstroma sind die erhéhte Anzahl an aktivierten
Myofibroblasten, Blut- und Lymphgefalie, Perizyten, Immunzellen wie unter anderem Makrophagen
und Lymphozyten sowie eine veranderte Zusammensetzung in der EZM, die verstarkt an einen

physiologischen Wundheilungsprozess erinnern (Quail & Joyce, 2013).

Die Bildung neuer Blutgefidlle, auch als Angiogenese bezeichnet, ist ein essentieller Prozess, der eine
ausreichende Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff gewahrleistet. Im Vergleich zum
physiologischen Stroma sind die BlutgefaBe im Tumorstroma strukturell instabil und oftmals
dysfunktional. Durch ihre erhohte Permeabilitdt wird zudem ein invasives Wachstum des Tumors
beglinstigt (Comen, Bowman, & Kleppe, 2018). Die erhohte Anzahl an aktivierten Fibroblasten fihrt
wiederum zu einer verstarkten Produktion an EZM-Proteinen, vor allem Kollagen, Fibronectin und
Proteoglycanen, weshalb dieses Tumorstroma auch als desmoplastisches Stroma bezeichnet wird.
Insbesondere das CCC besitzt einen hohen Anteil an desmoplastischem Stroma (Kalluri & Zeisberg,
2006; Rizvi & Gores, 2013). Des Weiteren konnen mithilfe von sezernierten Enzymen an der EZM
gebundene Substanzen wie VEGF proteolytisch abgespalten werden und somit zur Tumorprogression

beitragen (Santi et al., 2018).

1.2.1 Tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs)

Bei Fibroblasten handelt es sich um spindelformige Zellen, die im Bindegewebe der meisten Organe
anzutreffen sind. Sie proliferieren langsam und tragen durch Produktion von Komponenten der EZM
sowie spezifischer Enzyme maRgeblich zur Homdostase des physiologischen Stromas bei. Infolge einer
Gewebsverletzung kommt es aufgrund der Sekretion mehrerer Wachstumsfaktoren zur Aktivierung
der Fibroblasten zu sogenannten Myofibroblasten, die malRgeblich am Wundheilungsprozess beteiligt
sind (Cirri & Chiarugi, 2012; Gabbiani, Ryan, & Majne, 1971). Diese aktivierten Fibroblasten weisen nun
neben einer verstarkten Proliferation zudem durch eine erhéhte Expression von alpha-smooth-muscle-
actin (aSMA) sogenannte kontraktile Fasern und dadurch eine erhdhte Motilitdt auf (Tomasek,

Gabbiani, Hinz, Chaponnier, & Brown, 2002).



Auch das Tumorstroma kann Myofibroblasten aufweisen. Im Gegensatz zur physiologischen
Waundheilung ist die Aktivierung der Fibroblasten im Tumorstroma jedoch nicht transient, sondern
dauerhaft, wodurch die Theorie vom Krebs als niemals heilende Wunde nach Dvorak et al. zuséatzlich

bekraftigt wird (Dvorak, Flier, & Underhill, 1986; Shiga et al., 2015).

Anders als im Wundheilungsprozess werden die Myofibroblasten im Tumorstroma als
tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs) bezeichnet (Dvorak et al., 1986; Shiga et al., 2015). Der Ursprung
dieser Zellen ist sehr vielfaltig und beinhaltet unter anderem residente Fibroblasten, mesenchymale
Stammzellen aus dem Knochenmark, hamatopoetische Stammzellen, epitheliale Zellen via
Epithelialer-Mesenchymaler-Transition (EMT) sowie endotheliale Zellen via Endothelialer-
Mesenchymaler-Transition (Shiga et al.,, 2015). Die Stimulation der CAFs erfolgt durch zahlreiche
Zytokine wie beispielsweise Interleukin 6 (IL-6), TGF-B sowie via Proteinen der Matrix-
Metalloproteinasen oder der EMT (Ungefroren, Sebens, Seidl, Lehnert, & Hass, 2011). Die Vielzahl an
Stimuli und Abstammungsmaoglichkeiten flihren zu einer heterogenen Population an CAFs, die je nach
Tumor variieren kann, wodurch eine Charakterisierung deutlich erschwert wird. Erh6hte Expressionen
von aSMA, Vimentin, Fibroblast-Specific Protein 1 (FSP-1) und/oder Fibroblast-Activation-Protein
(FAP) sowie eine Repression von CD36 stellen zurzeit die geeignetsten Marker dar, um CAFs von nicht

aktivierten Fibroblasten zu differenzieren (Santi et al., 2018).

CAFs konnen durch Sekretion von Zytokinen und Veranderungen der EZM ein inflammatorisches Milieu
kreieren und sind somit in der Lage, die Entstehung, Proliferation, Migration, Angiogenese sowie
Metastasierung von Tumoren zu beeinflussen. So konnten Olumi et al. bereits 1999 im Mausmodell
zeigen, dass humane CAFs Tumorwachstum in der Prostata forderten, wahrend normale Fibroblasten
keinen Einfluss hatten. Auch beim intrahepatischen CCC konnte kiirzlich gezeigt werden, dass die
Prasenz aSMA-positiver Fibroblasten mit einer verschlechterten Prognose korreliert (Sirica, 2011). Die
vermehrte Sekretion von Zytokinen durch tumorassoziierten Fibroblasten ermoglicht die parakrine
Interaktion mit den Tumorzellen und anderen Zellen des Tumorstromas und ist mit einer verstarkten

Tumorprogression assoziiert.

Dieser Effekt konnte bereits mithilfe von Tiermodellen beim Brustkrebs, Gebarmutterkrebs sowie beim
Melanom beobachtet werden (Alkasalias, Moyano-Galceran, Arsenian-Henriksson, & Lehti, 2018).
Zudem koénnen parakrine Interaktionen zwischen CAFs und Krebszellen in vielen Tumoren zu einer
erhohten Sekretion an VEGF fihren und somit zu einer gesteigerten Angiogenese beitragen (Quail &
Joyce, 2013). Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass Myofibroblasten bereits sogar noch vor der
Krebsentstehung mit Krebsvorstufen Uber Zytokine interagieren kdnnen, wodurch die maligne

Transformation zum Brustkrebs gefordert wird (Osuala et al., 2015).



Als Hauptproduzent von Komponenten der EZM sowie zahlreicher regulierender Enzyme sind die CAFs
wesentlich fur deren gravierende Verdanderungen verantwortlich. Die daraus resultierende Bildung
eines desmoplastischen Stromas — wie es auch beim CCC zu beobachten ist — ist dabei in mehreren
Tumorentitdten mit einer verschlechterten Prognose assoziiert. So konnte in Tiermodellen gezeigt
werden, dass sich die veranderte EZM ebenfalls stimulierend auf das Wachstum des
Bronchialkarzinoms sowie des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas auswirkt, was mit einem
verschlechtertem Uberleben korreliert (Navab et al., 2016; Sato, Kohi, Hirata, & Goggins, 2016). Die
erhohte Steifigkeit des Tumorstromas kann zudem zu einem erhéhten interstitiellen hydrostatischen
Druck flihren, wodurch die Konzentration an Chemotherapeutika im Tumorgewebe reduziert wird.
Begleitet von Veranderungen in Zell-Matrix-Verbindungen durch die CAFs, die zu einer verminderten
Apoptoseempfindlichkeit beitragen, resultiert dies in einer reduzierten Empfindlichkeit gegeniber
Chemotherapeutika oder sogar in einer Resistenz. Es konnte beobachtet werden, dass durch Prasenz
tumorassoziierter Fibroblasten bei Krebszellen des Pankreas die Sensibilitdt gegenliber Gemcitabin
deutlich verringert war (Cirri & Chiarugi, 2012; Gascard & Tisty, 2016; X.-Y. Li, Hu, & Xiao, 2015).
Uberdies scheinen tumorassoziierte Fibroblasten eine immunsuppressive Wirkung auszuiiben, indem
sie mit unterschiedlichen tumorassoziierten Immunzellen, insbesondere den immunsuppressiven
regulatorischen T-Zellen, interagieren (D. Liao, Luo, Markowitz, Xiang, & Reisfeld, 2009; Z. Liao, Tan,

Zhu, & Tan, 2018).

Zusammen mit der immunsuppressiven Wirkung sowie Forderung von EMT beglinstigen CAFs die
Ausbildung von Metastasen. Dieser Effekt konnte bereits in einer mit CAFs cokultivierten
Prostatakrebs- sowie einer Brustkrebszelllinie beobachtet werden (Giannoni et al., 2010; Soon et al.,

2013).
1.2.2 Tumorassoziierte Schwann-Zellen

Eine weitere, bislang jedoch noch wenig untersuchte Komponente des Tumorstromas sind die

sogenannten tumorassoziierten oder aktivierten Schwann-Zellen.

Sie leiten sich von den physiologischen Schwann-Zellen ab, die nach ihrem Entdecker Theodor
Schwann (1810-1882) benannt sind und als Neuroglia den Hauptbestandteil der peripheren Nerven
ausmachen. Schwann’sche Zellen sind fiir die Entwicklung sowie Versorgung von Neuronen essentiell
und ermoglichen durch Ausbildung von Myelinscheiden um die Axone eine optimale Reizweiterleitung
sowie Schutz vor Beschadigung (Bunimovich, Keskinov, Shurin, & Shurin, 2017). Zudem sind diese
Zellen ein wichtiger Bestandteil bei der Neuroregeneration nach einem traumatischen Ereignis. Im
Rahmen einer Nervenschadigung kommt es infolge von Verdanderungen in der Genexpression der
Schwann’schen Zellen zu einer Reprogrammierung (hin) zu einem differenzierten bzw. aktivierten

Phanotyp.



Die Schwann-Zellen proliferieren, werden motiler und bilden die sogenannten Bilingner-Bander aus,
die als Leitschienen von einem Ende des verletzten Axons zum anderen dienen (Deborde & Wong,
2017; Jessen, R, & Lloyd, 2015). Die tumorassoziierten Schwann-Zellen weisen dabei eine groRe
Ahnlichkeit zu den wahrend der Neuroregeneration aktivierten Formen auf. Durch Interaktion mit den
Tumorzellen sowie durch das Schaffen eines entziindlichen Milieus infolge verstarkter
Zytokinexpression scheinen die tumorassoziierten Schwann-Zellen einen maRgeblichen Einfluss auf die
Tumorprogression zu haben (Bunimovich et al., 2017). Diese aktivierten Schwann-Zellen konnten
bereits bei Pankreas-, Kolon-, Schilddriisen- sowie Speicheldriisenkarzinomen vermehrt nachgewiesen
werden. Es wird vermutet, dass durch die Prasenz von aktivierten Schwann-Zellen im Tumor die
perineurale Invasion beglinstigt wird, was wiederum mit einer deutlich verschlechterten Prognose
korreliert (Bakst & Wong, 2016; Deborde & Wong, 2017). Bei der perineuralen Invasion handelt es sich
um eine erworbene Fahigkeit von Krebszellen, Nerven zu infiltrieren, was zusatzlich mit einer
schlechteren Prognose und einer erhdhten Rezidivrate assoziiert ist (Batsakis, 1985; Deborde & Wong,

2017).

So konnten Demir et al. bereits an Pankreas- sowie Kolonkarzinomzelllinien zeigen, dass aktivierte
Schwann-Zellen eine verstarkte Affinitat zu diesen malignen Zellen aufweisen und bereits vor Beginn
der perineuralen Invasion in Richtung Krebszellen migrieren. Der direkte Kontakt mit den Tumorzellen
flhrt Gber verschiedene zellulare Mechanismen schliefllich zu einer erhohten perineuralen Invasion

(Sylvie Deborde, Tatiana Omelchenko, Anna Lyubchik, Yi Zhou et al., 2016).

Beim CCC wird ebenfalls eine Invasion von Nerven bereits im friilhen Tumorstadium sehr haufig
beobachtet, die auch hier mit einer erhohten Rezidivrate sowie verschlechterter Prognose korreliert

(Murakami et al., 2013; Shirai et al., 2008).

1.3 Signalwege

Mit Entwicklung der Genomsequenzierung wurde eine neue Dimension in der Tumorforschung kreiert.
Mehrere Studien konnten bereits die molekulare Komplexitdt und Diversitat verschiedener
Tumorentitdten entschlisseln, wodurch die Entwicklung einer personalisierten, auf den jeweiligen
Tumor abgestimmten Therapie ermdoglicht werden konnte (Ciriello, Miller, Aksoy, Senbabaoglu, &
Sander, 2015). Insbesondere Mutationen in sogenannten Proto-Onkogenen, die Wachstum, Teilung
sowie Differenzierung in jeder Zelle kontrollieren, kdnnen zu Dysregulation in Signalwegen und somit

zu einem ungehemmten Wachstum fiihren (Hanahan & Weinberg, 2011).

Einer der am besten charakterisierten Signalkaskaden ist der Mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-
Signalweg. Er GUbernimmt eine wichtige Funktion in der Regulation von Proliferation, Differenzierung,

Uberleben und Apoptose.



Dabei binden meistens extrazellulare Wachstumsfaktoren an sogenannte Rezeptor-Tyrosinkinasen an
der Zellmembran, wodurch diese aktiviert werden (Chen, Nelson, Avila, & Cubero, 2019; Wilhelm et
al., 2004). Dies fiihrt anschlieBend zu einer stufenweisen Weiterleitung des Signals tGber mehrere
Signalproteine mittels Phosphorylierung bis zum Zellkern. Im Zellkern werden daraufhin
Wachstumsgene transkribiert, deren Proteine die genannten Zellfunktionen regulieren (Burotto,
Chiou, Lee, & Kohn, 2015). Der MAPK-Signalweg stellt dabei nur eine Komponente eines komplexen
Netzwerks an Signalkaskaden dar, die sie stimulatorisch oder inhibitorisch untereinander beeinflussen
kénnen. Die abnormale Aktivierung des MAPK-Signalweges ist in einer Vielzahl an Tumoren zu finden.
Es liegen dabei haufig Mutationen in den Rezeptoren oder in den Signalproteinen RAS und RAF der
MAPK-Signalkaskade vor, die somit zu einem uneingeschrankten Wachstum beitragen. RAS-
Mutationen sind in circa 25% aller Tumoren zu finden, insbesondere beim Pankreas-, Bronchial- und
kolorektalem Karzinom sowie in bis zu 40% aller CCC-Patienten. RAF-Mutationen konnten hingegen
sowohl beim kolorektalen Karzinom und Melanom als auch beim papillaren Schilddriisen- und
Ovarialkarzinom nachgewiesen werden. (Hobbs, Der, & Rossman, 2016; Holderfield, Deuker,
McCormick, & McMahon, 2014; Xiwei Zheng, Cong Bi, Marissa Brooks, 2018). Veranderungen in einem
der beiden Gene resultiert schliefllich in einer verstarkten Aktivierung der nachfolgenden
Signalproteine Mitogen-activated protein kinase (MEK) und Extrazellular-Signal-Regulierte-Kinase

(ERK).

Neben diesem klassischen MAPK-Signalweg existiert unter anderem die C-Jun-N-terminale Kinasen
(JNK)-Signalkaskade als eine weitere Subgruppe des MAPK-Signalweges, deren Aktivierung meist durch
intra- oder extrazellulare Stimuli, insbesondere Stresssignale, erfolgt. Eine persistierende JNK-
Aktvierung kann je nach Tumorentitat entweder suppressiv oder tumorférdernd wirken. Beim
hepatozellularem Karzinom ist eine verstarkte JNK-Aktivierung mit einer verschlechterten Prognose
assoziiert (Bubici & Papa, 2014; Chang et al., 2009). Beim Brustkrebs konnte in Tiermodellen hingegen
gezeigt werden, dass eine verstarkte JNK-Expression tumorsuppressive Eigenschaften aufweist (Bubici
& Papa, 2014). Auch beim CCC scheint eine verstirkte JNK-Aktivierung Karzinogenese sowie

Proliferation von Tumorzellen zu beeinflussen (Chen, Nelson, Avila, & Cubero, 2019).

Eine weitere Signalkaskade, die bei der Krebsentstehung und -progression eine wichtige Funktion
Ubernimmt, ist der Phosphatidylinositol-3 Kinase/Proteinkinase B-Signalweg (PI3K/AKT-Signalweg).
Der PI3K/AKT-Signalweg wird Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen oder auch G-Protein-gekoppelte-
Rezeptoren, die eine Vielzahl an Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen binden kdnnen,
aktiviert. Nach Bindung eines Liganden am Rezeptor mit Tyrosinkinasedomane erfolgt eine Aktivierung
durch Autophosphorylierung, dies flihrt zur Bindung weiterer Molekiile und schliefSlich zur Aktivierung
von PI3K. Diese ermoglicht die Phosphorylierung von Membranlipiden, wodurch daraufhin die

Aktivierung von AKT ermoglicht wird.



Aktviertes AKT ist in der Lage, eine Vielzahl an Substraten zu phosphorylieren und somit Zellwachstum,
Motilitat, Uberleben und Metabolismus zu regulieren (Zhao, Wang, & Tony To, 2015). Eine konstitutive
Aktivierung von AKT fiihrt zu einer Dysregulation und konnte bereits in Patienten mit Gallengangs- und
Brustkrebs, mit kolorektalem Karzinom und Leukdmie beobachtet werden (Kumar, Rajendran,
Sethumadhavan, & Purohit, 2013). Zudem war eine persistierende Aktivierung des AKT-Substrats
mTOR in verschiedenen in vitro- sowie in vivo-Experimenten mit verstarktem Tumorwachstum,
Angiogenese und Metastasierungen assoziiert (Pdpulo, Lopes, & Soares, 2012). Beim CCC scheint eine
erhohte Aktivierung von Akt einerseits einen antiapoptotischen Effekt auszuldsen, andererseits
moglicherweise Proliferation und ein invasives Wachstum zu férdern (Daya et al., 2018; Gentilini,

Pastore, Marra, & Raggi, 2018).

Der sogenannte Januskinasen/ Signal Transducers and Activators of Transcription-Signalweg
(JAK/STAT-Signalweg) ist neben der Regulation von Proliferation und Uberleben zusatzlich in der Lage,
durch Induktion von Faktoren wie VEGF die Angiogenese zu fordern (Daniel E. Johnson, Rachel A.
O’Keefe, 2018). Die Bindung verschiedener Zytokine wie IL-6, Wachstumsfaktoren und Interferone am
spezifischen Zytokinrezeptor fiihrt zur Dimerisierung zweier JAKs und schlieBlich zu deren Aktivierung.
Daraufhin folgt die Anlagerung zweier STAT-Signalproteine sowie deren Aktvierung via

Phosphorylierung.

Aus beiden STAT-Proteinen bildet sich ein Dimer, das in den Zellkern wandert und die Transkription
spezifischer Gene einleitet (Pencik, Thi, Pham, Schmoellerl, & Javaheri, 2016; Quintas-Cardama &
Verstovsek, 2013). Eine persistierende STAT-Aktivierung infolge von Mutationen im Signalweg oder
einem Uberangebot an Zytokinen konnte bereits beim Lungen-, Brust- und Prostatakarzinom sowie bei
myeloproliferativen Neoplasien beobachtet werden. Dies ging mit einer verstarkten Expression an
Zytokinen und deren Rezeptoren einher (Quintds-Cardama & Verstovsek, 2013; Smirnova,
Ostroukhova, & Bogorad, 2007). In Mausmodellen fiihrte eine konstitutive STAT-Aktivierung in der
Lunge zur Ausbildung einer chronischen Entziindung und Krebsentstehung (Y. Li et al., 2007). Durch
Kreieren eines inflammatorischen Milieus scheint eine Uberaktivierung von STAT-Protein die
Ausbildung eines CCCs zu beglinstigen und zudem einen stimulierenden Effekt auf Proliferation und

Invasion der Tumorzellen auszuliben (Chen et al., 2018; Dokduang et al., 2014).

Zudem wird dem Tumorstroma ein groRer Einfluss in der Tumorprogression via JAK/STAT-Signalweg
zugeschrieben. So konnte bereits gezeigt werden, dass von tumorassoziierten Fibroblasten
sezerniertes IL-6 einerseits die Metastasierungsrate bei Magenkrebs im Mausmodell, anderseits die

Angiogenese beim Kolonkarzinom im Mausmodell foérdert (Nagasaki et al., 2014; Wu et al., 2017).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das CCC ist weltweit der haufigste primar maligne Gallengangstumor mit aktuell steigender Inzidenz.
Der bisher einzige kurative Therapieansatz ist die friihzeitige chirurgische Resektion, welche jedoch bei
Diagnosestellung aufgrund des meist fortgeschrittenen Tumorstadiums nicht mehr moglich ist, sodass
nur die Option einer palliativen Therapie mit schlechten Uberlebensraten bleibt. Das Tumorstroma hat
sich in der letzten Zeit als wesentliche Struktur fiir die Progression solider Tumoren herausgestellt und

bietet einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir den Einsatz zielgerichteter Therapien.

Auch beim CCC, das einen hohen Anteil an desmoplastischem Stroma aufweist, hat die Interaktion des
Tumorstromas einen malfigeblichen Einfluss auf die Tumorprogression sowie auch auf die Invasivitat.
So konnte bereits gezeigt werden, dass die Prasenz von CAFs in OP-Resektaten von CCC-Patienten mit
einer kiirzeren Uberlebenszeit korreliert. Weiterhin charakteristisch fiir das CCC ist das friihzeitige
Auftreten von perineuraler Invasion, die mit einer erhohten Rezidivrate sowie verschlechterter
Prognose assoziiert ist. Aktivierte Schwann-Zellen, eine noch wenig untersuchte Komponente des
Tumorstromas, weisen eine hohe Affinitdt zu malignen Zellen auf und scheinen bei der perineuralen

Invasion mehrerer Tumorentitaten eine Schliisselfunktion zu ibernehmen.

Vor diesem Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit, den parakrinen Einfluss von CAFs und Schwann-

Zellen auf die Migration von CCC-Zellen zu untersuchen.

Dazu wurde eine immunhistochemische Farbung einer kleinen Kohorte an resezierten CCC-
Gewebeschnitten durchgefiihrt. Hier sollte die Dichte der angefarbten Schwann’schen Zellen und CAFs
mit klinischen Daten zum Gesamtiiberleben und tumorfreien Uberleben korreliert und analysiert
werden. Uberdies wurde das Wachstumsverhalten einer intrahepatischen und einer extrahepatischen
CCC-Zelllinie in Cokultur mit CAFs, Schwann-Zellen oder beiden Stromazellen in einem neu etablierten,
fluoreszenzbasierten Parakrinen-Interaktions-Modell untersucht. Eine mogliche Inhibierung der
Migration sollte durch Behandlung mit dem Multityrosinkinaseinhibitor Sorafenib, der bereits
erfolgreich zur palliativen Therapie des hepatozelluldaren Karzinoms eingesetzt wird, erfasst werden,
um moglicherweise Einflisse des Medikaments auf die parakrinen Prozesse zwischen CAFs,
Schwann’schen Zellen und Tumorzellen aufzuzeigen. Darauffolgend sollte einerseits ein potentieller
parakriner Einfluss der CAFs und Schwann’schen Zellen auf beide CCC-Zelllinien, andererseits der
Effekt von Sorafenib auf diese parakrinen Interaktionen mittels Zytokinscreening sowie Western Blots

mit Fokus auf den Signalwegen JAK/STAT, MAPK und PI3K/AKT naher ergriindet werden.
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2 Material

Im Folgenden tabellarisch aufgefiihrt sind die Gerate und Verbrauchsmaterialien, deren Verwendung

im Methodenteil ndher erlautert wird.

2.1 Gerate

Geratename

Hersteller

Agarosegelelektrophoresekammer Sub cell GT

Centrifuge 5415R

Consort EV 243 Electrophoresis power supply

CURIX 60 Entwickler

FORMA Scientific CO, water Jacketed Inkubator

Heraeus Minifuge T
Inkubationsbad 1003

Leica DM 1000-Mikroskop
Mikropipetten (10 pL,100 pL,1000 L)
Mikroskop Olympus CK2

Neubauer Zahlkammer

NyONE

Odyssey Infrared Imager

PAP Pen

Pipetus

Power supply PowerPac 3000
Schittler Duomax 1030
SPECTRAFluor Plus Reader

Sterilbank Biological Safety Cabinets Class Il

STUART Rollenmixer SRT9
TECAN infinite M200 pro
TECAN Sunrise Reader
Thermocycler T Gradient
Thermomixer comfort
Vortex Genie 2

Waage Sartorius BL 3100
Waage Sartorius BP310S
XCell Il Blot Module

XCell Mini-Cell SureLock Electrophoresis Cell

2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

AGFA (Mortsel,Belgien)

Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)
Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)
Gesellschaft flr Labortechnik (Burgwedel,
Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Olympus (Tokio, Japan)

Laboroptik (Lancing, UK)

SYNENTEC (Elmshorn, Deutschland)
LI-COR (Lincoln,USA)

Abcam (Cambridge, UK)

Hirschmann Laborgerate (Eberstadt,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Heidolph Instruments (Schwabach, Deutschland)

Tecan Group (Mannedorf, Schweiz)
NUAIRE (Plymouth, USA)

Bibby Scientific Ltd (Stone, UK)
Tecan Group (Mannedorf, Schweiz)
Tecan Group (Mannedorf, Schweiz)
Biometra (Gottingen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Bender & Hobein AG ( Zirich, Schweiz)
Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Invitrogen (Novex) (NY, USA)
Invitrogen (Novex) (NY, USA)

Firma

6-Well-Platte
96-Well-Platte

Biosphere Filter Tips (10 pL, 100 pL, 200 pL,

1000 pL)
Culture-Insert 4 Well in p-Dish

Sarstedt (Nurnbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Nurnbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Nirnbrecht, Deutschland

ibidi (Minchen, Deutschland)
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Verbrauchsmaterialien
Deckglaser 24x60 mm

Eppendorf GefaRe 1,5 mL, 2 mL
Immobilon FL Transfer Membrane

Nunc Polycarbonat-Membraneinsatze in
Multischalen (6-Well)

Objekttrager 25x75 mm

Primaria Zellkultur-Schalen 100x20mm
Roéhre 50 ml, 15 mL

Serologische Pipetten (2 mL, 5 mL, 10 mL,
25 mlL)

TC Flasche T25, T75, T175 Stand. Bel. Ka.
Wedge Well 4-20% Tris Glycin Gel
Whatman-Papier

Zellschaber 25 cm

2.3 Chemikalien und Losungen

Chemikalien

Firma

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen,
Deutschland

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
MERCK (Darmstadt, Deutschland)

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen,
Deutschland)

Corning (Corning, USA)

Sarstedt (Nirnbrecht, Deutschland
Sarstedt (Nirnbrecht, Deutschland

Sarstedt (Nurnbrecht, Deutschland)
Invitrogen (Novex) (NY, USA)

Biometra (Gottingen, Deutschland)
Sarstedt (Nurnbrecht, Deutschland)

Hersteller

AlamarBlue Cell Viability Reagent
Aguatex Eindeckmittel
Bromphenolblau

BSA, Albumin Fraktion V
CellTracker Blue CMAC

CellTracker deep red

Complete Ultra protease inhibitor cocktail

DAB Chromogen (3,3’-Diaminobenzidine)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium)
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) low
glucose

DMSO

DNA Ladders

DTT

Eosin

FCS Premium

FLuoroBrite DMEM

GelRed Nucleic acid stain (10.000x)
GlutaMAX 100x

Glycerol

Glycin

Hamalaun (Mayer)
Hematoxylin
IGEPAL CA 630

Isopropanol

Invitrogen (NY, USA)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Molecular Probes by Life Technologies
(Kalifornien,USA)

Molecular Probes by Life Technologies
(Kalifornien,USA)

ROCHE (Penzberg, Deutschland)

Dako Denmark A/S (Glostrup, Danemark)
Gibco Invitrogen (NY,USA)

Gibco Invitrogen (NY, USA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Invitrogen (NY, USA)

Biomol (Hamburg, Deutschland)

Waldeck (Miinster, Deutschland)

PAN Biotech (Aidenbach,Deutschland)
Gibco Invitrogen (NY, USA)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Gibco Invitrogen (NY, USA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, (Steinheim,
Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Waldeck (Muinster, Deutschland)

Dako Denmark, A/S (Glostrup, Danemark)
Sigma Aldrich Chemie GmbH, (Steinheim,
Deutschland)

Fischar (Sarbriicken, Deutschland)
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Chemikalien

Methanol 99,9%

Milchpulver Blotting-Grade, fettarm
Mitomycin C (M0503-2MG)

NaCl

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
Penicillin/Streptomycin

Peroxidase Blocking Solution S2023
PhosSTOP EASY pack

Precision Plus Protein Dual Color Standards
SCM (Schwann Cell Medium)

SDS

SDS 20%

Sodium Pyruvate 100 mM

Sorafenib (Nexavar 200 mg) (gel6st in DMSO)
StemPro Accutase

Substrate Buffer (B)

Tris-Base ULTROL Grade

Hersteller

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Avantor (Center Valley, USA)

Gibco Invitrogen (NY, USA)

Biochrom (Berlin, Deutschland)

Dako Denmark A/S (Glostrup, Danemark)
ROCHE (Penzberg, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
ScienCell Research Laboratories (San
Diego,Kalifornien, USA)

Biomol (Hamburg, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Gibco Invitrogen (NY, USA)

BAYER (Leverkusen, Deutschland)

Gibco Invitrogen (NY, USA)

Dako Denmark A/S (Glostrup, Danemark)
Calbiochem (Bad Soden, Deutschland)

Tris-HCL Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Tween 20 MERCK (Darmstadt, Deutschland)
2.4 Puffer
Lésung Zusammensetzung
Blotting Puffer 14,26 g Glycin

Lammli Puffer 4x

Laufpuffer

RIPA Puffer

Sammelgelpuffer

TBS

12,114 g Tris-Base

ad 1 L mit aqua dest

10 mL 1M Tris-HCI (pH 6,8)
16 mL Glycerol 100%
3,2 g SDS

1,23 g DTT
Bromphenolblau

ad 1 L mit aqua dest
3,029 g Tris-Base

14,41 g Glycin

50 mL 20% SDS

ad 1 L mit aqua dest

50 mM Tris-HCl (pH 7,5)
150 mM NacCl

1% NP40

0,5% NaDesoxycholat
0,2% SDS

6,0725 g Tris-Base

20 mL 20% SDS

ad 1 L aqua dest (pH 6,8)
8 g NaCl

2,42 g Tris-Base

ad 1 L aqua dest

(pH 7,6)
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Lésung
TBS-T

2.5 Kits

Kits

Zusammensetzung

8 g NaCl

2,42 g Tris-Base

ad 1 L aqua dest (pH 7,6) + 0,1% Tween20

Hersteller

DC Protein Assay Kit

VenorGeM Mycoplasma Detection Kit

Proteome Profiler Human Cytokine Array Kit

Panel A

Human beta-NGF DuoSet ELISA

DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2

2.6 Antikorper

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

R&D SYSTEMS (Minnesota, USA)

R&D SYSTEMS (Minnesota, USA)
R&D SYSTEMS (Minnesota, USA)

Primarantikérper Spezies Verdiinnung Solvens Hersteller (ID)
Akt (pan) mAb Maus 1:1000 5% BSA in Cell Signaling
TBS-T Technology
(Leiden,Niederlande)
(#2920)
FSP-1 Maus 1:200 Verdiinnungspuffer abcam ab93283
(Cambridge, UK)
p44/42 MAPK Kaninchen  1:1000 5% BSA in Cell Signaling
(Erk1/2) mAb TBS-T Technology
(Leiden,Niederlande)
(#9102)
Phopsho-p44/42 Maus 1:500 5% BSA in Cell Signaling
MAPK (Erk1/2) TBS-T Technology
(Thr202/Tyr204) (Leiden,Niederlande)
(E10) mAb (#9106)
Phospho SAPK/JNK  Kaninchen  1:500 0,5% BSA in Cell Signaling
(Thr183/Tyr185) TBS-T Technology
(81E11) mAb (Leiden,Niederlande)
(#4668)
Phospho-Akt Kaninchen  1:1000 5% BSA in Cell Signaling
(Ser4a73) (193H12) TBS-T Technology
mAb (Leiden,Niederlande)
(#4058)
Phospho-Stat3 Kaninchen  1:300 5% BSA in Cell Signaling
(Tyr705) mAb TBS-T Technology
(Leiden,Niederlande)
(#9131)
SAPK/JNK mAb Kaninchen  1:500 0,5% BSA in Cell Signaling
TBS-T Technology

(Leiden,Niederlande)
(#9252)
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Primarantikérper Spezies Verdiinnung Solvens Hersteller (ID)
3-Actin mAb Maus 1:10.000 0,5% Milch in Sigma Aldrich Chemie
TBS-T GmbH (Steinheim,

Deutschland)
(#A5441)

Primarantikérper Spezies Verdiinnung Solvens Hersteller (ID)

Stat3 (124H6) mAb  Maus 1:1000 5% BSA in Cell Signaling

TBS-T Technology

(Leiden,Niederlande)
(#9139)

Sekundarantikorper Spezies Verdiinnung Solvens Hersteller

Anti Maus Dako Ziege gebrauchsfertig keins DAKO North America,

EnVision+ System- Inc. (Carpinteria, CA,

HRP Labelled USA)

Polymer

anti Maus IRDye Ziege 1:10000 0,5% Milch TBS-T LI-COR (Lincoln, USA)

680 IgG 0,01% SDS

anti Kaninchen Ziege 1:10000 0,5% Milch TBS-T LI-COR (Lincoln, USA)

IRDye 800CW IgG 0,01% SDS

2.7  Zellkultur
Zelllinie Medium Herkunft Referenz
HuCCT-1 DMEM low glucose, 10% FBS, Humanes Cell Bank RIKEN Bio

1% GlutaMAX,
1% NaPyruvat

Intrahepatisches CCC

TFK-1 DMEM low glucose, 10% FBS, Humanes
1% GlutaMAX, Extrahepatisches CCC
1% NaPyruvat
HSC Schwann cell Medium (ScienCell Humane
Research Laboratories) Schwann’sche
Zellen, humaner
Spinalnerv
CAFmH DMEM low glucose, 10% FBS, Leberresektate von

1% GlutaMAX,
1% NaPyruvat

CCC-Patienten

Resource Centre
(Koyadai Tsukuba,
Japan)

Cell Bank RIKEN Bio
Resource Centre
(Koyadai Tsukuba,
Japan)

ScienCell Research
Laboratories (San
Diego, USA)

Chirurgie, UKSH
Campus Kiel
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3 Methoden

3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Gewebeschnitte aus Resektaten von Spendern mit CCC

Es wurden 14 (5 intrahepatische und 9 extrahepatische) in Paraffin eingebettete 5 pM-dicke
Gewebeschnitte vom Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein zur
Verfiigung gestellt, um CAFs und HSC anzufarben und deren Prasenz mit dem Tumorfreien-Uberleben
der Patienten zu korrelieren. Die Asservierung erfolgte in Einverstandnis der Patienten sowie des Ethik-

Komitees der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel (A 110/99).

3.1.2 Immunhistochemische Farbungen

An den Gewebeschnitten wurde eine immunhistochemische Farbung fiir FSP1 (Fibroblast specific
protein 1) durchgefiihrt. Parallel erfolgte zusatzlich die Farbung eines Tonsillenpraparates als
Positivkontrolle, einer Negativ- sowie der 1gG2-Isotypkontrolle. Zuerst wurden die Gewebeschnitte
zweimal flr je 10 min in Xylol entparaffiniert, gefolgt von einer Rehydrierung durch eine absteigende
Alkoholreihe. Dazu wurden die Gewebeschnitte zundchst zweimal fiir je 10 min in 100% Ethanol, fir 5
min in 95% Ethanol sowie jeweils fiir 2 min in 70% und 50% Ethanol inkubiert. Den Abschluss der
Rehydrierung stellte die 30 min Inkubation in destilliertem Wasser dar.

Anschliefend wurden die Gewebeschnitte kurz im Waschpuffer gewaschen und das Gewebe mit
einem PAP Pen umrandet, um durch die erschaffene hydrophobe Barriere eine optimale Inkubation
der unterschiedlichen Reagenzien auf dem Gewebe zu ermdéglichen. Eine Antigendemaskierung war
nicht erforderlich. Im Anschluss wurde flir 5 min in Peroxidase-Blocking-Losung (DakoReal) blockiert
und zweimal fir je 2 min mit Waschpuffer gewaschen. Der Primarantikérper wurde 1:200 in
Antikorper-Verdiinnungspuffer angesetzt und fiir 1 h in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fiir jeweils 2 min erfolgte die 30 min Inkubation
im Sekundarantikérper EnVision+System-HRP anti Maus in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur.
Uberschiissiger Sekundarantikérper wurde in drei weiteren Waschschritten a 2 min entfernt. Das
Substrat DAB Chromogen wurde 1:50 in Substratpuffer verdiinnt und fiir 5 min bei Raumtemperatur
auf den Gewebeschnitten in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach kurzem Abspilen mit
destilliertem Wasser erfolgte eine 7 min Gegenfarbung mit Hamalaun, das zuvor 1:4 in Wasser
verdinnt wurde und zur Visualisierung der Zellkerne diente.

Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte fir 10 min in flieRendes Leitungswasser gestellt, kurz mit
destilliertem Wasser abgespilt und vorsichtig abgetrocknet. AbschlieBend wurden die

Gewebeschnitte mithilfe des Eindeckmediums Aquatex sowie Deckglaschen versiegelt.
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Die immunhistochemischen Farbungen von aSMA und S-100wurden im Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein am Campus Kiel unter Verwendung automatisierter
Standardmethoden durchgefiihrt. Die Evaluation der Farbungen wurde mithilfe eines Leica DM 1000-
Mikroskops durchgefiihrt. Dabei wurde die Intensitat der Farbungen separat von zwei Pathologen
anhand eines Scoringsystems auf einer Skala von 0-3 bewertet (0: keine Farbung; 1: Schwache Farbung;

2: Moderate Farbung; 3: Starke Farbung).

3.2 Isolierung und Kultivierung von primaren CAFs

Die Isolierung und Kultivierung der CAFs wurde nach dem Protokoll von Herrn Dr. Bernsmeier aus
unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Dazu wurden die CAFs aus Resektaten von CCC-Patienten isoliert,
deren Asservierung im Einverstandnis des Patienten sowie des Ethik-Komitees der Medizinischen
Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel erfolgte (A 110/99).

Unmittelbar nach der Resektion wurde das Lebergewebe in DMEM inklusive 10% FCS,1% GlutaMAX,
1% Natrium-Pyruvat sowie 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert und unter sterilen Bedingungen in 1
mm? groRe Tumorteile geschnitten. Im Anschluss wurden je 3-5 Tumorstiicke pro Well in 6-Well-
Platten Uberfihrt und fur ca. 3 h in 700 uL Kulturmedium inklusive 1% Penicillin/Streptomycin im
Brutschrank inkubiert, bis das zerschnittene Gewebe adharent angewachsen war. Danach wurde 1 mL
des Kulturmediums pro Well hinzugegeben. Nach 2 Tagen wurden die Tumorteile in neue 6-Well-
Platten umgesetzt, um die abgestorbenen Zellreste nahezu vollstandig zu entfernen. Ein
Mediumwechsel erfolgte dreimal wochentlich. Nach ungefahr zwei Wochen waren genligend CAFs aus
den Gewebestlicken migriert, sodass das Gewebe aus den 6-Well-Platten entfernt werden konnte. Bei
einer Konfluenz von 80% wurden die CAFs nach kurzem Waschen mit PBS mithilfe von Accutase
abgelost, bei 540xg fur 10 min zentrifugiert und das resuspendierte Pellet in T25-Kulturflaschen
passagiert. Flr die weitere Kultivierung sowie fir Experimente wurde Kulturmedium ohne
Penicillin/Streptomycin verwendet. Die immunzytochemische Charakterisierung der Zellen wurde in
unserer Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Bernsmeier und Herrn Dr. Heinze durchgefiihrt (Heits et al.,

2016).

3.3  Zellkultur

Die adharenten Zelllinien HuCCT-1, TFK-1, humane Schwann-Zellen (HSC) sowie die primaren CAFmH
wurden in FCS mit 10% DMSO in fliissigem Stickstoff langfristig gelagert (Ethikvotum: A 110/99).

Zur Kultivierung wurden die Aliquots vorsichtig bei 37°C aufgetaut und sofort in 5 mL des
entsprechenden vorgewarmten Kulturmediums resuspendiert, um die Konzentration des

zytotoxischen DMSO zu minimieren.
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Nach anschlieRender Zentrifugation bei 540xg fliir 5 min wurden die Pellets jeweils in 12 mL
Kulturmedium aufgenommen, in eine T75 cm?-Kulturflasche Gberfiihrt und bei 37°C und 5% CO»-
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Bei einer Konfluenz von 80% wurden die Zellen mit PBS gewaschen und unter Verwendung von
Accutase abgel6st. Nach darauffolgender Zentrifugation bei 540xg fiir 5 min sowie anschlieRender
Resuspendierung wurde die Zellsuspension in neue Kulturflaschen passagiert. Die CAFs wurden
maximal im Verhaltnis 1:2, die tGbrigen Zelllinien je nach Konfluenz 1:3 bis 1:5 gesplittet.

Zellzahlungen wurden mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer durchgefiihrt.

3.4 Mykoplasmen-PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Mykoplasmen sind kleine parasitierende Bakterien, die die Funktionstiichtigkeit, den Metabolismus
sowie biochemische Eigenschaften der verwendeten Zellkulturen beeintrachtigen. Mithilfe des PCR-
basierten Mycoplasma Detection Kits (VenorGeM), das die 16S RNA kodierte Region im
Mykoplasmengenom nachweist, wurden die Zellkulturen TFK-1, HUCCT-1, HSC sowie CAFmH auf eine
Mykoplasmeninfektion untersucht.

Dazu wurde bei einer Konfluenz von 90% jeweils 500 pL Zellkulturiiberstand entnommen, fiir 10 min
bei 95°C gekocht und bei 16100xg fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend in neue
Eppendorfgefalie Gberfiihrt. 23 uL Mastermix und 2 pL Probe bzw. 2 uL aqua dest. als Negativkontrolle
und 2 plL Positivkontrolle wurden als PCR-Ansatz pipettiert, gevortext und kurz zentrifugiert. Danach
wurde die qualitative PCR im ThermoCycler durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die PCR-Produkte
mittels Agarose-Gelelektrophorese auf mdégliche Kontaminationen untersucht. Dazu wurden 1,5%
Agarose in TAE-Puffer aufgekocht, anschlieBend GelRed dem noch heifen Gel hinzugegeben, in eine
Gelvorrichtung inklusive des Kamms gegossen und nach 20 min das nun auspolymerisierte Gel in die
Gelkammer Uberfiihrt. Nach Entfernen des Kamms erfolgte das Beladen der Taschen mit jeweils 10uL
PCR-Ansatz inklusive Limmli-Puffer sowie eines GroRenmarkers (Invitrogen DNA Ladders).

Die Auftrennung der in den PCR-Ansdatzen vorhandenen DNA erfolgte mittels

Agarosegelelektrophorese fiir 1 h bei 120 Volt. Anschliefend wurden unter UV-Licht die Resultate

analysiert.
Mastermix je Probe PCR-Zyklus-Programm
Aqua dest 15,3 uL 1. Zyklus 94°C 2 min
10xReaktionspuffer 2,5 uL 39 zZyklen 94°C 30 sek
Internal control 2,5 uL 55°C 1 min
Primer und Nukleotide-Mix 2,5 uL 72°C 30 sek
Tag-Polymerase (5U/uL) 0,2 uL Kiihlung 4-8°C
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3.5 Proliferations-Assay

Um einen moglichen Einfluss des Medikaments Sorafenib auf die Proliferation der HuCCT-1, TFK-1, HSC
sowie CAFmH zu untersuchen, wurde ein Proliferations-Assay mit AlamarBlue durchgefiihrt.

Dafir wurden 5x10% Zellen in 100 pL Medium pro Well in 96-well-Platten ausgesit, die am
darauffolgenden Tag in 5-fach-Bestimmungen mit Sorafenib in Konzentrationen von 0-50 uM
behandelt wurden. Nach 21 h, 45 h sowie 93 h wurden 10 pL AlamarBlue-Reagenz pro Well
hinzugegeben und die Fluoreszenz, welche linear mit der metabolischen Aktivitat korreliert nach 3 h
Inkubation bei 37°C und 5% CO,-Atmosphare mittels SPECTRAFluor Plus Reader (TECAN) detektiert.
Anhand dieser Rohdaten konnte fiir die jeweilige Zelllinie eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt und der

IC50-Wert bestimmt werden.

3.6 Parakrines-Interaktions-Modell zur Untersuchung der Zellmigration

Ein moglicher Einfluss der unterschiedlichen Stromazelllinien (HSC und CAFmH) auf das
Wachstumsverhalten der beiden CCC-Zelllinien (HuCCT-1 und TFK-1) sollte mit dem von mir etablierten
Parakrinen-Interaktions-Modell analysiert werden.

Dazu wurde nach dem Ablésen der Zellen durch Accutase sowie anschlieBender Zentrifugation und
Resuspendierung die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt, sodass Zellsuspensionen
mit definierter Zellzahl erstellt werden konnten.

Diese Zellsuspensionen wurden erneut zentrifugiert, das Pellet in 0% FCS-haltigem Medium inkl. 25
UM CellTracker deep red fir HUCCT-1 und TFK-1, bzw. in 0%FCS-haltigem Medium inkl. CellTracker
CMAC blue fur HSC resuspendiert und flr 45 min im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Atmosphdre
inkubiert. Die rote sowie die blaue Fluoreszenzmarkierung durch die beiden CellTracker ist tber
mehrere Generationen in den Zellen detektierbar, wodurch eine prazise Unterscheidung zwischen den
unterschiedlichen Zelltypen ermoglicht wird. AnschlieRend wurden die nun fluoreszenz-markierten
Zellen erneut bei 540xg fiir 5 min zentrifugiert, um den Uberschuss an CellTracker aus der Lésung zu
entfernen. Das Pellet wurde nun in 10%-haltigem Medium resuspendiert. Es wurden 0,35x10°

Zellen/Well in 75 pL Medium in ibidi-Platten ausgesat.
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Bei der ibidi-Platte handelt es sich um eine runde Kulturplatte mit integriertem 4-Kammersystem
(Wells), welches die simultane Kultivierung von 4 verschiedenen Zellkonditionen pro ibidi-Platte

erlaubt (s.Abb.3.1).

CAFs CAFs

CAFs CAFs

Abb. 3.1: Untersuchung der Zellmigration mittels ibidi-Platte
a) ibidi-Platte (ibidi.com)
b) Schematische Darstellung der unterschiedlichen Konditionen

Bei ausreichender Adharenz und Konfluenz der Zellen in den jeweiligen 4 wells (Zellkompartimenten)
einer ibidi-Platte kann das 4-Kammersystem mit einer Pinzette steril entfernt werden. Mithilfe des
dadurch zwischen den 4 wells (Zellkompartimenten) entstandenen Spalts wurde die Migration der
unterschiedlichen Zellpopulationen untersucht, indem die Zellkonfluenz im Spalt zu verschiedenen
Zeitpunkten gemessen wurde. Um die identische Ausrichtung der ibidi-Platten zwischen den
unterschiedlichen Messpunkten zu garantieren und somit im Anschluss eine optimale Auswertung
mittel des NyONE-Imagers zu gewahrleisten, wurden die ibidi-Platten in einer von der Firma Synentec

angefertigten Halterung fixiert.

Cell Staining Cell Seeding Insert Removal Culture and Imaging

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Vorgehens (modifiziert nach
ibidi.com)

21



Am darauffolgenden Tag wurden die jeweils 4 Wells (Zellkompartimente) einer ibidi-Platte mit 100 pL
0% FCS DMEM FluoroBrite gewaschen und danach mit 75 pL 0% FCS DMEM FluoroBrite fir die
Kontrollgruppe und 75 pL 0% FCS DMEM FluoroBrite inklusive 1 pM Sorafenib fir die
Behandlungsgruppe versehen. Nach 4 h Inkubation sowie 90% Konfluenz der Zellen erfolgte die sterile
Entfernung des Stempels/4-Kammersystems, welcher zuvor die ibidi-Platte in die 4 Wells unterteilt
hatte. Da der dadurch zwischen den 4 Zellkompartimenten entstandene Spalt lberall die identische
GroRe aufweist, wird eine spatere Quantifizierung der Resultate deutlich vereinfacht.

Um Zelliberreste zu entfernen, wurden die Zellen in der ibidi-Platte 2x mit 2 mL 0% FCS-haltigem
DMEM FluoroBrite gewaschen und danach in 2 mL 0% FCS-haltigem DMEM FluoroBrite inklusive 1 pM
Sorafenib (Behandlung) sowie exklusive 1 uM Sorafenib (Kontrolle) kultiviert. Die anschliefende
Messung zum Zeitpunkt t=0 h erfolgte mithilfe des NyONE (SYNENTEC) in der fur die ibidi-Platten
angefertigten Vorrichtung. Weitere Messungen wurden nach 2 h, 18 h, 24 h, 44 h, 68 h, 72 h
durchgefiihrt. Zudem wurde das Medium vor den Messpunkten t=18 h, t=44 h und t=68 h mit
Sterilfiltern (0,45 uM PorengrofRe) steril filtriert, um Zellreste zu entfernen.

Die nachfolgende Quantifizierung erfolgte durch eine Konfluenzmessung im Hellfeld. Dazu wurde
unter Verwendung des ,,Wound healing beta 2F“-Operators von Synentec in jedem der 4 Spaltraume

einer ibidi-Platte die konfluente Flache bestimmt.

3.7 Western Blot-Analyse

3.7.1 Prinzip

Ein potentieller parakriner Einfluss der unterschiedlichen Stromazelltypen auf die Signaltransduktion
in den Tumorzelllinien TFK-1 und HUCCT-1 wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht. Besonderer
Fokus lag hierbei auf den Proteinkinasen Stat3, JNK, Akt und Erk, um mogliche durch Stromazellen
bedingte Unterschiede in den MAPK-, PI3K- sowie JAK-STAT-Signalwegen zu detektieren.

Zuerst erfolgte die Produktion von konditionierten Medien der jeweiligen Zelltypen und Cokultur-
Konditionen (s. Abschnitt 3.7.2), die 0% FCS-haltiges Medium inklusive die von den jeweiligen Zelllinien
sezernierten Wachstumsfaktoren enthielten. Diese wurden im Anschluss zur Stimulation der
Krebszelllinien HUCCT-1 und TFK-1 verwendet.

Die Proteine wurden aus Gesamtzelllysaten der unterschiedlich behandelten Tumorzelllinien isoliert,
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die gewlinschten Signalproteine nach dem Membrantransfer

mithilfe des Immunoblot-Verfahrens detektiert.
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3.7.2 Herstellung des konditionierten Mediums

a. Monokultur mit CAFmH bzw. HSC
Das konditionierte Medium der CAFmH bzw. der HSC wurde in T75 cm?-Kulturflaschen generiert. Bei
einer Konfluenz von 80-90% wurde das Medium aus der T75 cm?-Kulturflasche entfernt und die Zellen
mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 10 mL Kulturmedium ohne FCS inklusive 1 oder 10 uM
Sorafenib (Behandlung) bzw. exklusive Sorafenib (Kontrolle) hinzugegeben. Die Zellen wurden fiir 24 h
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die
Zentrifugation des Mediums bei 540xg fiir 5 min. Der Uberstand wurde als konditioniertes Medium in

ein neues Falcon Uberfiihrt und bei -20°C gelagert.

b. Co-Kultur aus der jeweiligen Tumorzelllinie mit CAFmH oder HSC und aus HSC und CAFmH
Zur Herstellung des konditionierten Mediums in Cokultur wurde ein indirektes Transwellsystem
verwendet, bei dem beide Zelltypen lediglich liber die sezernierten, gelésten Faktoren miteinander in
Kontakt stehen. Es wurden 1,5x10° Tumorzellen pro Transwell und 1,5x10° CAFmH bzw. HSC pro 6-
Well ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen zuerst 2x mit PBS gewaschen und anschliefend mit
2 mL Kulturmedium ohne FCS (1,5 mL pro 6-Well und 0,5 mL pro Transwell) versehen. Fir die
Behandlungsgruppe wurde analog zur Monokultur eine Konzentration von 1 uM bzw. 10 pM im 0%
FCS-haltigem Kulturmedium verwendet. Das folgende Procedere ist mit dem Herstellungsverfahren in

Monokultur identisch.

3.7.3 Zellbehandlung und Stimulation

Es wurden 3x10° an TFK-1- bzw. HUCCT-1-Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte ausgesat. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS am darauffolgenden Tag wurden 2 mL Kulturmedium ohne FCS pro
Well hinzugegeben und die Zellen fiir 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Luftfeuchtigkeit
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen nach erneutem Waschen mit PBS in 2 mL Kulturmedium
ohne FCS pro Well fir die Kontrollgruppe sowie in 2 mL Kulturmedium ohne FCS inklusive 1 uM und
10 uM Sorafenib fiir die Behandlungsgruppe aufgenommen. Am nachsten Tag erfolgte die Stimulation
der Tumorzellen mit dem jeweiligen konditionierten Medium fiir 15 min bei 37°C, als Kontrollen

wurden Kulturmedium inklusive und exklusive 10% FCS verwendet.

3.7.4 Lyse und Proteinextraktion

Nach der Stimulation der Tumorzellen mit konditioniertem Medium erfolgte die Lyse der Zellen auf
Eis. Dazu wurde das Medium abgesaugt, 80 pL RIPA-Puffer inklusive PhosSTOP (ROCHE) und Complete
Protease Inhibitor Cocktail (ROCHE) pro Well hinzugegeben und die jeweilige 6-Well-Platte fir 2 h bei
-20°C inkubiert.

23



Anschlieend wurden die lysierten Zellen in den 6-Well-Platten fiir 10 min auf Eis aufgetaut, mithilfe
eines Zellschabers abgelost und in Eppendorfgefdlie Uberfiihrt. Es folgte eine Sonifizierung mittels
Ultraschalls (10x1sek) bei einer Amplitude <16” und eine Zentrifugation bei 16.100 rcf und 4°C fur 15
min. Die Uberstinde mit dem darin enthaltenen Gesamtprotein wurden in neue EppendorfgefilRe
Uberfihrt und bei -20°C gelagert. Der gesamte Vorgang wurde auf Eis durchgefiihrt, um die

Auswirkungen einer Degradation durch Proteasen zu minimieren.

3.7.5 Proteinbestimmung mittels DC Protein Assay (Bio-Rad) und Konzentrationseinstellung

Die Proteinkonzentration wurde mithilfe des DC Protein Assay-Kit (BioRad) nach Herstellerangaben
bestimmt. Die Quantifizierung der Proteine erfolgte durch photometrische Messung bei einer
Wellenlange von 700 nm. Die Intensitat der Absorption steht in direkter Korrelation mit der
Proteinkonzentration, die anhand einer standardisierten Verdinnungsreihe bestimmt wird. Die
Messung erfolgte mit dem Tecan Sunrise-Photometer.

Eine einheitliche Proteinkonzentration der Proben wurde durch Verdiinnung mit RIPA-Puffer erreicht.
Zusatzlich wurden die Proben mit Limmli-Puffer versetzt, gefolgt von einer 5-minlitigen Denaturierung

bei 95°C und anschlieBender kurzen Abklihlung auf Eis sowie Zentrifugation.

3.7.6 SDS-PAGE

Um die isolierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde eine SDS-
Polyacrlyamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefihrt.

Die Geltaschen wurden nach dem Einspannen eines 4-20% Tris Glycin Fertiggels in die
Elektrophoresekammer und dem Befiillen mit Laufpuffer mit jeweils 45 ug Protein in 20 uL RIPA-Puffer
beladen. Zudem wurde der Precision Plus Protein Dual Color Standards-Proteinstandard zur

GroRenbestimmung verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120 V fiir 2 h.

3.7.7 Western Blot

Fiir den Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine FL-Membran wurde ein Semidry-Blotverfahren
angewandt. Dazu wurden 2 in Blotting-Puffer getrankte Western Blot-Schwamme auf der Anode
positioniert, gefolgt von einem durchtrankten Whatman-Papier und dem Gel, welches die
aufgetrennten Proteine enthielt. AnschlieBend wurde die zuvor in Methanol rehydratisierte FL-
Membran auf dem Gel platziert und mit einem in Blotting-Puffer getrankten Whatman-Papier und 2
Western Blot-Schwammen bedeckt. Die Kathodenplatte wurde aufgelegt und die Proteine in 1 h bei

10 V aus dem Gel auf die FL-Membran transferiert.
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3.7.8 Immunnachweis der Proteine

Die Detektion der gewlinschten Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikorper.

Nach dem Blot wurde die Membran kurz in Methanol aktiviert und anschliefend mit TBS gewaschen.
Die Blockierung freier Bindungsstellen erfolgte in 5% BSA in TBS auf dem Schittler bei
Raumtemperatur fir 1 h, gefolgt von der Primarantikorper-Inkubation auf einem Rollenmischer lber
Nacht bei 4°C - mit Ausnahme von R-Actin, dessen Detektion mit dem Primarantikorper fir 1h bei
Raumtemperatur erfolgte.

Aufgrund der unterschiedlichen Spezies der Antikorper fiir die phosphorylierte und unphosphorylierte
Variante des jeweiligen Zielproteins (pStat3/Stat3, pAKT/Akt sowie pErk/Erk) war hier somit eine
simultane Inkubation der Primarantikorper beider Varianten moglich.

Am darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10min in TBS-T auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation im Sekundarantikorper auf dem
Schiittler bei Raumtemperatur fir 1 h, die zum Schutz des Fluorochroms im Dunkeln durchgefiihrt
wurde. Um Uberschiissigen Sekundarantikorper zu entfernen, wurde die Membran danach fiir 10 min
in TBS-T und anschliefend zweimal jeweils fiir 10 min in TBS ohne Tween im Dunkeln gewaschen. Nach
erneuter, kurzer Inkubation in Methanol wurde die Membran getrocknet und das Fluoreszenzsignal
der Zielproteine mittels Odyssey Infared Imager (Li-COR) detektiert und mit der Software Image Studio
lite analysiert.

Angesichts der gleichen Spezies des phosphorylierten und unphosphorylierten JNK-Primarantikorpers
musste nach der Detektion des pJNK-Signals ein sogenanntes ,,Stripping” der Membran durchgefiihrt
werden, um die bisherigen Antikérperbindungen zu entfernen und somit die Bindung des JNK-
Antikorpers zu ermoglichen.

Dazu wurde die Membran nach der Rehydratisierung in Methanol kurz mit TBS-T gewaschen, und
anschlieRend in aufgekochtem Stripping-Puffer fiir 20 min bei Raumtemperatur auf dem Schittler
inkubiert. Nach erneutem Waschvorgang in TBS-T fiir 10 min folgten analog zum vorherigen Procedere

die Blockierung der Membran sowie die verbleibenden Schritte bis zu Detektion.

3.8 Human Cytokine Array-Kit

3.8.1 Prinzip

Zur genaueren Analyse eines potentiellen parakrinen Einflusses der Schwann’schen Zellen und CAFs
auf die beiden Tumorzelllinien wurden die Uberstinde der verschiedenen Konditionen aus dem
Parakrinen-Interaktions-Modell nach 72 h auf Unterschiede im Zytokinexpressionsmuster untersucht.
Bei dem verwendeten Proteome Profiler Human Cytokine Array-Kit handelt es sich um einen Membran-

basierten Immunnachweis, der die simultane Detektion von 36 Zytokinen in den Proben ermoglicht.
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3.8.2 Herstellung der Zellkulturtberstiande

Nach der letzten Messdurchfiihrung bei 72 h im Parakrinen-Interaktions-Modell (s. Abschnitt 3.6)
wurde das Kulturmedium der ibidi-Platten in 15 mL-Falcons pipettiert und flir 5 min bei 540xg
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand in neue 15 mL-Falcons iberfiihrt und bei -20°C

gelagert.

3.8.3 Durchfihrung

Nach dem Auftauen der Zellkulturtiberstande auf Eis erfolgte die Durchfiihrung des Proteome Profiler
Humane Cytokine Array-Kits nach Herstellerangaben.

Dazu wurden die bereits mit den 36 Zytokin-spezifischen Antikorpern versehenden Membranen in
jeweils 2 mL Puffer 4 flir 1 h auf dem Schiittler bei Raumtemperatur blockiert. Parallel wurden jeweils
500 pL Probe mit 500 pL Puffer 4, 500 uL Puffer 5 sowie 15 uL Detektions-Antikorper-Cocktail versetzt,
die ebenfalls fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Nach dem Entfernen des Blockierpuffers
von den Membranen folgte die Inkubation in der hergestellten Proben-Antikdrper-Lésung Giber Nacht
bei 4°C auf dem Schiittler.

Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen dreimal fiir je 10min mit Waschpuffer gewaschen,
gefolgt von einer 30min Inkubation in Streptavidin-HRP-Verdiinnung bei Raumtemperatur.
Anschliefend wurde erneut dreimal fir je 10 min mit Waschpuffer gewaschen. Die Membranen
wurden dann auf einer Plastikfolie positioniert und fiir 1 min in ECL-L6sung inkubiert, bei der es sich
um ein Substrat fiir die Peroxidase (HRP) handelt. Die Peroxidase katalysiert dabei die Umsetzung
dieses Substrats in ein lumineszierendes Produkt und ermoglicht somit die Visualisierung der in den
Proben vorhandenen Zytokine. Die Membranen wurden daraufhin von Uberschiissiger ECL-L6sung
befreit und in eine Filmkassette eingespannt. Die Detektion des Lumineszenzsignals erfolgte mit X-Ray-

Filmen in einem Curix 60-Entwickler. Mittels Scanner wurden die Resultate digitalisiert.

3.9 R-Nerve-Growth-Factor-ELISA -Kit

Um die Expression des B Nerve Growth Factors (BNGF) in den verschiedenen Konditionen des
Parakrinen-Interaktions-Modells (s. Abschnitt 3.6) — insbesondere in Cokultur mit Schwann’schen
Zellen- zu analysieren, wurde ein BNGF-ELISA von R&D Systems nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die bereits fiir das Human Cytokine Array-Kit hergestellten Zellkulturtiberstande der
Experimente des Parakrinen-Interaktions-Modells nach 72 h verwendet (s. Abschnitt 3.8.2).

Zuerst wurden 96-Well-Platten mit 100 pL des in PBS verdiinnten BNGF-Primarantikorpers pro Well

Uber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet.
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Am nachsten Tag wurden die Platten dreimal mit jeweils 400 uL Waschpuffer pro Well gewaschen und
anschlieRend mit 300 uL Reagent Diluent pro Well fiir 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Nach
Wiederholung der drei Waschvorgange wurden die Platten mit jeweils 100 pL Zellkulturtiberstand pro
Well beflllt. Zusatzlich wurde pro 96-Well-Platte eine Verdiinnungsreihe des BNGF-Standards
angefertigt, um die BNGF-Konzentrationen in den einzelnen Proben spater bestimmen zu kénnen.
Proben sowie BNGF-Standard wurden als Duplikate pipettiert und fiir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen folgte die Inkubation mit 100 uL Detektions-Antikdrper pro Well
fiir 2 h bei Raumtemperatur.

Um Uberschissigen Detektions-Antikorper zu entfernen, wurden 3 weitere Waschschritte mit 400 uL
Waschpuffer pro Well durchgefiihrt, gefolgt von einer 20 min Inkubation in 100 uL Streptavidin-HRP-
Verdiinnung pro Well bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die 96-Well-Platten wieder dreimal
gewaschen und 100 pL Substrat-Losung pro Well fiir 20 min hinzugegeben. Die katalysierte Umsetzung
des Substrats in ein lumineszierendes Produkt durch die Peroxidase (HRP) wurde nach Zugabe der
Stop-L6sung unterbunden, um eine Sattigung zu verhindern und somit die quantitative Bestimmung
der BNGF-Konzentrationen in den Proben anhand der Standard-Verdinnungsreihe zu ermoglichen.
Die optische Densitat wurde bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenldange von

570 nm im TECAN sunrise-Photometer gemessen.

3.10 Statistische Auswertung

Die Berechnung der Mittelwerte, Standardabweichungen sowie Signifikanzen erfolgte mithilfe von
Microsoft Office 365 ProPlus sowie SPSS 23.0. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde zudem untersucht,
ob die Daten normalverteilt sind. Zum Vergleich der Mittelwerte der unterschiedlichen Stichproben
wurde ein H-Test nach Kruskal & Wallis als nichtparametrisches Verfahren durchgefiihrt.

p-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Fiir die Uberlebenszeitanalysen wurde das

Kaplan-Maier-Verfahren angewandt und mogliche Unterschiede mittels Log-Rank-Test ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Prasenz aSMA- und FSP-1- positiver CAFs im Tumorstroma korreliert mit
schlechterem tumorfreiem Uberleben

Um die Relevanz des Tumorstromas in Bezug auf die Prognose beim CCC naher zu ergriinden, wurden
Gewebeschnitte von CCC-Patienten immunhistochemisch auf die Anwesenheit von tumorassoziierten
Fibroblasten (CAFs) analysiert und deren Farbintensitit mit dem tumorfreien-Uberleben korreliert.
Dazu wurden 14 (5 intrahepatische und 9 extrahepatische) aus Resektaten gewonnene und in Paraffin
eingebettete Gewebeschnitte vom Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein
Campus Kiel zur Verfligung gestellt. Davon sind 3 Patienten im TNM-Stadium T1, 9 im Stadium T2, und
2 im Stadium T3 operiert worden. Hauptfokus fir die immunhistochemische Analyse lag hierbei auf
den Proteinen aSMA sowie FSP-1, die verstarkt in CAFs exprimiert werden (Chuaysri et al., 2009; Santi
et al., 2018). In 10/14 Gewebeschnitten konnte eine maRig starke bis starke Farbung von aSMA bzw.
FSP-1 nachgewiesen werden. Eine hohe Intensitat der Farbung mit FSP-1 (p = 0,041) und aSMA (p =

0,05) im CCC korrelierte hierbei mit einem deutlich reduzierten tumorfreien Uberleben.

Nachweis aSMA Tumorstroma Nachweis FSP-1 Tumorstroma

a) 1,0 b) 1,0

schwach positiv

tumorfreies Uberleben
tumorfreies Uberleben

kein Nachweis

maig stark positiv N miBig stark positiv
0,0 = 0,0 =
stark positiv p=0,050 p=0,041
T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 H 00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Jahre Jahre
Abb. 4.1: Korrelation der Intensitdt der immunhistochemischen Farbung mit aSMA (a) bzw. FSP-1 (b) im
Tumorstroma beim CCC mit tumorfreiem Uberleben
Kaplan-Meier-Kurven fiir tumorfreies Uberleben von CCC-Patienten in Abhingigkeit von der Farbintensitit
von aSMA (a) und FSP-1 (b) im Tumorstroma. (n = 14 CCC-Patienten, davon 5 mit intrahepatischem und 9
mit extrahepatischem Tumor). Die statistischen Signifikanzen sind in der Grafik enthalten.

28



4.2 Einfluss von tumorassoziierten Fibroblasten (CAFs) auf die Migration intra- und
extrahepatischer CCC-Zelllinien

4.2.1 Erhohte Migration der intra- und extrahepatischen CCC-Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1 in
Cokultivierung mit den CAFs

Um die Ursachen fiir eine potentiell niedrigere Uberlebenserwartung bei Anwesenheit von aSMA- und
FSP-1-positiven tumorassoziierten Fibroblasten (CAFmH)(vgl. Abb. 4.1) genauer zu ergriinden, wurde
der potentielle Einfluss parakriner Interaktionen von CAFmH auf die CCC-Zelllinien HuCCT-1 und TFK-1
untersucht. Dazu wurden die Krebszelllinien und tumorassoziierten Fibroblasten mithilfe eines
,,Parakrinen-Interaktions-Modells“ flr 72h in 0%-FCS-haltigem Kulturmedium cokultiviert und die
Migration der Zellen analysiert.

Insbesondere die intrahepatische CCC-Zelllinie HUCCT-1 zeigte hierbei in Cokultivierung mit CAFmH
bereits nach 18 h eine deutliche Zunahme der Migration (s. Abb. 4.2). Die zur besseren Visualisierung
rot angefarbten HUCCT-1 konnten bereits zu diesem Zeitpunkt in groBen Mengen im kompletten Spalt
detektiert werden. Die Zellkonfluenz im Spalt war zu diesem Zeitpunkt in Cokultur mit 66% gegeniiber
den Monokulturen (HUCCT-1 = 17%, CAFmH = 5%) deutlich erhoht (s. Abb. 4.3). Nach 2 h war noch

kein signifikanter Unterschied zwischen Mono- und Cokultur zu verzeichnen.

CAFmH HuCCT-1 Cokultur

Abb. 4.2: Parakrines-Interaktions-Modell fiir HuCCT-1 und CAFmH nach 18h

Gezeigt sind reprdsentative Aufnahmen der Konfluenz im Spalt der tumorassoziierten Fibroblasten
(CAFmH) (A), der HUCCT-1 (B) sowie deren Cokultur (C) nach 18 h. Die Aufnahmen wurden mithilfe
eines 10x-VergroRerungsobjektivs des NYONE-Imagers generiert. Zur Unterscheidung beider
Zelltypen wurden die HuCCT-1-Zellen mithilfe eines roten Fluoreszenzfarbstoffs markiert (C).
Zusétzlich wurde zur besseren Ubersicht eine Zellfront der HUCCT-1 in Monokultur ebenfalls mittels
roten Fluoreszenzfarbstoffs markiert (B). Das Bildmaterial stammt aus einem von n=3 unabhangigen
Versuchen.
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Eine nahezu vollstandige Konfluenz im Spalt erreichten die HuUCCT-1-Monokultur nach 44 h, die der
CAFs in Monokultur betrug zu diesem Zeitpunkt lediglich 9%. Mithilfe eines wound healing-Operators
von SYNENTEC wurde die konfluente Flache im Spalt im Hellfeld quantifiziert und auf diese Weise die
Zellkonfluenz in den verschiedenen Cokultur-Konditionen bestimmt.

Somit beziehen sich die in Abbildung 4.3 dargestellte Zellkonfluenz von 66% in Cokultur sowohl auf die
im Spalt vorhandenen HUCCT-1 als auch auf die dort angesiedelten CAFmH. Anhand der Abbildung 4.2
wird jedoch deutlich, dass hierbei die Anzahl an HuCCT-1 im Spalt deutlich Gberwiegt (vgl. Abb. 4.2).

Konfluenz nach 18h
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Abb. 4.3: Parakrines-Interaktions-Modell fiir HuCCT-1,
CAFmH sowie deren Cokultur nach 18 h — Quantifizierung
Gezeigt ist der prozentuale Anteil an zellkonfluenter Flache im
Spalt im Hellfeld (BF) der HUCCT-1- bzw. CAFmH-Monokultur
sowie deren Cokultur. Die Daten sind als Mittelwerte inklusive
Standardfehler aus drei unabhdngigen Versuchen dargestellt.

Die extrahepatische CCC-Zelllinie TFK-1 zeigte in Cokultur hingegen eine verspatete und geringer
ausgepragte Migration. Hier wurde erst nach 44 h eine marginal verstarkte Migration in Cokultur
detektiert, die sich jedoch nach 68 h als deutlich signifikant herausstellte (s. Abb. 4.4). Auch hier wurde
zur besseren Visualisierung die Tumorzelllinie rot angefarbt. Die Konfluenz im Spalt war zu diesem
Zeitpunkt in Cokultur mit 44% gegenliber den Monokulturen (TFK-1 = 6%, CAFmH = 5%) signifikant
erhoht (s. Abb. 4.5). Nach 2 h bis einschlieRlich 24 h Inkubation war noch kein signifikanter Unterschied

zwischen Mono- und Cokultur zu verzeichnen.
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CAFmH TFK-1 Cokultur

Abb. 4.4: Parakrines-Interaktions-Modell fiir TFK-1 und CAFmH nach 68h

Gezeigt sind reprdsentative Aufnahmen der Konfluenz im Spalt von den tumorassoziierten
Fibroblasten (CAFmH) (A), den TFK-1 (B) sowie deren Cokultur (C) nach 68h. Die Aufnahmen wurden
mithilfe eines 10x-VergréRerungsobjektivs des NYONE-Imagers generiert. Zur Unterscheidung beider
Zelltypen wurden die TFK-1-Zellen mithilfe eines roten Fluoreszenzfarbstoffs markiert (C). Zusatzlich
wurde zur besseren Ubersicht eine Zellfront der TFK-1 in Monokultur ebenfalls mittels roten
Fluoreszenzfarbstoffs markiert (B). Das Bildmaterial stammt aus einem von n=3 unabhéangigen
Versuchen.

Die Zellkonfluenz im Spalt wurde ebenfalls mithilfe des wound healing-Operators von SYNENTEC im
Hellfeld detektiert und somit eine Quantifizierung der Migration in den unterschiedlichen Konditionen
ermoglicht. Somit umfasst die in Abbildung 4.5 dargestellte Cokultur sowohl die Konfluenz an TFK-1

als auch CAFmH im Spalt, wobei auch hier die Anzahl der Krebszelllinie Gberwiegt (vgl. Abb.4.5).
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Abb. 4.5: Parakrines-Interaktions-Modell fiir TFK-1, CAFmH
sowie deren Cokultur nach 68 h — Quantifizierung

Gezeigt ist der prozentuale Anteil an zellkonfluenter Flache im
Spalt im Hellfeld (BF) der TFK-1- bzw. CAFmH-Monokultur
sowie deren Cokultur. Die Daten sind als Mittelwerte inklusive

Standardfehler aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt. 31



Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Migration beider CCC-Zelllinien in Anwesenheit
von CAFs signifikant erhoht war. Dieser Effekt war in Cokultivierung mit der intrahepatischen CCC-
Zelllinie HUCCT-1 deutlich hoher als in der extrahepatischen (TFK-1). Diese Resultate lassen vermuten,
dass parakrine Interaktionen zwischen tumorassoziierten Fibroblasten und der jeweiligen CCC-Zelllinie

zum verstarkte Migrationsverhalten beigetragen haben kdnnten.

4.2.2 Inhibierung des Zellwachstums durch Sorafenib in beiden CCC-Zelllinien, marginale
Hemmung in den CAFs

Aufgrund der bereits erfolgreichen Anwendung beim Leberzellkarzinom (HCC) wurde der
Multityrosinkinase-Inhibitor Sorafenib auf dhnliche wachstumshemmende Effekte bei den CCC-
Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1 untersucht. Dazu wurden beide CCC-Zelllinien sowie die CAFmH uber
einen Zeitraum von 24 h, 48 h und 96 h entweder unbehandelt oder mit verschiedenen
Konzentrationen an Sorafenib kultiviert. Nach Zugabe von AlamarBlue-Reagenz wurde die Fluoreszenz,
welche linear mit der metabolischen Aktivitat korreliert, nach 3 h Inkubation bei 37°C und 5% CO»-
Atmosphare mittels SPECTRAFluor Plus Reader (TECAN) detektiert. Anhand dieser Rohdaten konnte
fir die jeweilige Zelllinie eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt werden.

Hierbei zeigte Sorafenib eine starke Hemmung des Zellwachstums beider CCC-Zelllinien HuCCT-1 und
TFK-1 (s. Abb. 4.6 A + B). Dieser Effekt verstarkte sich mit zunehmender Behandlungsdauer. Die
tumorassoziierten Fibroblasten (CAFmH) hingegen wurden nur marginal in ihrem Zellwachstum
inhibiert (s. Abb. 4.6 C). Zusatzlich wurde anhand dieser Dosis-Wirkungskurven fiir Folgeexperimente
der Cokultur zwischen CCC-Zelllinie und CAFmH im Parakrinen-Interaktions-Modell eine
Sorafenibkonzentration von 1 uM ausgewahlt. Somit ware eine mogliche Reduktion der Migration in
der behandelten Cokultur (s. Abschnitt 4.2.1) aufgrund der bei einer Sorafenibkonzentration von 1 uM
lediglich marginalen Hemmung des Zellwachstums vermutlich mit anderen Mechanismen wie

beispielsweise der Inhibierung parakriner Interaktionen zwischen beiden Zelllinien assoziiert.
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Abb. 4.6: Dosis-Wirkungs-Kurven mit Sorafenib fiir beide CCC-Zelllinien und CAFmH

Sorafenib hat einen inhibierenden Einfluss auf das Zellwachstum in beiden CCC-Zelllinien HuCCT-1 und TFK-
1 (A + B). In den tumorassoziierten Fibroblasten (CAFmH) (C) sind lediglich marginale dosis-abhangige
Effekte sichtbar. Die Daten sind als Mittelwerte inklusive Standardabweichung aus drei unabhangigen

Versuchen dargestellt.
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4.2.3 Sorafenib hemmt erhohte Migration beider CCC-Zelllinien in Cokultur mit CAFs

Angesichts der verstarkten Migration der Cokultur aus CCC-Zelllinie und CAFmH verglichen zu den
jeweiligen Monokulturen sollte in einem wiederholten Parakrinen-Interaktions-Modell getestet

werden, ob Sorafenib einen Einfluss auf die in Cokultur detektierte verstarkte Migration austiben kann.
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Abb. 4.7: Parakrines-Interaktions-Modell - Behandlung mit 1
1M Sorafenib

Dargestellt ist der prozentuale Anteil an konfluenter Flache im
Spalt im Hellfeld (BF) der unbehandelten oder mit 1 puM
Sorafenib behandelten Monokultur aus HUCCT-1, CAFmH und
deren Cokultur (A), bzw. die der TFK-1, CAFmH sowie deren
Cokultur (B). Gezeigt sind die Daten als Mittelwerte inklusive
Standardfehler aus drei unabhangigen Versuchen.
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Dazu wurde, wie in Abschnitt 4.2.2 dargestellt, eine Sorafenibkonzentration von 1 umol ausgewahlt,
um einer Verfalschung des Effekts einer moglichen Migrationsreduktion durch Sorafenib durch eine zu
starke Hemmung des Zellwachstums entgegenzuwirken.

Bereits nach 18 h Behandlung konnte in der Cokultur aus intrahepatischer CCC-Zelllinie HuCCT-1 und
CAFmH ein inhibierender Effekt im Vergleich zur unbehandelten Cokultur detektiert werden.

Die Zellkonfluenz war hier gegeniiber der Kontrollgruppe um 29% reduziert (s. Abb.4.7), wahrend in
der HUCCT-1-Monokultur keine signifikante hemmende Wirkung eintrat. Die Migration der CAFmH in
Monokultur konnte nach 18 h durch die Behandlung von 5,4 % auf 2,9% reduziert werden.

Auch die Cokultur aus extrahepatischer CCC-Zelllinie TFK-1 und CAFmH zeigte eine signifikante
Hemmung der Migration nach Applikation von Sorafenib nach 68 h. Verglichen zur Kontrollgruppe war
die Konfluenz hier um 21% reduziert. Auch hier konnte in der TFK-1-Monokultur keine signifikante
Hemmung der Migration detektiert werden. Jedoch resultierte die Behandlung mit Sorafenib in einer

abgeschwachten Konfluenz der CAFmH im Spalt von 10,5% auf 3,8%.

4.2.4 Erhohte Zytokinsekretion in Cokultur mit CCC-Zelllinien HUCCT-1 bzw. TFK-1 und CAFmH
sowie Reduktion dieser durch Sorafenib

Mithilfe des Proteome Profiler Human Cytokine Array Kit Panel A-Zytokinkits von R&D-Systems sollten
mogliche Faktoren fiir die im Parakrinen-Interaktions-Modell observierten migrationsstimulierenden
Wechselwirkungen zwischen CCC-Tumorzelllinien und CAFmH (s. Punkt 4.2.1) identifiziert werden.
Zudem sollte untersucht werden, ob die Behandlung mit Sorafenib die Freisetzung bestimmter
Faktoren beeinflusst. Dazu wurden die Ubersténde aus den Parakrinen-Interaktions-Modellen nach 72
h auf die Anwesenheit von 36 unterschiedlichen Zytokinen analysiert. In der CAFmH-Monokultur
konnten deutliche Mengen an MCP-1 und IL-8 detektiert werden sowie eine niedrige, aber
detektierbare Menge an CXCL-1 und IL-6. In der HUCCT-1-Monokultur hingegen konnte lediglich eine
marginale IL-8-Freisetzung, jedoch keine MCP-1-, CXCL-1- und IL-6-Sekretion nachgewiesen werden.
In der Cokultur aus HUCCT-1 und CAFmH konnten ebenfalls starke Mengen an MCP-1- und IL-8- sowie
geringere Mengen an CXCL-1- und IL-6-Sekretion detektiert werden.

Die Behandlung mit 1 uM Sorafenib flhrte zu einer stark verminderten Freisetzung von IL-6 und IL-8
sowie zu einer leicht verminderten Sekretion von MCP-1 und CXCL-1 in der CAFmH-Monokultur.

In der HUCCT-1-Monokultur war kein ausgepragter inhibierender Effekt durch Sorafenib auf die IL-8-
Freisetzung zu verzeichnen. In Cokultur konnte eine Reduktion der Zytokinsekretion bei allen 4

Zytokinen beobachtet werden.
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Abb. 4.8: Unterschiede in der Zytokinfreisetzung durch CAFmH, beide CCC-Zelllinien bzw. wahrend der
Cokultur sowie inhibierende Auswirkungen durch Applikation von 1 uM Sorafenib

a) Gezeigt sind reprdsentative Aufnahmen der Zytokinfreisetzung durch tumorassoziierte Fibroblasten
(CAFmH), HUCCT-1-Zellen sowie der Cokultur (nach 72 h) inklusive und exklusive 1 uM Sorafenib. Das
Bildmaterial stammt aus einem von n=3 unabhéangigen Versuchen.

b) Gezeigt sind reprisentative Aufnahmen der Zytokinfreisetzung durch tumorassoziierte Fibroblasten
(CAFmH), TFK-1-Zellen sowie der Cokultur (nach 72 h) inklusive und exklusive 1 uM Sorafenib. Das Bildmaterial
stammt aus einem von n=3 unabhdngigen Versuchen.

Dabei glich das Ausmall der MCP-1- und IL-6-Reduktion anndhernd dem der CAFmH-Monokultur.
Jedoch zeigte sich verglichen zur CAFmH-Monokultur einerseits eine verstarkte CXCL1-Reduktion
durch Sorafenib in Cokultur, andererseits eine verminderte Reduktion von IL-8 unter Sorafenib

verglichen zur CAFmH-Monokultur.
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In der TFK-1-Monokultur konnte weder eine IL-8-Sekretion, noch eine IL-6-, MCP-1- oder CXCL1-
Freisetzung festgestellt werden. In der Cokultur aus TFK-1 und CAFmH konnten — wie auch schon bei
den HUCCT-1 in Cokultur — eine geringe, aber detektierbare Menge an CXCL-1 und IL-6 sowie eine
erhéhte Menge an MCP-1 und IL-8 detektiert werden. Dabei entsprach das Ausmal} der Freisetzung an
CXCL-1 und IL-6 weitestgehend dem der CAFmH-Monokultur.

Nach Applikation von 1 uM Sorafenib zeigte sich in Cokultur eine ausgepragte Reduktion der
Freisetzung aller getesteten Zytokine. Verglichen zur Cokultivierung der HuCCT-1 mit CAFmH war hier
der hemmende Effekt durch Sorafenib auf die Sekretion von MCP-1 und IL-8 deutlich ausgepragter.
Zusatzlich zeigte sich eine erhdhte Freisetzung von MIF und Serpin E1 in der HuCCT-1- sowie CAFmH-
Monokultur, welche jedoch durch Sorafenib nicht ausreichend inhibiert werden konnte. In der
Monokultur mit TFK-1 konnte lediglich eine erh6hte Freisetzung an MIF detektiert werden (Daten nicht

dargestellt).

4.2.5 Einfluss von konditioniertem CAFmH-Medium auf die Signaltransduktion in der intra-
und extrahepatischen CCC-Zelllinie HUCCT-1 und TFK-1

Um die parakrinen Interaktionen zwischen den CCC-Zelllinien HuCCT-1 bzw. TFK-1 und den CAFmH
naher zu ergriinden, wurden die intra- sowie extrahepatische CCC-Zelllinie jeweils mit konditioniertem
CAFmH-Medium stimuliert und mittels Western Blot eine mégliche Anderung in verschiedenen
Signalwegen detektiert. Fokus lag hierbei auf den phosphorylierten sowie unphosphorylierten
Signalproteinen Stat3, JNK, Akt und Erk, die bei Aktivierung mit verstarktem Wachstum assoziiert sind.

Als Ladekontrolle diente R-Actin.

4.2.5.1 Aktivierung der MAPK-, PI3K-Akt-, JAK-STAT-Signalwege in der extrahepatischen CCC-Zelllinie
TFK-1 nach Stimulation mit konditioniertem CAFmH-Medium sowie Hemmung dieser Effekte
durch Sorafenib

Nach Stimulation der TFK-1 mit konditioniertem CAFmH-Medium war gegeniiber der Kontrolle in allen
aufgefiihrten Signalproteinen eine erhdhte Aktivierung zu verzeichnen (s. Abb.4.9). Die Applikation
von 1 uM Sorafenib flihrte zu einer Abnahme der Phosphorylierung der Signalproteine JNK, Akt und
Erk. Bei einer Konzentration von 10 uM Sorafenib konnte fiir Stat3 sowie JNK keine und fiir Erk lediglich
eine marginale Aktivierung detektiert werden, jedoch resultierte paradoxerweise die Zugabe von 10

UM Sorafenib in einer Hyperphosphorylierung von Akt.
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Abb. 4.9: Stimulation der TFK-1 mit konditioniertem CAFmH-Medium fiihrt zur verstarkten Aktivierung des
MAPK-, PI3K-Akt- sowie des JAK-STAT-Signalweges

Gezeigt sind reprasentative Western Blots aus n=3 unabhdngigen Versuchen, in denen die TFK-1 mit
konditioniertem CAFmH-Medium stimuliert wurden. Zur Behandlung wurde konditioniertes CAFmH-Medium
inklusive 1 uM Sorafenib (1S) bzw. 10 uM Sorafenib (10S) verwendet. Die Negativkontrolle bestand aus 0%
FCS-haltigem Medium.

4.2.5.2 Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges in der intrahepatischen CCC-Zelllinie HuCCT-1 nach
Stimulation mit konditioniertem CAFmH-Medium und kein inhibierender Effekt durch Sorafenib

Verglichen zur extrahepatischen CCC-Zelllinie resultierte die Stimulation der HuCCT-1 mit
konditioniertem CAFmH-Medium lediglich in einer erhéhten Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges. Ein
hemmender Effekt durch 1 uM Sorafenib konnte mittels Western Blot nicht nachgewiesen werden.
Jedoch zeigte eine Sorafenibkonzentration von 10 uM eine reduzierte Phosphorylierung von JNK.
Paradoxerweise wurde auch in der intrahepatischen CCC-Zelllinie eine Hyperaktivierung von Akt

beobachtet.
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Abb. 4.10: Stimulation der HuCCT-1 mit konditioniertem CAFmH-Medium fiihrt zur verstarkten Aktivierung
des PI3K-Akt-Signalweges

Gezeigt sind reprasentative Western Blots aus n=3 unabhangigen Versuchen, in denen die HUCCT-1 mit
konditioniertem CAF-Medium stimuliert wurden. Zur Behandlung wurde konditioniertes CAFmH-Medium
inklusive 1 uM Sorafenib (1S) bzw. 10 uM Sorafenib (10S) verwendet. Die Negativkontrolle bestand aus 0%
FCS-haltigem Medium.

4.3 Die Prasenz S100-positiver Schwann’scher Zellen im Tumorstroma bei CCC-
Patienten korreliert mit schlechterem tumorfreiem Uberleben

Um die Bedeutung des Tumorstromas in Bezug auf die Prognose beim CCC noch um einen Parameter
zu erweitern, sollten nun Gewebeschnitte von CCC-Patienten immunhistochemisch auf die
Anwesenheit von Schwann’sche Zellen als Bestandteil der Perineuralscheiden analysiert werden.
AnschlieRend sollte erneut die Dichte mit dem tumorfreien Uberleben korreliert werden. Dazu
wurden vorlaufig die bereits zur immunhistochemischen Analyse der CAFs verwendeten (s. Punkt
4.1) 14 (intrahepatisch: n=5, extrahepatisch: n=9) Gewebeschnitte vom Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein zur Verfligung gestellt. Zum Zeitpunkt der Operation
befanden sich 3 Patienten im TMN-Stadium T1, 9 im Stadium T2 sowie 2 im Stadium T3.

Die Asservierung erfolgte im Einverstandnis der Patienten sowie des Ethik-Komitees der
Medizinischen Fakultdt der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel. Es wurde eine
immunhistochemische Farbung der fur die Schwann’schen Zellen charakteristischen Proteine S100,
SOX-10 und GFAP durchgefiihrt. In 5/14 Gewebeschnitten zeigte sich eine schwach bis maRig starke
Farbung von S100.
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Abb. 4.11: Korrelation der Intensitdt der immunhistochemischen Farbung mit S100 im
Tumorstroma beim CCC mit tumorfreiem Uberleben
Kaplan-Meier-Kurven fiir tumorfreies Uberleben von CCC-Patienten in Abhingigkeit von
der Farbintensitdt von S100 im Tumorstroma. (n = 14 CCC-Patienten, davon 5 mit
intrahepatischem und 9 mit extrahepatischem Tumor). Die statistischen Signifikanzen
sind in der Grafik enthalten.

Eine erhohte Farbintensitat durch $100 (p=0,012) im Tumorstroma beim CCC korrelierte mit einem
reduzierten tumorfreien Uberleben der Patienten, dhnlich zu den Beobachtungen aSMA- sowie FSP-
1-postiver CAFs (s. Punkt 4.1). Die Intensitdt an SOX-10- sowie GFAP-positiven Schwann’schen Zellen

hatte keinen signifikanten Einfluss auf das tumorfreie Uberleben.

4.4  Einfluss von Perineuralscheiden (HSC) auf die Migration intra- und
extrahepatischer CCC-Zelllinien

4.4.1 Erhohte Migration der HSC in Cokultivierung mit intra- und extrahepatischer CCC-
Zelllinie HUCCT-1 bzw. TFK-1

Um einen moglichen Einfluss parakriner Interaktionen von Perineuralscheiden auf die Migration der
CCC-Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1 zu untersuchen, wurden die Tumorzellen nun mit der Schwann-
Zelllinie HSC im ,,Parakrinen-Interaktions-Modell” fir 72h in 0%-FCS-haltigem Kulturmedium
cokultiviert.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Cokultivierung mit den HSC nicht in einer erhhten Migration
der Tumorzellen, wie bei der Cokultivierung mit den CAFmH beobachtet, resultierte (vgl. Abb.4.12 +
4.13), jedoch aber in einer verstarkten Migration der HSC in Richtung HuCCT-1 bzw. TFK-1.
Insbesondere in Cokultur mit der extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 war bereits nach 18 h eine
Erhohung der Migration der Schwann’schen Zellen zu verzeichnen, die nach 44 h ihr Maximum
erreichte (s. Abb. 4.13). Die cokultivierten HuCCT-1 zeigten hingegen lediglich einen geringeren Einfluss
auf die Migration der Schwann’schen Zellen. Der groRte Effekt wurde hier nach 18h detektiert (s. Abb.

4.12).
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Abb. 4.12: Parakrines-Interaktions-Modell fiir HuCCT-1 und HSC nach 18h

Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen der Konfluenz im Spalt der Schwann’schen Zellen (HSC) (A),
der HUCCT-1 (B) sowie deren Cokultur (C) nach 18h. Die Aufnahmen wurden mithilfe eines 10x-
VergroRerungsobjektivs des NyONE-Imagers generiert. Zur Unterscheidung beider Zelltypen wurden
die HUCCT-1 mithilfe eines roten Fluoreszenz- und die HSC mithilfe eines blauen
Fluoreszenzfarbstoffs markiert (C). Zudem wurde zur besseren Ubersicht eine Zellfront der HuCCT-1
in Monokultur mittels roten Fluoreszenzfarbstoffs (B) sowie eine Zellfront der HSC in Monokultur
mittels blauen Fluoreszenzfarbstoffs (A) markiert. Das Bildmaterial stammt aus einem von n=3
unabhangigen Experimenten.

HSC TFK-1 Cokultur

Abb. 4.13: Parakrines-Interaktions-Modell fiir TFK-1 und HSC nach 18h

Gezeigt sind reprdsentative Aufnahmen der Konfluenz im Spalt der Schwann’schen Zellen (HSC)
(A), der TFK-1 (B) sowie deren Cokultur (C) nach 18h. Die Aufnahmen wurden mithilfe eines 10x-
VergroRerungsobjektivs des NyONE-Imagers generiert. Zur Unterscheidung beider Zelltypen
wurden die TFK-1 mithilfe eines roten Fluoreszenz- und die HSC mithilfe eines blauen
Fluoreszenzfarbstoffs markiert (C). Zudem wurde zur besseren Ubersicht eine Zellfront der TFK-1 in
Monokultur mittels roten Fluoreszenzfarbstoffs (B) sowie eine Zellfront der HSC in Monokultur
mittels blauen Fluoreszenzfarbstoffs (A) markiert. Das Bildmaterial stammt aus einem von n=3
unabhangigen Experimenten.
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Mithilfe eines wound healing-Operators von SYNENTEC wurde die konfluente Flache im Spalt im
Hellfeld quantifiziert und somit die Zellkonfluenz in den unterschiedlichen Konditionen bestimmt.
Somit beziehen sich die in den Abbildungen 4.14 und 4.15 dargestellten Zellkonfluenzen in Cokultur
sowohl auf die im Spalt vorhandene jeweilige Tumor-Zelllinie als auch auf die HSC, wobei die Anzahl
an HSC deutlich Uberwiegt (vgl. Abb. 4.12 + 4.13). Eine Reduktion des verstarkten HSC-Wachstums

konnte nach Applikation von 1 uM Sorafenib nicht beobachtet werden (Grafik siehe Anhang).

Konfluenz nach 18h
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HuCCT-1 HSC HuCCT-1/HSC

Abb. 4.14: Parakrines-Interaktions-Modell fiir HuCCT-1, HSC
sowie deren Cokultur nach 18 h — Quantifizierung

Gezeigt ist der prozentuale Anteil an zellkonfluenter Flache im
Spalt im Hellfeld (BF) der HUCCT-1- bzw. CAFmH-Monokultur
sowie deren Cokultur. Die Daten sind als Mittelwerte inklusive
Standardfehler aus drei unabhdngigen Versuchen dargestellt.

Konfluenz nach 18h
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Abb. 4.15: Parakrines-Interaktions-Modell fiir TFK-1, HSC
sowie deren Cokultur nach 18 h — Quantifizierung

Gezeigt ist der prozentuale Anteil an zellkonfluenter Flache im
Spalt im Hellfeld (BF) der TFK-1- bzw. HSC-Monokultur sowie
deren Cokultur. Die Daten sind als Mittelwerte inklusive
Standardfehler aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Migration der HSC insbesondere in Anwesenheit der
extrahepatischen CCC- Zelllinie TFK-1 signifikant erhéht war. Nach 18 h war die Konfluenz im Spalt in
der Cokultur mit 20% verglichen zu der jeweiligen Monokultur (TFK-1 = 1%, HSC = 7%) deutlich erhéht
(s. Abb. 4.15). Eine Cokultivierung der intrahepatischen CCC-Zelllinie HuCCT-1 mit den HSC hatte jedoch
nur marginalen Einfluss auf das Migrationsverhalten der Schwann’schen Zellen. Hier betrug die
Konfluenz des Spalts in Cokultur verglichen zu der jeweiligen Monokultur (HuCCT-1 = 18%, HSC = 7%)
lediglich 25% (s. Abb. 4.14). Anhand der Abbildung 4.14 wird dennoch ersichtlich, dass auch die
Cokultivierung mit den HUCCT-1 einen geringen stimulativen Einfluss auf das Migrationsverhalten der

HSC auslost.

4.4.2 Inhibierung des Zellwachstums durch Sorafenib in den Schwann’schen Zellen (HSC)

Nach der bereits beschriebenen wachstumshemmenden Wirkung von Sorafenib auf beide CCC-
Zelllinien (s. Abb. 4.6) sollte nun ein moglicher inhibierender Effekt auf die Schwann’schen Zellen (HSC)
untersucht werden. Dazu wurden die HSC ebenfalls tber einen Zeitraum von 24 h, 48 h und 96 h
einerseits unbehandelt, andererseits mit unterschiedlichen Konzentrationen an Sorafenib kultiviert.
Nach Zugabe von AlamarBlue-Reagenz konnte nach 3 h die Fluoreszenz, die linear mit der
metabolischen Aktivitat korreliert, detektiert werden. Anhand der Rohdaten konnte eine Dosis-
Wirkungskurve der HSC mit Sorafenib erstellt werden. Hier offenbarte Sorafenib mit zunehmender

Behandlungsdauer sowie Dosis ebenfalls eine verstarkte Hemmung des Zellwachstums (s. Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Dosis-Wirkungs-Kurven mit Sorafenib fiir die HSC
Steigende Konzentrationen an Sorafenib zeigen einen hemmenden
Einfluss auf das Zellwachstum in den HSC. Die Daten sind als
Mittelwerte inklusive Standardabweichung aus drei unabhangigen
Versuchen dargestellt.
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Zudem wurde anhand dieser Dosis-Wirkungskurven fiir weitere Experimente der Cokultur zwischen
CCC-Zelllinie und HSC im Parakrinen-Interaktions-Modell eine Sorafenibkonzentration von 1 uM
ausgewahlt. Somit ware eine mogliche Reduktion der Migration in der behandelten Cokultur (s.
Abschnitt 4.4.1) aufgrund der bei einer Sorafenibkonzentration von 1 uM lediglich geringen
Inhibierung des Zellwachstums eher mit anderen Mechanismen wie beispielsweise der Inhibierung

parakriner Interaktionen zwischen beiden Zelllinien assoziiert.

4.4.3 Erhohte Zytokinsekretion in Cokultur mit CCC-Zelllinien HUCCT-1 bzw. TFK-1 und HSC
sowie keine Hemmung durch Sorafenib.

Um den im Parakrinen-Interaktions-Modell beobachteten Einfluss der Tumor-Stroma-Interaktionen
auf das Migrationsverhalten der Schwann’schen Zellen ndher zu analysieren, wurde auch hier ein
Zytokinscreening mithilfe des Proteome Profiler Human Cytokine Array Kit Panel A-Zytokinkits von
R&D-Systems durchgefiihrt. Erneut wurden dafiir die Uberstande aus den Parakrinen-Interaktions-
Modellen nach 72h verwendet.

Verglichen zum Zytokinscreening der Monokultur aus CAFmH konnten in der HSC-Monokultur lediglich
deutliche Mengen an MIF und Serpin E1 nachgewiesen werden. In Monokultur mit HUCCT-1 konnte

eine leicht erh6hte MIF- sowie eine stark erhohte Serpin E1-Sekrektion detektiert werden.

a) Serpin E1 b) Serpin E1

HuCCT-1 HSC Cokultur TFK-1 HSC Cokultur

Kontrolle . ‘ . . . . Kontrolle . . . .

1uM Sorafenib ® o . . . . 1uM Sorafenib . . ‘ .

MIF MIF

HuCCT-1 HSC Cokultur TFK-1 HSC Cokultur

Kontrolle . . . . ‘ . Kontrolle E 4 » . . ‘ .

1uM Sorafenib ‘ . . ' b O 1uM Sorafenib » . . & .

Abb. 4.17: Unterschiede in der Zytokinfreisetzung bei HSC, beiden CCC-Zelllinien und deren Cokultur sowie
hemmende Auswirkungen durch Applikation von 1 uM Sorafenib

a) Gezeigt sind repradsentative Aufnahmen der Zytokinfreisetzung der Schwann’schen Zellen (HSC), der HUCCT-
1 sowie deren Cokultur (nach 72 h) inklusive und exklusive 1 uM Sorafenib. Das Bildmaterial stammt aus einem
von n=3 unabhdngigen Versuchen.

b) Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen der Zytokinfreisetzung der Schwann’schen Zellen (HSC), der TFK-1
sowie deren Cokultur (nach 72 h) inklusive und exklusive 1 uM Sorafenib. Das Bildmaterial stammt aus einem
von n=3 unabhdngigen Versuchen.
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In der Cokultur aus HUCCT-1 und HSC konnte ebenfalls eine starke Serpin E1- und eine leichte MIF-
Sekretion nachgewiesen werden. Die Unterschiede in der Zytokinfreisetzung zwischen HSC-
Monokultur und Cokultur stellten sich jedoch als nicht signifikant heraus (s. Abb. 4.17 a).

In der TFK-1-Monokultur konnte lediglich eine geringe Menge an MIF, jedoch kein Serpin E1 detektiert
werden. Auch hier entsprach die Serpin E1-Freisetzung in der Cokultur weitestgehend dem der HSC-
Monokultur, die MIF-Sekretion schien hingegen in Cokultur etwas schwacher ausgepragt zu sein (s.
Abb. 4.17 b). Analog zu den Ergebnissen aus dem Parakrinen-Interaktions Modell (s. Punkt 4.4.1) hatte
die Applikation von 1 uM Sorafenib in keinem der genannten Zellkonditionen einen ausgepragten

inhibierenden Effekt.

4.4.4  Einfluss von konditioniertem HSC-Medium auf die Signaltransduktion in der intra- und
extrahepatischen CCC-Zelllinie HUCCT-1 und TFK-1

Analog zum bereits aufgezeigten stimulierenden Effekt der CAFmH auf die Tumorzellen auf
Signaltransduktionsebene (s. Abschnitt 4.2.5) sollte nun ebenfalls ein moglicher Einfluss der
Schwann’schen Zellen auf die intra- und extrahepatische CCC-Zelllinie mithilfe von Westernblots
analysiert werden. Fokus lag wiederum auf den phosphorylierten sowie unphosphorylierten

Signalproteinen Stat3, JNK, Akt und Erk. Als Ladekontrolle wurde R-Aktin verwendet.

4.4.4.1 Aktivierung von MAPK- sowie PI3K-Akt-Signalweg nach Stimulation mit konditioniertem HSC-
Medium in der extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 und marginaler inhibierender Effekt durch
Sorafenib

Es konnte eine verstarkte Aktivierung des MAPK- sowie PI3K-Akt-Signalweges nach Stimulation der
extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 mit konditioniertem HSC-Medium beobachtet werden (s. Abb.
4.18). Insbesondere fiur JNK, Erk und Akt war der Phosphorylierungsgrad verglichen zur Kontrolle aus
0%-FCS-haltigem Kulturmedium deutlich erhoht.

Im Gegensatz zur Stimulation mit konditioniertem CAFmH-Medium konnte hier jedoch keine
Phosphorylierung von Stat3 und somit keine Aktivierung des JAK-Stat-Signalweges detektiert werden.
Die Zugabe von 1 puM Sorafenib resultierte einerseits in einer marginalen Reduktion der
Phosphorylierung von JNK und Akt, andererseits paradoxerweise in einer gesteigerten Erk-Aktivierung
in den TFK-1, die nach Stimulation mit CAFmH-Medium nicht beobachtet werden konnte (s. Abb. 4.9).
Nach Applikation von 10 uM Sorafenib wurde einerseits erneut eine paradoxe Hyperphosphorylierung
von AKT nachgewiesen, andererseits aber auch eine verstarkte Aktivierung von ERK, die nach

Stimulation mit konditioniertem CAFmH-Medium ebenfalls nicht detektiert wurde.
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Abb. 4.18: Stimulation der TFK-1 mit konditioniertem HSC-Medium fiihrt zur verstarkten Aktivierung des

MAPK- und des PI3K-Akt-Signalweges

Gezeigt sind reprasentative Western Blots aus n=3 unabhdngigen Versuchen, in denen die TFK-1 mit
konditioniertem HSC-Medium stimuliert wurden. Fiir die Behandlung wurde konditioniertes HSC-Medium
inklusive 1 uM Sorafenib (1S) bzw. 10 uM Sorafenib (10S) verwendet. Die Negativkontrolle bestand aus 0%

FCS-haltigem Medium.

4.4.4.2 Konditioniertes HSC-Medium hat keinen Effekt auf MAPK-, PI3K-Akt- und JAK-Stat-Signalwege
in der intrahepatischen CCC-Zelllinie HuCCT-1

In den HUCCT-1 konnte hingegen bis auf eine marginal verstarkte Akt-Phosphorylierung unter 10 uM

Sorafenib keine weiteren signifikanten Anderungen im MAPK- sowie JAK-STAT-Signalweg detektiert

werden. Dieses Resultat bekraftigt die These aus dem Parakrinen-Interaktions-Modell, dass die

Interaktionen zwischen Schwann’schen Zellen und TFK-1 womdglich ausgepragter sind als in der

Cokultur mit den HuUCCT-1.
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Abb. 4.19: Stimulation der HuCCT-1 mit konditioniertem HSC-Medium fiihrt zu keiner verstarkten
Aktivierung in den getesteten Signalwegen

Gezeigt sind reprasentative Western Blots aus n=3 unabhangigen Versuchen, in denen die HUCCT-1 mit
konditioniertem HSC-Medium stimuliert wurden. Fiir die Behandlung wurde konditioniertes HSC-Medium
inklusive 1 uM Sorafenib (1S) bzw. 10 uM Sorafenib (10S) verwendet. Die Negativkontrolle bestand aus 0%
FCS-haltigem Medium.

4.5 Einfluss von CAFs und Perineuralscheiden auf die Migration der intra- und
extrahepatischer CCC-Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1

Um einen moglichen additiven oder sogar synergistischen Effekt der CAFmH und der Schwann’schen
Zellen (HSC) auf die Migration der intra- und extrahepatischen CCC-Zelllinie HUCCT-1 und TFK-1
nachzuweisen, wurde das Migrationsverhalten in Cokultur mit den 3 Zellarten im Parakrinen-

Interaktions-Modell, auf Zytokin- sowie Signaltransduktionsebene untersucht.

45.1 Kein synergistischer Effekt auf die Migration der mit beiden Stromazelllinien
cokultivierten intra- bzw. extrahepatischen CCC-Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1

Mithilfe des Parakrinen Interaktions-Modells sollte nun das Migrationsverhalten der beiden CCC-
Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1 bei simultaner Cokultivierung mit HSC und CAFmH analysiert werden. Es
zeigte sich insbesondere eine verstarkte Migration der HUCCT-1 nahe des CAFmH-Kompartiments nach
18 h, wahrend das Migrationsverhalten dieser CCC-Zelllinie im Bereich des HSC-Kompartiments

hingegen lediglich marginal erhoht war.
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Abb. 4.20: Parakrines-Interaktions-Modell fiir HuCCT-1 bzw. TFK-1 in Cokultur mit beiden Stromazelllinien
CAFmH und HSC

a) Ubersichtsgrafik eines Experiments zum Zeitpunkt t=0 h (Rot=jeweilige CCC-Zelllinie, blau=HSC, ungefirbt=
CAFmH).

b) Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen der Konfluenz im Spalt bei Cokultivierung der HuCCT-1 mit CAFmH
und HSC zum Zeitpunkt t=18h. Die Aufnahmen wurden mithilfe eines 10x-VergréRerungsobjektivs des NyONE-
Imagers generiert Die Bildausschnitte veranschaulichen die Konfluenz im Spalt im HuCCT-1- und CAFmH-
Kompartiment (A) sowie die Konfluenz im Spalt im HuCCT-1- und HSC-Kompartiment (B). Zur Unterscheidung
beider Zelltypen wurden die HUCCT-1 mithilfe eines roten Fluoreszenz- und die HSC mithilfe eines blauen
Fluoreszenzfarbstoffs markiert. Das Bildmaterial stammt aus einem von n=3 unabhangigen Experimenten.

c) Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen der Konfluenz im Spalt bei Cokultivierung der TFK-1 mit CAFmH und
HSC. Die Aufnahmen wurden mithilfe eines 10x-VergréRerungsobjektivs des NyONE-Imagers generiert Die
Bildausschnitte veranschaulichen die Konfluenz im Spalt im TFK-1- und CAFmH-Kompartiment zum Zeitpunkt
t=68 h (A) sowie die Konfluenz im Spalt im TFK-1- und HSC-Kompartiment zum Zeitpunkt t=18 h (B). Zur
Unterscheidung beider Zelltypen wurden die TFK-1 mithilfe eines roten Fluoreszenz- und die HSC mithilfe eines
blauen Fluoreszenzfarbstoffs markiert. Das Bildmaterial stammt aus einem von n=3 unabhéngigen
Experimenten.
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Verglichen zu den Cokulturversuchen HuCCT-1/CAFmH (s. Abschnitt 4.2.1) und HuCCT-1/HSC (s.
Abschnitt 4.4.1) war in diesem Experiment die Konfluenz im jeweiligen Spalt deutlich geringer.

In Cokultivierung mit den TFK-1 wurde nach 68 h eine verstarkte Migration der extrahepatischen CCC-
Zelllinie im Bereich der CAFmH beobachtet, die sich verglichen zum Cokulturversuch TFK-1/CAFmH (s.
Abschnitt 4.2.1) als abgeschwacht darstellte. Im HSC/TFK-1-Kompartiment war eine marginal
verstdrkte Migration der HSC zu verzeichnen, die sich im Vergleich zur Cokultur TFK-1/HSC (s. Abschnitt
4.4.1) ebenfalls als deutlich schwacher herausstellte. Somit konnte fiir beide CCC-Zelllinien kein

synergistischer Effekt auf das Migrationsverhalten nachgewiesen werden.

4.5.2 Reduzierte Sorafenibempfindlichkeit der mit beiden Stromazelllinien cokultivierten
extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1, kein veranderter Effekt in der Cokultur mit der
intrahepatischen CCC-Zelllinie HUCCT-1

Ein moglicher inhibierender Effekt durch Sorafenib sollte ebenfalls analog zu den vorherigen Cokultur-

Experimenten mithilfe des Parakrinen-Interaktions-Modells untersucht werden.

Es zeigte sich, dass die Wirkung von Sorafenib in der Cokultur mit der extrahepatischen CCC-Zelllinie

TFK-1 und beiden Stromazelllinien (CAFmH und HSC) gegeniiber der Cokultur mit CAFmH reduziert

war. Wahrend die Applikation von 1 uM Sorafenib in der Cokultur aus TFK-1 und CAFmH die Konfluenz

im Spalt von 45% auf 23% reduzieren konnte, konnte in der Cokultivierung aus TFK-1 mit beiden

Stromazelllinien Im Kompartiment aus TFK-1 und CAFmH keine Hemmung detektiert werden.
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Abb. 4.21: Parakrines-Interaktions-Modell — Behandlung mit 1 pM Sorafenib

a) Dargestellt ist der prozentuale Anteil an konfluenter Fliche im Spalt im Hellfeld (BF) der unbehandelten
oder mit 1 uM Sorafenib behandelten Cokultur (TFK-1/CAFmH) und des Kompartiments aus TFK-1 und
CAFmH der Cokultur TFK-1/CAFmMH/HSC nach Applikation von 1 uM Sorafenib. Gezeigt sind die Daten als
Mittelwerte inklusive Standardfehler aus drei unabhangigen Versuchen.

b) Dargestellt ist der prozentuale Anteil an konfluenter Fldche im Spalt im Hellfeld (BF) der unbehandelten
oder mit 1 uM Sorafenib behandelten Cokultur (HuCCT-1/CAFmH) und des Kompartiments aus HuUCCT-1
und CAFmH der Cokultur HUCCT-1/CAFmH/HSC nach Applikation von 1 uM Sorafenib. Gezeigt sind die
Daten als Mittelwerte inklusive Standardfehler aus drei unabhangigen Versuchen.
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Hier schien die Applikation von Sorafenib tendenziell sogar zu einer Erhéhung der Konfluenz im Spalt
beizutragen (s. Abb. 4.21 a). Bei den mit beiden Stromazelllinien cokultivierten HuCCT-1 hingegen
entsprach der inhibierende Effekt durchl uM Sorafenib im Kompartiment aus HUCCT-1 und CAFmH
(Reduktion von 67% auf 38%) nahezu dem der Cokultur aus HUCCT-1/CAFmH (Reduktion von 43% auf
23%) (s. Abb. 4.21 b).

4.5.3 Kein synergistischer Effekt der mit beiden Stromazelllinien CAFmH und HSC
cokultivierten intra- bzw. extrahepatischen CCC-Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1 auf die
Zytokinfreisetzung

Analog zu den vorherigen Cokultur-Experimenten sollte nun ebenfalls mithilfe des Proteome Profiler
Human Cytokine Array Kit Panel A-Zytokinkits von R&D-Systems der Einfluss der beiden
Stromazelllinien in Cokultur mit den HUCCT-1 bzw. TFK-1 auf die Zytokinsekretion analysiert werden.
Erneut wurden dafiir die Uberstdnde aus den Parakrinen-Interaktions-Modellen nach 72h verwendet.
Es zeigte sich eine verstarkte Sekretion von Serpin E1, MCP-1 und IL-8 sowie eine leichte Freisetzung
von CXCL-1 in Cokultur mit den HuCCT-1 und den beiden Stromazelllinien. Verglichen zur HuCCT-1-
Cokultur mit den CAFmH bzw. HSC konnte kein ausgepragter Unterschied in der Freisetzung dieser
Zytokine festgestellt werden (s. Abb. 4.8 und 4.17). Jedoch wurde hier im Gegensatz zur Cokultur mit
den CAFs keine IL-6-Sekretion detektiert. Nach Applikation von 1 uM Sorafenib konnte wie in der
HuCCT-1/CAF-Cokultur eine Reduktion der Sekretion von MCP-1, CXCL-1 sowie IL-8 beobachtet werden
(s. Abb. 4.22 a).

In der TFK-1-Cokultur mit beiden Stromazelllinien konnten gegeniiber den Cokulturen TFK-1/CAFmH
und TFK-1/HSC erh6hte Mengen an Serpin E1 detektiert werden (s. Abb. 4.8 und 4.17). Zudem wurde
eine leichte Sekretion von MCP-1, CXCL-1 sowie IL-8 detektiert, die sich im Vergleich zur Cokultur mit
den CAFs als abgeschwachter herausstellte. Eine IL-6-Freisetzung konnte auch hier nicht beobachtet
werden (s. Abb. 4.22 b). Die Behandlung mit 1uM Sorafenib resultierte ebenfalls in einer reduzierten
Freisetzung von MCP-1, CXCL-1 und IL-8. Die Sekretion von Serpin E1 konnte durch Sorafenib nicht

inhibiert werden.

50



a) Serpin E1 b) Serpin E1
HuCCT-1-Cokultur TFK-1-Cokultur
CAFmH CAFmH
CAFmH HSC +HSC CAFmH HSC +HSC
Kontrolle . . . . . ‘ Kontrolle . . . . ‘ .
1uM Sorafenib . ’ ® 0 . ‘ 1uM Sorafenib . ® . . ‘ ‘
MCP-1 MCP-1
HuCCT-1-Cokultur TFK-1-Cokultur
CAFmH CAFmH
CAFmH HSC +HSC CAFmH HSC +HSC
Kontrolle ' . . . Kontrolle ~ M . » ¥
1uM Sorafenib . ‘ e ® 1uM Sorafenib
CXCL-1 CXCI-1
HuCCT-1-Cokultur TFK-1-Cokultur
CAFmH CAFmH
CAFmH HSC +HSC CAFmH HSC +HSC
Kontrolle Kontrolle
1uM Sorafenib 1uM Sorafenib
1L-8 IL-8
HuCCT-1-Cokultur TFK-1-Cokultur
CAFmH CAFmH
CAFmH HSC +HSC CAFmH HSC +HSC
Kontrolle . . ' . Kontrolle ‘ .
1uM Sorafenib . . 1uM Sorafenib
IL-6 -6
HuCCT-1-Cokultur TFK-1-Cokultur
CAFmH CAFmH
CAFmH HSC +HSC CAFmH HSC +HSC
Kontrolle Kontrolle IR
1uM Sorafenib 1uM Sorafenib

Abb. 4.22: Vergleich der Zytokinfreisetzung zwischen mit HuCCT-1 bzw. TFK-1 cokultivierten
CAFmH, HSC und beiden Stromazelllinien sowie inhibierende Auswirkungen durch Applikation
von 1 uM Sorafenib

a) Gezeigt sind reprdsentative Aufnahmen der Zytokinfreisetzung einerseits der HuCCT-1-
Cokultur mit CAFmH, andererseits der HUCCT-1-Cokultur mit HSC, sowie der Cokultur mit beiden
Stromazelllinien (CAFmH + HSC) inklusive und exklusive 1 uM Sorafenib. Das Bildmaterial
stammt aus einem von n=3 unabhdngigen Versuchen.

b) Gezeigt sind reprisentative Aufnahmen der Zytokinfreisetzung einerseits der TFK-1-Cokultur
mit CAFmH, andererseits der TFK-1-Cokultur mit HSC, sowie der Cokultur mit beiden
Stromazelllinien (CAFmH + HSC) inklusive und exklusive 1 uM Sorafenib. Das Bildmaterial
stammt aus einem von n=3 unabhdngigen Versuchen.
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45.4 Kein synergistischer Effekt auf die Signaltransduktion in der intra- bzw.
extrahepatischen CCC-Zelllinie HuCCT-1 und TFK-1 nach Stimulation mit
konditioniertem CAFmH- und HSC-Kulturmedium detektierbar

Zuletzt sollte der Einfluss der beiden Stromazelllinien auf mégliche Anderungen in der
Signaltransduktion mittels Western Blot analysiert werden. Fokus lag hierbei erneut auf den JAK/Stat-
, MAPK- sowie PI3K-Akt-Signalwegen. Nach Stimulation der TFK-1 mit konditioniertem HSC/CAFmH-
Kulturmedium konnte sowohl die Aktivierung des JAK/Stat- sowie des MAPK- und PI3K-Akt-
Signalweges detektiert werden, nahezu analog zu den Ergebnissen aus der Stimulation mit

konditioniertem CAFmH-Kulturmedium (s. Abschnitt 4.2.5).

HSC/CAF-Medium HSC/CAF-Medium
- + 1S 10S

Abb. 4.23: Stimulation der TFK-1 mit konditioniertem HSC/CAFmH-Medium fiihrt zur verstéirkten
Aktivierung des JAK-STAT-, des MAPK- und des PI3K-Akt-Signalweges

Gezeigt sind reprasentative Western Blots aus n=3 unabhdngigen Versuchen, in denen die TFK-1 mit
konditioniertem HSC/CAFmMH-Medium stimuliert wurden. Fir die Behandlung wurde konditioniertes
HSC/CAFmH-Medium inklusive 1 pM Sorafenib (1S) bzw. 10 uM Sorafenib (10S) verwendet. Die
Negativkontrolle bestand aus 0% FCS-haltigem Medium.

Die Applikation von 1 uM Sorafenib fiihrte ebenfalls zu einer reduzierten Stat3-Phoshorylierung.
Jedoch konnte verglichen zur Stimulation mit konditioniertem CAFmH-Kulturmedium unter
Behandlung mit 1 bzw. 10 uM Sorafenib keine Reduktion im ERK-Signaling beobachtet werden, dhnlich
wie nach Stimulation mit konditioniertem HSC-Kulturmedium (s. Abschnitt 4.4.4). Zudem wurde wie in
allen vorherigen Western Blots eine verstarkte Akt-Aktivierung nach Applikation von 10 uM Sorafenib

beobachtet.
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Abb. 4.24: Stimulation der HuCCT-1 mit konditioniertem HSC/CAFmH-Medium fiihrt zu einer verstirkten
Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges

Gezeigt sind reprasentative Western Blots aus n=3 unabhangigen Versuchen, in denen die HUCCT-1 mit
konditioniertem HSC/CAFmMH-Medium stimuliert wurden. Fir die Behandlung wurde konditioniertes
HSC/CAFmH-Medium inklusive 1 pM Sorafenib (1S) bzw. 10 uM Sorafenib (10S) verwendet. Die
Negativkontrolle bestand aus 0% FCS-haltigem Medium.

Nach Stimulation der HuCCT-1 mit konditioniertem HSC/CAFmH-Kulturmedium konnte lediglich analog
zur Stimulation mit konditioniertem CAFmH-Kulturmedium eine Aktivierung des Akt-Signalweges
beobachtet werden (s. Abb 4.24). Auffallend war hier ebenfalls die Hyperphosphorylierung von Akt
nach Behandlung mit 10uM Sorafenib, die ebenfalls bereits in den mit CAFmH bzw. HSC cokultivierten
HuCCT-1 detektiert wurde (s. Abschnitte 4.2.5 und 4.4.4).
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5 Diskussion

Aufgrund fehlender aussichtsreicher Therapieoptionen ist die Prognose beim CCC noch heute als
Uberaus schlecht einzustufen. Die chirurgische Resektion des Tumors stellt bisher die einzige kurative
Behandlungsmoglichkeit dar, welche jedoch bei Diagnosestellung aufgrund des meist
fortgeschrittenen Tumorstadiums nicht mehr moglich ist, sodass nur die Option einer palliativen
systemischen Therapie mit schlechten Uberlebensraten bleibt.

Auf der Suche nach neuen adaquaten Behandlungsansatzen wurde der Fokus in der letzten Zeit
verstarkt auf die Tumorumgebung gelegt. Das sogenannte Tumorstroma hat sich als eine wesentliche
Struktur fir die Progression solider Tumoren herausgestellt und bietet einen vielversprechenden
Angriffspunkt flr den Einsatz zielgerichteter Therapien. Da insbesondere das CCC einen hohen Anteil
an desmoplastischem Stroma und somit eine erhéhte Anzahl an Fibroblasten in der Umgebung
aufweist, sollte im ersten Teil der Arbeit der Einfluss von tumorassoziierten Fibroblasten auf die
Migration einer intra- sowie einer extrahepatischen CCC-Zelllinie ndher untersucht werden (Kalluri &
Zeisberg, 2006; Rizvi & Gores, 2013).

Die immunhistochemischen Analysen einer kleinen Kohorte an Patienten des UKSH lieferten ein Indiz,
dass moglicherweise die Prasenz aSMA-positiver Fibroblasten mit einer verschlechterten Prognose
beim CCC korreliere. Dieses Resultat stimmt mit mehreren publizierten Studien (iberein (Chuaysri et
al., 2009; Sirica, 2011) (s. Abb. 4.1). In einer in vitro-Cokultur mit CAFs und CCC-Zelllinien HUCCT-1 bzw.
TFK-1 im Rahmen eines Parakrinen-Interaktions-Modells konnte zudem der bereits in der Literatur
beschriebene durch die CAFs ausgeloste Effekt der verstarkten Migration beider CCC-Zelllinien
bestéatigt werden (Sha et al., 2018; Shiga et al., 2015) (s. Abb. 4.2-4.5). Insbesondere in der Cokultur
aus der intrahepatischen CCC-Zelllinie HUuCCT-1 und CAFmH konnte eine verstarkte Migration
nachgewiesen werden. Es scheinen parakrine Interaktionen zwischen Tumor und Stroma einen
positiven Effekt auf die Tumormigration in vitro auszuliben. Mehrere Studien haben bereits zeigen
kénnen, dass CAFs in der Lage sind, Uber die Sekretion von Zytokinen sowie Remodeling der
extrazellularen Matrix ein inflammatorisches Milieu zu kreieren, wodurch die Theorie vom Krebs als
niemals heilende Wunde nach Dvorak et al. zusatzlich gestarkt wird (Dvorak, 1986). Auf diese Weise
kénnen CAFs Proliferation, Migration, Angiogenese und Metastasierung von Tumoren beeinflussen
(Alkasalias et al., 2018). Dieses Phanomen konnte bereits mithilfe von Tiermodellen beim Brustkrebs,
Gebarmutterkrebs, Melanom und auch im Rahmen eines anderen Versuchssettings von unserer
Arbeitsgruppe beim CCC beobachtet werden (Alkasalias et al., 2018; Heits et al., 2016).

Die detektierte, verstarkte Migration der CCC-Zelllinien in Cokultur mit den CAFs konnte wiederum
durch  Applikation  von  Sorafenib, einem  Multityrosinkinaseinhibitoren, in  nicht

wachstumsinhibierenden Konzentrationen (s. Abb. 4.6) reduziert werden (s. Abb. 4.7).

54



Auch in der CAF-Monokultur konnte nach Behandlung mit 1 uM Sorafenib eine Reduktion der
Migration erreicht werden (s. Abb. 4.7). Sorafenib wird bereits seit Jahren erfolgreich zur palliativen
Therapie des hepatozellularen Karzinoms sowie des renalen Karzinoms eingesetzt und konnte
ebenfalls sowohl in vitro als auch in vivo das Wachstum von CCC-Zelllinien signifikant inhibieren (Luo
et al.,, 2017; Sugiyama et al.,, 2011). Das Medikament scheint einen inhibierenden Einfluss auf die
parakrinen Interaktionen zwischen CAFs und CCC-Zelllinien auszuliben, was wiederum in einer
verringerten Migration der Tumorzellen resultiert. Dennoch lieferten klinische Studien zur Behandlung
des CCC mit Sorafenib bisher leider eher enttduschende Resultate (Lee et al., 2013; Moehler et al.,
2014). Eine wie in der Literatur haufig beschriebene durch CAFs erlangte Medikamentenresistenz — in

diesem Fall gegentiber Sorafenib — konnte hier jedoch nicht festgestellt werden (Fabris et al., 2019).

Nahere Analysen ergaben zudem eine erhdhte Freisetzung von Zytokinen mit protumordésen
Eigenschaften in der Cokultur aus HUCCT-1 bzw. TFK-1 und CAFs sowie in der CAF-Monokultur
gegeniber der jeweiligen CCC-Monokultur (s. Abb. 4.8). Insbesondere die Zytokine MCP-1, CXCL-1, IL-
8 sowie IL-6, welche fordernde Eigenschaften auf die Tumorprogression besitzen sowie ein
inflammatorisches Milieu kreieren koénnen, waren signifikant erhdéht nachweisbar. Durch
Aufrechterhaltung dieser chronischen Entziindung kann eine Nische fir den Tumor entstehen, was
wiederum zu einer optimalen Entwicklung und beschleunigten Progression beitrdgt (Gascard & Tlsty,
2016). Zudem konnten mehrere Studien bereits zeigen, dass die genannten Zytokine einen
entscheidenden Einfluss auf Migration sowie Angiogenese auf unterschiedliche solide Tumoren
ausiliben (Haga et al., 2015; Lim, Yuzhalin, Gordon-Weeks, & Muschel, 2016; Qian Liu, Anping Li, Yijun
Tian, Jennifer D. Wu, Yu Liu, Tengfei Li, Yuan Chen, Xinwei Han, 2016; Shiga et al., 2015). Es wére
moglich, dass die in Abb. 4.2. - 4.5. beobachtete, verstarkte Tumormigration zum Grofteil auf
parakrine Interaktionen zwischen CCC-Zellinien und CAFs mittels dieser Zytokine zuriickzufihren ist.
Um diese Vermutung zu verifizieren, sind jedoch weiterflihrende Experimente notwendig.

Speziell die Uberexpression von MCP-1, auch als CCL-2 bekannt, kénnte auch beim CCC eine wichtige
Funktion in der Invasion von Tumorzellen lbernehmen und somit eine daraus resultierende
Fernmetastasierung erleichtern. Dieses Phanomen konnte bereits unter anderem beim Brustkrebs
beobachtet werden. Fiir das Magenkarzinom wurde (iberdies eine Korrelation zwischen hoher MCP-1-
Sekretion und einer geringeren Gesamtiberlebensrate beschrieben (Lim et al.,, 2016). In vitro-
Untersuchungen zum hepatozelluldaren Karzinom konnten zudem bereits zeigen, dass CAFs durch eine
vermehrte Sekretion von MCP-1 maRgeblich zur Progression sowie Migration des Tumors beitragen

(Z.-Y. Lin, Chuang, & Chuang, 2012; Liu et al., 2016).
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Auch in dieser Arbeit konnte eine erhéhte Freisetzung an MCP-1 in der CAF-Monokultur sowie in der
Cokultur aus CAFs und CCC-Zellllinie nachgewiesen werden, was einen dhnlichen Mechanismus
vermuten lasst.

Auch CXCL-1 scheint fiir die Invasivitat von Tumoren eine wichtige Rolle zu spielen. So konnte unter
anderem anhand einer Studie zum Urothelkarzinom in vitro gezeigt werden, dass CXCL-1 einerseits die
Ausbildung von Metastasen beglinstigen kann, andererseits mit hoheren Tumorstadien assoziiert ist.
Interessanterweise erfolgte die Sekretion dieses Zytokins von tumorassoziierten Fibroblasten (Miyake
et al., 2016). Auch in dieser Arbeit konnten in der CAF-Monokultur unter anderem erhéhte Mengen an
CXCL-1 nachgewiesen werden (s. Abb 4.8), was moglicherweise ein Indiz flir einen dhnlichen Prozess
darstellen konnte. Eine Uberexpression von CXCL-1 konnte weiterhin beim Brust-, Haut-, Nieren-,
Magen- und Dickdarmkrebs detektiert werden (Han et al., 2016).

Einige Arbeitsgruppen konnten ebenfalls bereits eine erhéhte Sekretion von IL-8, auch als CXCL-8
bekannt, beim CCC nachweisen, welche mit schlechteren Uberlebensraten korreliert. IL-8 ist zudem in
der Lage, die Immunantwort gegen Tumoren zu vermindern, wodurch die Entwicklung und Progression
des CCC zusatzlich geférdert werden konnte (David, Dominguez, Hamilton, & Palena, 2016; Sun, Li,
Sun, & Niu, 2015).

Als eines der bedeutsamsten proinflammatorischen Zytokine ist IL-6 sogar in der Lage, die Synthese
von eben erwdhnten MCP-1 sowie IL-8 zu induzieren (Daniel E. Johnson, Rachel A. O’Keefe, 2018). In
der Literatur konnten mehrere Arbeitsgruppen eine Uberexpression von IL-6 in verschiedenen soliden
Tumoren, unter anderem auch im CCC, nachweisen, deren immenser Einfluss flir den Erhalt des
chronisch inflammatorischen Milieus, die Tumorprogression sowie die Hemmung von Apoptose
auschlaggebend mitverantwortlich ist. Im Rahmen einer Dickdarmkrebsstudie konnte gezeigt werden,
dass tumorassoziierte Fibroblasten die Hauptquelle fiir die vermehrte IL-6-Produktion darstellen
(Braconi, Swenson, Kogure, Huang, & Patel, 2010; Nagasaki et al., 2014). Aufgrund der in der CAF-
Monokultur detektierten, erhéhten IL-6-Konzentration (s. Abb. 4.8) wéare es denkbar, dass die CAFs
beim CCC ebenfalls einer der Hauptproduzenten fiir dieses Zytokin sein konnten. Um diese Hypothese
zu bekraftigen, sind auch hier weiterfliihrende Experimente, wie beispielsweise Blockierungsversuche
von IL-6, essenziell.

Die mit Sorafenib behandelte Cokultur aus CAFs und der jeweiligen CCC-Zelllinie zeigte jedoch neben
der bereits erwahnten verringerten Tumorzellmigration ebenfalls eine Reduktion in der Freisetzung
von MCP-1, CXCL-1, IL-8 sowie IL-6 auf. Auch in der mit Sorafenib behandelten CAF-Monokultur konnte
eine deutliche Inhibierung der Sekretion dieser Zytokine verzeichnet werden (s. Abb. 4.8). Somit
scheint Sorafenib in nicht wachstumshemmender Konzentration in der Lage zu sein, in vitro parakrine

Interaktionen zwischen tumorassoziierten Fibroblasten und CCC-Zelllinien zu unterbinden.
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Die Hemmung der Sekretion von protumorésen Zytokinen, welche insbesondere migrations- und
invasionsfordernde Eigenschaften besitzen, konnte hierbei eine Schlisselfunktion Gibernehmen.

Um den durch die CAFs ausgelosten Effekt der verstarkten Migration auf die CCC-Zelllinien HuCCT-1
und TFK-1 sowie deren Inhibierung durch Sorafenib noch naher zu ergriinden, sollten mittels Western
Blot Veranderungen in der Signaltransduktion - primar bei den Signalproteinen Stat3, JNK, Akt und Erk
- der Tumorzellen analysiert werden. Insbesondere in der extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 war
nach Stimulation mit konditioniertem CAF-Medium in allen aufgefiihrten Signalproteinen eine
signifikant erhohte Aktivierung zu verzeichnen (s. Abb. 4.9). In der intrahepatischen CCC-Zelllinie
HuCCT-1 war nach Stimulation hingegen lediglich eine erhéhte Akt-Aktivierung nachweisbar (s. Abb.
4.10). Der gravierende Unterschied zwischen beiden Tumorzelllinien kénnte moglicherweise auf die
erhohte Stoffwechselaktivitat der HUCCT-1 zurilickzufiihren sein. Eine verkiirzte Stimulationsdauer
hatte hier eventuell potentiell vorhandene Effekte visualisieren kdnnen.

Eine verstarkte Aktivierung von Erk, Akt sowie Stat3 konnte ebenfalls bereits in unserer Arbeitsgruppe
nachgewiesen werden (Heits et al., 2016). Insbesondere die Uberexpression von aktiviertem Erk als
Teil des mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalweges beim CCC wurde von mehreren
Forschungsgruppen beobachtet, was wiederum mit einer erhohten Tumorprogression sowie
verldngertem Tumorzelliiberleben assoziiert war (Chen et al., 2019). Uberdies kann eine verstirkte
Aktivierung von Erk bzw. des MAPK-Signalweges die Invasion eines CCC beglinstigen (Fabris et al.,
2019). Interessanterweise erfolgt in mehreren soliden Tumoren die Uberaktivierung von Erk unter
anderem auch durch IL-6 und IL-8/CXCL-8 (Daniel E. Johnson, Rachel A. O’Keefe, 2018; Qian Liu, 2016).
Somit kdnnte sich die detektierte erhéhte Sekretion von IL-6 und IL-8 durch die CAFs als ein wichtiger
Faktor fir die Aktivierung des MAPK-Signalweges insbesondere beim CCC ohne raf/ras-Mutation
herausstellen, wodurch wiederum die fiir das CCC klassische gravierende Invasion beglinstigt wird.
Eine Uberaktivitat des PI3K-Akt-Signalweges konnte ebenfalls von mehreren Arbeitsgruppen beim CCC
gezeigt werden, die vor allem mit verstarkter Migration und Invasivitdat des Tumors sowie einer
Apoptoseresistenz assoziiert ist (Chen et al., 2019). Hierbei scheinen die CAFs durch Sekretion von
Botenstoffen eine Schlisselfunktion in der Akt-Aktivierung zu Ubernehmen. In verschiedenen
Tumorentititen waren erneut IL-6 sowie IL-8 maRgeblich fiir die Uberexpression des PI3K-Akt-
Signalweges mitverantwortlich (Qian Liu,2016; Rizvi & Gores, 2014). Ferner konnte zudem beim
Prostatakarzinom eine Korrelation von MCP-1/CCL-2 und erhohter Akt-Aktivierung nachgewiesen
werden (Son et al., 2015). Vor diesem Hintergrund kdnnte die vermehrte Sekretion dieser Zytokine
durch die CAFs, wie sie in unseren Experimenten detektiert wurde (s. Abb. 4.8), einen
ausschlaggebenden Faktor fiir die verstarkte Akt-Aktivierung darstellen. Diese kdnnte wiederum einen
immensen Beitrag zur beobachteten verstarkten Tumormigration (s. Abb. 4.2 - 4.5) sowie generell zur

Aggressivitat des CCC leisten.
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Auch in der Aktivierung des JAK-Stat3-Signalweges tibernimmt IL-6 eine wesentliche Funktion. So fihrt
eine erhohte Konzentration an IL-6 zu einer Hyperaktivierung dieses Signalweges, wodurch eine
gesteigerte Progression und Invasion des Tumors sowie eine Apotoseresistenz resultieren. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass viele solide Tumoren inklusive des CCC eine Uberaktivierung des JAK-
Stat3-Signalweges aufweisen, welche zudem oftmals mit schlechteren Uberlebensraten korreliert
(Daniel E. Johnson, Rachel A. O’Keefe, 2018). Neben IL-6 ist MCP-1 ebenfalls unter bestimmten
Voraussetzungen in der Lage, den JAK-Stat3-Signalweg zu aktivieren und folglich immunsuppressiv auf
das Tumormilieu einzuwirken (Daniel E. Johnson, Rachel A. O’Keefe, 2018; Fabris et al., 2019; Labib,
Goodchild, & Pereira, 2019).

Relativ wenig ist bisher zur Funktion von JNK beim CCC bekannt. Eine Hyperaktivierung von JNK, das
ein Mitglied einer Subgruppe des MAPK-Signalweges darstellt, ist beim hepatozellularen Karzinom mit
verschlechterter Prognose assoziiert (Bubici & Papa, 2014). Auch beim CCC scheint eine
Uberaktivierung von JNK protumorése Eigenschaften zu besitzen. So konnte von einer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass mithilfe eines Antikorpers gegen JNK Proliferation und Invasion von CCC-Zelllinien
gehemmt werden konnten (Chen et al., 2019; C. Feng et al., 2014; Y. Lin et al., 2013). Demzufolge
kénnte die Uberaktivierung von JNK ebenfalls zur Migration der Tumorzellen in Cokultur mit den CAFs
beigetragen haben.

Interessanterweise konnte auch auf Signaltransduktionsebene mithilfe von 1 uM Sorafenib eine
Inhibierung der durch die CAFs bedingten stimulierenden Effekte, insbesondere in der
extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1, nachgewiesen werden. Hierbei konnte Sorafenib, das unter
anderem durch Hemmung von raf-Kinasen gezielt inhibierend auf den MAPK-Signalweg einwirken
kann, nicht nur die Uberaktivierung von Erk, sondern zusatzlich die Hyperaktivierung von Akt, Stat3
und JNK deutlich reduzieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Hemmung von Erk und Stat3
durch Sorafenib beim CCC mit verminderter Proliferation sowie erhohter Apoptoserate assoziiert ist
(Yokoi et al., 2018). Somit scheint Sorafenib in der Lage zu sein, durch Hemmung der parakrinen
Interaktionen zwischen Tumorzellen und CAFs die protumorosen Effekte beim CCC in vitro zu
reduzieren. Jedoch lieferten klinischen Studien mit Sorafenib bisher eher enttduschende Resultate.
Dies konnte moglicherweise bis zu einem gewissen Grad mit der detektierten Hyperaktivierung von
Akt in beiden CCC-Zelllinien unter 10 uM Sorafenib-Therapie zusammenhangen (s. Abb. 4.9 + 4.10).
Der PI13K/Akt-Signalweg kdnnte dabei einen Escape-Mechanismus fir den durch Sorafenib inhibierten
MAPK-Signalweg darstellen (Yokoi et al., 2018).

Im zweiten Teil dieser Arbeit lag das Hauptaugenmerk auf einer bisher noch kaum untersuchten
Komponente des Tumorstromas, den sogenannten Schwann’schen Zellen. Schwann-Zellen stellen als
Neuroglia den Hauptbestandteil der peripheren Nerven dar und sind in der letzten Zeit aufgrund ihres

protumordsen Potentials immer starker in den Fokus der Forschung geriickt.
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So konnte bereits gezeigt werden, dass Schwann’sche Zellen in der Lage sind, die Migration, Invasion
sowie Metastasierung von Tumoren - insbesondere des Pankreasadenokarzinoms - malgeblich zu
fordern (Su et al., 2020). Eine immunhistochemische Untersuchung von 14 Gewebeschnitten von
Patienten mit CCC des UKSH Campus Kiel lieferte einen ersten Hinweis, dass die Anwesenheit von
S$100-postiven Schwann-Zellen im Tumorstroma beim CCC mit einer verschlechterten Prognose
einhergehen kénnte (s. Abschnitt 4.3). Um diese Hypothese zu bekréaftigen, muss die Stichprobe jedoch
vergroRert werden.

Vor diesem Hintergrund sollte der Einfluss auf die Migration bei den HUCCT-1 und TFK-1 nadher
untersucht werden. Interessanterweise konnte in der Cokultivierung der Schwann’schen Zelllinie HSC
mit den beiden CCC-Zelllinien keine verstarkte Migration der Tumorzellen, jedoch aber der HSC
detektiert werden (s. Abb. 4.12 - 4.15). Insbesondere in Cokultur mit der extrahepatischen CCC-Zelllinie
TFK-1 war die Migration der HSC in Richtung Tumorzellen Uberaus eindrucksvoll. Diese verstarkte
Migration der HSC in Richtung TFK-1 konnte dadurch erklart werden, dass sich insbesondere das
extrahepatische CCC klassischerweise mittels perineuraler Invasion in die Leber ausbreitet (Deborde
et al., 2016), wahrend das intrahepatische CCC - wie die HUCCT-1 - hauptsachlich von CAFs und
hepatischen Sternzellen umgeben ist (Vaquero, Aoudjehane, & Fouassier, 2020). Ein dhnliches
Phanomen konnte bereits beim duktalen Pankreasadenokarzinom sowie beim Dickdarmkrebs in vivo
und in vitro beobachtet werden. Hier migrierten die Schwann’schen Zellen ebenfalls zuerst auf die
Tumorzellen zu und l6sten bei direktem Zell-Zell-Kontakt eine gesteigerte Motilitat der Tumorzellen in
Richtung Schwann-Zellen aus. Uberdies waren die Schwann’schen Zellen in der Lage, einzelne
Tumorzellen zu separieren und die umliegende Matrix so abzubauen, dass regelrechte Tunnel
entstanden sind. Interessanterweise konnten vergleichbare Effekte in analogen Versuchen mit
benignen Zellen nicht nachgewiesen werden (Deborde & Wong, 2017; Demir et al., 2014). Eine erhohte
Motilitat der CCC-Zelllinien sowie eine Separierung dieser lasst sich in dieser Arbeit nur erahnen,
weitere Experimente sind hierfiir notig.

Schwann’sche Zellen scheinen somit eine gewisse Affinitdt zu Tumorzellen aufzuweisen. Es wird
vermutet, dass durch die derartige Interaktion ein invasiver Charakter beglinstigt wird und dariber
hinaus die Schwann’schen Zellen als Leitlinien fir die Tumorzellen in Richtung der Nerven dienen,
wodurch eine Invasion in die peripheren Nerven — die sogenannte perineurale Invasion — erleichtert
werden konnte (Azam, Pecot, Azam, & Pecot, 2016; Demir et al., 2014; Sylvie Deborde et al., 2016).
Dabei weist dieses Verhaltensmuster eine gewisse Ahnlichkeit zur physiologischen
Nervenregeneration auf, in der eine Nervenschadigung in einer Dedifferenzierung der Schwann’schen

Zellen resultiert.
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Daraufhin verlieren die Schwann-Zellen ihre Fahigkeit zur Myelinisierung, beginnen zu proliferieren,
werden beweglicher und bilden die sogenanneten Blingner-Bander, die fiir die Axone als Leitschienen
von einem Ende des verletzten Axons zum anderen dienen. Die Tumorzellen scheinen diesen
Mechanismus auszunutzen, wodurch eine perineurale Invasion beginstigt werden kdnnte (Sylvie
Deborde et al.,, 2016). Dieser protumordse Einfluss der Schwann-Zellen konnte zusatzlich zu den
erwahnten Tumoren des Pankreas und des Dickdarms auch bei Tumoren der Haut, der Lunge, der
Prostata und der Schilddriise nachgewiesen werden (Deborde & Wong, 2017; S. H. Zhang et al., 2019;
Yan Zhou et al., 2018).

Wie auch schon beim duktalen Pankreasadenokarzinom wird beim CCC eine Invasion von Nerven
ebenfalls bereits im friihen Tumorstadium sehr haufig beobachtet, die auch hier mit einer erhéhten
Rezidivrate sowie verschlechterter Prognose korreliert (Murakami et al., 2013; Shirai et al., 2008).
Dabei ist das vermehrte Vorkommen von perineuraler Invasion beim CCC zudem womoglich auf die
anatomische Lage zuriickzufiihren. Das Gallengangssystem ist reich an autonomen Nervenfasern und
befindet sich in unmittelbarer Nahe von Nervenplexus, wodurch die Wahrscheinlichkeit fir eine
Invasion der Nerven deutlich erhéht wird (Corti et al., 2019; Murakami et al., 2013; Shen et al., 2010;
Shirai et al., 2008; Yanming Zhou, Liu, Wu, & Wan, 2017). Es ware denkbar, dass die Schwann’schen
Zellen auch hier eine Schlisselfunktion in der perineuralen Invasion libernehmen. So kdnnte die
Anwesenheit von Schwann-Zellen - wie bereits flir mehrere solide Tumoren gezeigt - einerseits die
Invasionsrate des CCC erhohen. Andererseits konnte sie durch Linderung von tumorbedingten
Schmerzen sowie Kreierung eines immunsuppressiven Milieus entscheidend dazu beitragen, dass das
CCC bei Patienten oftmals lange Zeit asymptomatisch verlauft und somit erst im fortgeschrittenem
Tumorstadium diagnostiziert wird (Bunimovich et al., 2017; Martyn, Shurin, Keskinov, Bunimovich, &
Shurin, 2019; S. H. Zhang et al., 2019). Folglich kénnten die Schwann’schen Zellen maoglicherweise
einen guten Angriffspunkt fiir den Einsatz zielgerichteter Therapien darstellen. So konnte unter
experimentellen Versuchsbedingungen bereits gezeigt werden, dass die Eliminierung von
Schwann’schen Zellen beim duktalen Pankreasadenokarzinom mit einer reduzierten perineuralen
Invasion assoziiert ist (Martyn et al., 2019). Zur Bekraftigung dieser Hypothese sind jedoch weitere
Versuche notwendig.

Interessanterweise war die wachstumshemmende Wirkung von Sorafenib bei den HSC dhnlich stark
ausgepragt wie bei den CCC-Zelllinien HUCCT-1 und TFK-1 (s. Abb. 4.16). Im Parakrinen-Interaktions-
Modell hingegen zeigte die Applikation von 1 uM Sorafenib nur einen marginal inhibierenden Effekt

auf die verstarkte Migration der HSC in Cokultur mit der jeweiligen CCC-Zelllinie (Abb s. Anhang).
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Somit scheint Sorafenib in nicht wachstumshemmender Konzentration zwar fahig zu sein, in vitro die
parakrinen Interaktionen zwischen CAFs und CCC-Zelllinien zu inhibieren, nicht aber die Interaktionen
zwischen HSC und den Tumorzellen. Dies kénnte ein weiteres Indiz fir die bisher eher enttduschenden
Resultate der klinischen Studien mit Sorafenib darstellen.

Um die verstarkte Migration der HSC in Cokultur mit den beiden CCC-Zelllinien sowie die geringere
Sorafenibempfindlichkeit ndher zu ergriinden, wurde auch hier analog zum ersten Teil dieser Arbeit
die Zytokinfreisetzung naher untersucht. Es zeigte sich insbesondere in der Cokultur sowie in der HSC-
Monokultur eine verstarkt ausgepragte Sekretion von MIF (Makrophagen-Migration-inhibierender
Faktor) sowie von Serpin-E1, auch als PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1) bekannt. MIF war
zudem sowohl in der HUCCT-1- als auch in der TFK-1-Monokultur leicht erh6ht nachweisbar, Serpin-E1
hingegen lediglich in der HuCCT-1-Monokultur (s. Abb. 4.17). Mehrere Arbeitsgruppen konnten bereits
die protumordsen Eigenschaften dieser beiden Zytokine nachweisen. So konnte eine erhdhte
Konzentration von MIF bereits in verschiedenen soliden Tumoren detektiert werden. Die
Uberexpression dieses Zytokins stellt einen Indikator fiir die Aggressivitit eines Tumors dar und ist mit
erhéhtem Metastasierungspotential assoziiert. Dabei scheint MIF in der Lage zu sein, Migration und
Invasion —insbesondere perineurale Invasion —von Tumoren zu stimulieren, indem es fordernd auf die
Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) einwirkt. Die EMT fiuhrt zum Verlust des epithelialen
Charakters der Tumorzellen, sie kdnnen sich nun aus dem Zellverband l6sen und erwerben die
Fahigkeit zu migrieren, wodurch Invasion und Metastasierung entscheidend erleichtert werden
(Morris, Nofchissey, Pinchuk, & Beswick, 2014). Eine Hemmung von MIF konnte in vitro bereits
Migration, Invasion sowie perineurale Invasion von Speicheldrisenkrebs signifikant reduzieren (M.
Zhang et al.,, 2019). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass MIF ebenfalls Angiogenese,
Apoptoseresistenz und Immunsuppression in Tumoren stimulierend beeinflusst, wodurch eine
Progression zuséatzlich unterstitzt wird (Morris et al., 2014; Nobre et al., 2017; M. Zhang et al., 2019).
Auch beim CCC kdnnte die beobachtete Uberexpression von MIF einen Einfluss auf die Migration sowie
speziell auf die friihe perineurale Invasion nehmen und somit zur Aggressivitat des Tumors beitragen.
Serpin-E1 ist ebenfalls in den meisten Tumoren liberexprimiert und wird mit einer antiapoptotischen
sowie wachstumsfordernden Wirkung in Verbindung gebracht. Zudem hat es einen Einfluss auf die
Angiogenese der Tumoren, indem es Endothelzellen zur Proliferation und Migration stimuliert.
Aufgrund der Fahigkeit von Serpin-E1, das Loslésen von Tumorzellen aus der extrazelluldaren Matrix zu
unterstitzen, kann es die Migration von Tumoren begiinstigen und ferner eine Metastasierung
erleichtern (Kubala & DeClerck, 2019). Dies lasst vermuten, dass Serpin-E1, ebenso wie MIF, einen
wichtigen Beitrag zur beobachteten verstarkten Migration der HSC in Cokultur mit den CCC-Zelllinien

leisten kdnnte (s. Abb. 4.12 - 4.15).
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Die Annahme wird zusatzlich dadurch bekraftigt, dass hier die Behandlung mit 1 uM Sorafenib keinen
Einfluss auf die vermehrte Zytokinfreisetzung ausiiben konnte (s. Abb. 4.17).

Analog zum ersten Teil dieser Arbeit sollten ebenfalls die Auswirkungen der parakrinen Interaktionen
zwischen HSC und CCC-Zelllinien auf Signaltransduktionsebene naher analysiert werden. Insbesondere
in der extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 konnte nach Stimulation mit konditioniertem HSC-Medium
eine verstarkte Aktivierung von JNK, Akt und Erk beobachtet werden (s. Abb. 4.18). Stimulierende
Effekte auf den JAK/STAT-Signalweg konnten jedoch nicht detektiert werden. In der intrahepatischen
CCC-Zelllinie HuCCT-1 war nach Stimulation hingegen lediglich eine erhdhte Akt-Aktivierung
nachweisbar (s. Abb. 4.19). Auch hier konnte der gravierende Unterschied zwischen beiden
Tumorzelllinien moglicherweise auf die erhohte Stoffwechselaktivitat der HUCCT-1 zurilickzufiihren
sein, sodass eine veranderte Stimulationsdauer eventuell vorhandene Effekte eher darstellen kénnte.
Mehrere Forschungsgruppen konnten bereits zeigen, dass eine erhoéhte Aktivierung von Akt, JINK und
Erk beim CCC mit einer erhdhten Invasionsrate assoziiert ist (Chen et al., 2019; C. Feng et al., 2014). So
konnte eine Inhibierung von JNK in vitro die Invasion von CCC-Zellen signifikant reduzieren (C. Feng et
al., 2014). Auch die Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges konnte das Auftreten von Migration, Invasion
und sogar von perineuraler Invasion deutlich vermindern, was eine entscheidende Funktion von Akt in
der perineuralen Invasion beim CCC vermuten lasst (Y. Feng et al., 2018). Interessanterweise kann MIF,
das auch in der Cokultur mit HSC und Tumorzellen vermehrt nachgewiesen wurde (s. Abb. 4.17),
ebenfalls zu einer Akt-Aktivierung in Tumoren beitragen, wodurch zusatzlich Zelliberleben und
Migration gefordert werden (Chen et al.,, 2019; Y. Feng et al.,, 2018; Lue et al., 2007). Auch die
Aktivierung von Erk kann in Tumoren durch MIF ausgeldst werden. Eine Uberaktivierung von Erk steht
zudem im Zusammenhang Epithelial-mesenchymale Transition in Tumoren zu beglinstigen und somit
eine Invasion zu erleichtern (Chen et al., 2019; Nobre et al., 2017). Diese Erkenntnisse bekraftigen die
Hypothese, dass Schwann’sche Zellen auch beim CCC eine mafigebliche Funktion in der Invasion und
speziell in der perineuralen Invasion tibernehmen kdnnten.

Mithilfe von 1 uM Sorafenib konnte die verstarkte Aktivierung von JNK und Akt insbesondere in den
TFK-1 marginal inhibiert werden. Erstaunlicherweise flihrte die Behandlung mit Sorafenib jedoch zu
einer erhohten Erk-Aktivierung, obwohl Sorafenib durch Hemmung intrazellularer raf-Kinasen des
MAPK-Signalweges die Aktivierung von Erk reduzieren sollte. Die Applikation von 10 uM Sorafenib
fihrte — wie bereits im ersten Teil dieser Arbeit beobachtet — paradoxerweise erneut zu einer
Hyperaktivierung von Akt, darliber hinaus aber ebenfalls wiederum zu einer verstarkten Erk-
Aktivierung (s. Abb. 4.18). Diese fehlende Hemmung von Erk durch Sorafenib konnte eine Teilerkldrung

fiir die eher enttduschenden Ergebnisse in den klinischen Studien mit Sorafenib liefern.
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So kénnte die Wirksamkeit von Sorafenib maRgeblich von der Zusammensetzung der Tumorumgebung
beeinflusst werden. Moglicherweise ware somit eine Therapie mit Sorafenib eher bei Patienten mit
CCC ohne perineuraler Invasion effektiver.

Wie bereits im ersten Teil dieser Arbeit erwdahnt, kann die paradoxe Hyperaktivierung von Akt
zusatzlich zur reduzierten Sorafenibempfindlichkeit beigetragen haben. Vor diesem Hintergrund
kénnten die ineffektive Hemmung auf Signaltransduktions- und Zytokinebene wichtige Faktoren fir
die fehlende Wirksamkeit von Sorafenib in den mit HSC cokultivierten CCC-Zelllinien darstellen.
Demzufolge kdnnten die Schwann’schen Zellen als Bestandteil des Tumorstromas moglicherweise eine
wichtigere Funktion in Tumorprogression und -invasion beim CCC {bernehmen als bisher
angenommen.

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, inwiefern das Migrationsverhalten der CCC-
Zelllinien HUCCT-1 bzw. TFK-1 durch eine simultane Cokultivierung mit CAFs und HSC beeinflusst wird.
Auch in diesem Experiment konnte eine erhohte Migration der HSC in Richtung Tumorzellen sowie
eine verstarkte Migration der CCC-Zelllinien in Richtung der CAFs beobachtet werden (s. Abb. 4.20),
was einen additiven Effekt vermuten lasst. Verglichen zum jeweiligen Migrationsverhalten des ersten
bzw. zweiten Teils dieser Arbeit war die Migration jedoch weniger stark ausgepragt. Dies konnte
moglicherweise auf die reduzierte Anzahl an CAFs und HSC im Parakrinen-Interaktions-Modell
zurtickzufihren sein. Denn wahrend in den Cokulturversuchen der ersten beiden Teile dieser Arbeit
die ibidi Platten jeweils mit zwei Wells Tumorzellen und zwei wells CAFs bzw. HSC konfiguriert wurden,
bestanden die Platten dieses Experiments lediglich aus einem well HSC, einem well CAFs und zwei wells
Tumorzellen (s. Abb. 3.1).

Durch Applikation von 1 uM Sorafenib konnte jedoch insbesondere die Migration der intrahepatischen
CCC-Zelllinie HUCCT-1 im Bereich des Kompartiments aus HUCCT-1 und CAFs (s. Abb. 4.20b) von 42%
auf 23% reduziert werden. Interessanterweise konnte fiir die extrahepatische CCC-Zelllinie TFK-1 im
Bereich des Kompartiments aus TFK-1 und CAFs (s. Abb. 4.20c) kein inhibierender Einfluss durch
Sorafenib nachgewiesen werden, wahrend in Cokultivierung mit den CAFs allein noch eine signifikante
Hemmung verzeichnet werden konnte (s. Abb. 4.21). Somit scheinen die Schwann’schen Zellen auch
hier in der Lage zu sein, die Wirksamkeit von Sorafenib zu reduzieren. Dies bekraftigt zusatzlich die im
zweiten Teil dieser Arbeit postulierte Hypothese, dass die Sorafenibwirkung stark von der
Zusammensetzung des Tumorstromas abhangig sein konnte.

Um die Mechanismen der abgeschwachten Sorafenibsensitivitat naher zu ergriinden, wurde ebenfalls
die Zytokinfreisetzung untersucht. Dabei glich das Zytokinsekretionsmuster nahezu dem der jeweiligen
CAF-Cokultur aus dem ersten Teil dieser Arbeit, wobei die Zytokine CXCL-1, MCP-1 sowie IL-8
abgeschwacht exprimiert wurden. Eine Sekretion von IL-6 konnte nicht detektiert werden (s. Abb.

4.22).
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Diese verringerte Zytokinfreisetzung koénnte ebenfalls auf das oben beschriebene Problem
zurlickzufiihren sein. Da auch die hemmende Wirkung von Sorafenib hier weitestgehend derer in der
CAF-Cokultur entsprach, konnte diese Analyse leider keinen Hinweis auf eine mogliche Erklarung der
bei den TFK-1 beobachteten, reduzierten Sorafenibempfindlichkeit liefern.

Zuletzt sollten analog zu den ersten beiden Teilen dieser Arbeit die Auswirkungen der parakrinen
Interaktionen zwischen beiden Stromazelllinien und Tumorzellen auf Signaltransduktionsebene naher
untersucht werden. Hier konnte in der extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 nach Stimulation mit
konditioniertem CAF/HSC-Medium eine verstarkte Aktivierung von JNK, Akt, Erk und Stat3 beobachtet
werden (s. Abb. 4.23). In der intrahepatischen CCC-Zelllinie HUCCT-1 konnte hingegen - wie bereits
auch schon in den ersten beiden Teilen dieser Arbeit - lediglich eine erhohte Akt-Aktivierung
nachgewiesen werden (s. Abb. 4.24). Die Behandlung mit 1 uM Sorafenib resultierte in einer Hemmung
der Hyperaktivierung von Stat3, JNK und Akt in den TFK-1. Analog zum zweiten Teil dieser Arbeit zeigte
sich auch hier paradoxerweise eine fehlende Inhibierung der Erk-Aktivierung unter Sorafenib. Nach
Applikation von 10 uM Sorafenib konnte — neben der bereits bekannten Akt-Hyperaktivierung —
ebenfalls keine Hemmung von Erk beobachtet werden. Es scheint, als sei es zu einer Addition der
beobachteten Effekte in der CAF-Cokultur - primér die verstarkte Aktivierung des JAK/Stat-Signalweges
— mit denen in der HSC-Cokultur, insbesondere die fehlende Erk-Inhibierung, gekommen. Dies kdnnte
womoglich einen bedeutsamen Faktor fiir die detektierte, ineffektive Hemmung der TFK-1-Migration
im Parakrinen-Interaktions-Modell darstellen und ferner in einer gesteigerten Aggressivitat des
Tumors resultieren.

Zusammenfassend unterstreicht diese Arbeit die Bedeutsamkeit der Tumor-Stroma-Interaktionen
beim CCC. Sie tragt einerseits zu einem besseren Verstandnis der Mechanismen der parakrinen
Interaktionen zwischen tumorassoziierten Fibroblasten und CCC sowie deren Auswirkungen auf den
Progress des Tumors bei. Andererseits liefern diese Resultate einen Hinweis darauf, dass
Schwann’sche Zellen — eine noch wenig untersuchte Komponente des Tumorstromas -
moglicherweise einen groBeren Einfluss auf die Aggressivitat des CCC haben koénnten als bisher
angenommen. Auch zu der in klinischen Studien beobachteten verringerten Sorafenibsensitivitat
kénnten die Schwann-Zellen einen wesentlichen Beitrag geleistet haben. So konnte Sorafenib zwar die
verstarkte Migration der extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 in der CAF-Cokultur signifikant
inhibieren, nicht jedoch in der Cokultur mit CAFs und Schwann’schen Zellen. Die Konfiguration des
Tumorstromas kdonnte somit einen bedeutenden Einfluss auf die Sorafenibsensitivitat ausiiben. In
Zukunft missen durch weitere Studien die genaue Funktion der Schwann-Zellen beim CCC sowie die
komplexen Wechselwirkungen und Wirkmechanismen zwischen den Komponenten des Tumorstromas
und des Tumors noch naher ergriindet werden, um folglich zielgerichtete Therapieoptionen entwickeln

zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Beim cholangiozelluldren Karzinom (CCC) handelt es sich um einen seltenen, malignen Tumor der
Gallenwege mit steigender Inzidenz. Die chirurgische Resektion des Tumors stellt bisher die einzige
kurative Therapieoption dar, die jedoch aufgrund des meist hohen Tumorstadiums bei
Diagnosestellung nicht mehr moglich ist, weshalb oftmals lediglich eine palliative Systemtherapie mit
schlechten Uberlebensraten indiziert ist.

Auf der Suche nach neuen zielgerichteten Therapieansatzen ist das Tumorstroma aufgrund der
protumordsen Eigenschaften in der letzten Zeit immer starker in den Fokus der Forschung gerlickt.
Da auch das CCC einen hohen Anteil an desmoplastischen Stroma aufweist, war das Ziel dieser Arbeit,
den Einfluss parakriner Interaktionen durch tumorassoziierte Fibroblasten (CAFs) und einer noch kaum
analysierten Komponente des Tumorstromas, den Schwann’schen Zellen, auf die Progression beim
CCC naher zu ergriinden. Dazu wurde das Wachstumsverhalten der intrahepatischen CCC-Zelllinie
HuCCT-1 sowie der extrahepatischen TFK-1 mithilfe eines fluoreszenzbasierten Parakrinen-
Interaktions-Modells in Cokultur mit CAFs, Schwann-Zellen (HSC) sowie beiden Stromazellen
untersucht. Mittels Zytokinscreening sowie Analyse der Signaltransduktion durch Western Blot sollten
die Effekte naher qualifiziert werden. Eine mogliche Hemmung des Wachstums sollte durch
Behandlung mit dem Multityrosinkinaseinhibitor Sorafenib getestet werden. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Cokultivierung mit CAFs in einer erh6hten Migration beider CCC-Zelllinien resultiert,
welche jedoch durch 1 uM Sorafenib wieder reduziert werden konnte. Auch die daraufhin in der
Cokultur detektierte vermehrte Sekretion der protumordsen Zytokine MCP-1, CXCL-1, IL-6 sowie IL-8
sowie die verstarkte Aktivierung der Signalproteine JNK, Akt, Stat3 und Erk konnten durch Applikation
von 1 uM Sorafenib erfolgreich inhibiert werden, was somit eine entscheidende Funktion dieser
Zytokine und Signalproteine in der parakrinen Interaktion beim CCC vermuten lasst.

Schwann’sche Zellen weisen, als Hauptbestandteil peripherer Nerven, eine hohe Affinitdt zu
Tumorzellen auf. Wie bereits fiir mehrere solide Tumoren gezeigt, konnte auch hier in Cokultur eine
verstarkte Migration der HSC in Richtung CCC-Zelllinien beobachtet werden. Es wird vermutet, dass
die Schwann’schen Zellen als Leitlinien fiir die Tumorzellen in Richtung der Nerven dienen kdnnten,
wodurch eine perineurale Invasion, die ebenfalls ein charakteristisches Merkmal beim CCC darstellt,
erleichtert werden konnte. Die erhohte Sekretion an Serpin-E1 und MIF sowie die Aktivierung der
Signalproteine JNK, Akt und Erk bekraftigen diese Vermutung. Die Behandlung mit Sorafenib hatte
jedoch, womaoglich partiell aufgrund fehlender Erk-Inhibierung, keinen Einfluss auf die Migration der

HSC.
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In der Cokultivierung mit beiden Stromazelllinien konnte insbesondere das Wachstum der
extrahepatischen CCC-Zelllinie TFK-1 durch Sorafenib nicht ausreichend gehemmt werden, was
ebenfalls mit der paradoxen, unzureichenden Erk-Hemmung assoziiert sein kodnnte. Die
Zusammensetzung des Tumorstromas konnte somit gréBere Auswirkungen auf die
Sorafenibsensitivitat bedingen als bisher angenommen. Eventuell ware eine Therapie mit Sorafenib
eher bei Patienten mit CCC ohne perineuraler Invasion effektiver.

Zusammenfassend unterstreicht diese Arbeit die Bedeutsamkeit der Tumor-Stroma-Interaktionen
beim CCC. Zukiinftig missen durch weitere Forschungen die genaue Funktion der Schwann-Zellen
beim CCC sowie die komplexen Interaktionen zwischen den Komponenten des Tumorstromas und des

Tumors noch naher analysiert werden, um somit zielgerichtete Therapieoptionen zu ermdoglichen.
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IV. Anhang
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Abb.: Parakrines-Interaktions-Modell - Behandlung mit 1 uM Sorafenib
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an konfluenter Flache im Spalt im Hellfeld
(BF) der unbehandelten oder mit 1 pM Sorafenib behandelten Monokultur aus
HuCCT-1, HSC und deren Cokultur (A), bzw. die der TFK-1, HSC sowie deren
Cokultur (B). Gezeigt sind die Daten als Mittelwerte inklusive Standardfehler aus
drei unabhdngigen Versuchen.
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