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Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

CCC: cholangiozellulares Karzinom

iCCC: intrahepatisches cholangiozellulares Karzinom

eCCC: extrahepatisches cholangiozellulares Karzinom

HCC: hepatozellulares Karzinom

HCC/CCC: gemischt hepatozellulares/cholangiozellulares Karzinom

ICD: International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems (englisch)

OR: Odds Ratio

PSC: primare sklerosierende Cholangitis

PBC: primare biliare Zirrhose

CED: chronisch entzindliche Darmerkrankung

HCV: Hepatitis C

HBV: Hepatitis B

AJCC: American Joint Committee on Cancer (englisch)

IORT: intraoperative Radiotherapie

PORT: postoperative Radiotherapie

5-JUR: 5-Jahresuberlebensrate

MU: medianes Uberleben

Mo.: Monate

5-FU: 5-Fluoruracil

EBRT: external beam radiation therapy (englisch)

MMC: Mitomycin C

MTX: Mitoxantrone

RT: Radiotherapie

ERC: endoskopische retrograde Cholangiographie

PTC: perkutane transhepatische Cholangiographie

PTCD: perkutane transhepatische Cholangiodrainage

PTBC: perkutaner transhepatischer biliarer Stent

EGFR: endothelial growth factor receptor (englisch)

VEGF: vascular endothelial growth factor (englisch)

PDT: photodynamische Therapie

IL-6: Interleukin-6

AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene (englisch)

STAT: signal transducer and activator of transcription (englisch)

Mcl-1: myeloid cell leukemia sequence 1 (englisch)

mTor: mechanistic target of rapamycin (englisch)

PIK: Proteinkinase

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (englisch)

RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma (englisch)

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase (englisch)

ERK: extracellular signal-regulated kinase (englisch)

CAF: cancer-associated fibroblasts (englisch)

FBS: fetales Kalberserum

AA: Antibiotika

Ham’s F12: Ham’s F12 — Medium

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium (englisch)

RPMI 1640: Rosewell Park Memorial Institute - Medium
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WI/E: William’s Medium E

CMRL: Connaught Medical Research Laboratories — Medium (englisch)
a-MEM: a - Minimal Essential Medium (englisch)

CP-Medium: DMEM + 20% FBS

DBPS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (englisch)

KSFM: Keratinocyte Serum-free Medium (englisch)

HE: Hamatoxylin/Eosin

PAS: periodic acid Schiff (englisch)

EDTA: Ethylendiamintetraacetat

DMSO: Dimethylsulfoxid

RIPA: Radioimmunoprazipitationsassay

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (englisch)
TBST: Tris-buffered saline with Tween 20 (englisch)

MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
CEA: karzinoembryonales Antigen

CA19-9: carboanhydrate antigen 19-9 (englisch)

EMT: epithelial-mesenchymale Transition

rer: raues endoplasmatisches Retikulum

sER: glattes endoplasmatisches Retikulum

Sox9: SRY (sex determining region Y)-box 9 (englisch)

CK: Cytokeratin

HNF: hepatocyte nuclear factor (englisch)

RBP Jk : Rekombinationssignal-bindendes Protein Jk

P53: Protein 53

CREB: cyclic AMP response element-binding protein (englisch)



Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das cholangiozellulare Karzinom

Das cholangiozellulare Karzinom (CCC) ist ein maligner Tumor der
Gallenwegsepithelien, welcher an jeder Stelle des bilidaren Gangsystems entstehen

kann.'

1.1.1 Einteilung

Anhand der Tumorlokalisation unterscheidet man intrahepatische (iCCC) von
extrahepatischen Cholangiokarzinomen (eCCC).? Intrahepatische CCC entstehen im
Leberparenchym, wohingegen extrahepatische CCC das bilidare System unterhalb der
Hepatikusgabel involvieren.3

5-10% der CCC sind intrahepatisch lokalisiert. 20-30% der CCC sind distale Tumoren
und ungefahr 60-70% der CCC entstehen an der hepatischen Bifurkation bzw. perihilar
und wurden erstmals von Klatskin 1965 beschrieben und klassifiziert und werden
heutzutage allgemein nach ihm benannt.4° Bismuth et al. teilte die Klatskin-Karzinome
anhand der Beteiligung des Ductus hepaticus noch weiter ein (Bismuth 1-4).5 Die

modifizierte Bismuth-Corlette-Klassifikation ist in Abbildung 1 dargestellt.



Einleitung

Abb. 1 Bismuth-Corlette-Klassifikation fur eCCC®6:198

\ \l m\(

) | I

I: Tumor liegt knapp unter der Hepatikusgabel; Il: Tumor bezieht die Hepatikusgabel mit ein; IlIA: Tumor
infiltriert den rechten Hepatikusast, der linke ist frei; [lIB: Tumor infiltriert den linken Hepatikusast, der
rechte ist frei; IV: Der Tumor infiltriert beide Hepatikusaste.

Da der GroRteil der CCC perihilar entsteht, ist eine andere Einteilung in intrahepatisch,
perihilar (Klatskin) und extrahepatisch ebenfalls haufig in der Literatur zu finden.>”
Die Unterscheidung zwischen intra- und extrahepatischen CCC ist nicht nur
anatomisch relevant, sondern hangt auch mit epidemiologischen, klinischen und
pathologischen Unterschieden zwischen diesen beiden Unterarten zusammen.’
Mehrere Studien zeigten deutliche Unterschiede zwischen iCCC und eCCC
hinsichtlich Uberlebensraten, Resektabilitat, biologischer Charakteristika und
Risikofaktoren.>8 Im Folgenden werden wir auf diese Unterschiede eingehen.

Die Einteilung der Cholangiokarzinome ist in der Literatur als teils sehr schwierig
beschrieben, da zu den eCCC oft auch Gallenblasenkarzinome gezahlt wurden und
Klatskintumore falschlicherweise gelegentlich zu den iCCC gezahlt wurden.
Topografisch werden die Cholangiokarzinome von der International Classification of
Diseases for Oncology (ICD-O) eingeteilt. Durch Anderungen in der ICD-Klassifikation
wurden zwischen 1992 und 2000 91% aller hilaren CCC félschlicherweise
intrahepatischen CCC zugeordnet, obwohl anatomisch diese hilaren CCC den

extrahepatischen CCC zuzuordnen sind. In den Jahren 2001 und 2002 wurden noch
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54% falsch zugeordnet. Somit kam es haufig zu einer Uberbewertung der Anzahl von

intrahepatischen und einer Unterbewertung der Anzahl von extrahepatischen CCC.°

1.1.2 Epidemiologie

Weltweit macht das Cholangiokarzinom ungefahr 3% aller gastrointestinalen
Karzinome aus und ist nach dem hepatozellularen Karzinom das zweithaufigste
primare Malignom der Leber.'%'" Aufgrund der relativen Seltenheit des Tumors, der
regional stark variierenden Inzidenz und der unterschiedlichen anatomischen Lage
sind epidemiologische Aussagen sehr schwierig zu treffen.

Die Inzidenz des Cholangiokarzinoms ist je nach Land sehr unterschiedlich und
unterscheidet sich auch noch einmal, wenn man intrahepatische von extrahepatischen
Cholangiokarzinomen unterscheidet. In den westlichen Staaten und Japan ist die
Inzidenz von eCCC hdher als die von iCCC. Dahingegen lasst sich in den ostlichen
Staaten das Gegenteil beobachten.'? GemaR Shaib et al. liegt die iCCC-Inzidenz in
Nordost-Thailand bei 96/100.000 bei Mannern und 38/100.000 bei Frauen.
Dahingegen ist die iCCC-Inzidenz in Australien nur 0,2 bzw 0,1/100.000."3 Eine Studie
von Strom et al. untersuchte die Inzidenzen von eCCC in verschiedenen Datenbanken
der USA, Kanada und westeuropaischer Staaten. Die Inzidenz des eCCC variierte
zwischen 0,53/100.000 im Vereinigten Kénigreich (UK) und 1,14/100.000 in Manitoba,
Kanada.'

Dass die Inzidenzen von Cholangiokarzinomen in verschiedenen Landern so
unterschiedlich sind, liegt vermutlich zum Grof3teil an unterschiedlichen Risikofaktoren,
wie chronischen Hepatitiden oder Leberparasiten, welche in Asien deutlich haufiger
auftreten als in anderen Landern.

Verschiedene Studien berichten von einer weltweit steigenden Inzidenz von
intrahepatischen Cholangiokarzinomen und einer sinkenden oder gleichbleibenden
Inzidenz von extrahepatischen Cholangiokarzinomen.3'213.15 iCCC zeigen in den
letzten Jahrzehnten steigende Mortalitatsraten, welche mit den ansteigenden
Inzidenzraten (ibereinstimmen.®

Generell ist eine Beurteilung der Inzidenzen von iCCC und eCCC jedoch schwierig, da
bisher ein einheitliches internationales klinisches Klassifikationssystem flr
Cholangiokarzinome fehlt.”%17
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Die Uberlebensraten von Patienten mit CCC variieren deutlich zwischen resektablen
und unresektablen Tumoren. Das mediane Gesamtiberleben liegt bei CCC zwischen
20 und 36 Monaten.’® Da jedoch nur 5-35% der Patienten mit CCC in einem
resektablen Stadium diagnostiziert werden und die radikale RO-Resektion bisher die
einzige kurative Therapieoption darstellt, liegt die Prognose eines unresektablen CCC
nur bei 6-12 Monaten. 820 Seit 2010 ist die Kombination von Gemcitabin und Cisplatin
die Standardtherapie bei metastasierten CCC. Im Vergleich zu einer Monotherapie mit
Gemcitabin konnte das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben zwar
signifikant gesteigert werden, doch liegt das Gesamtuberleben von Patienten mit
unresektablen CCC immer noch deutlich unter 20 Monaten.82

Bei Patienten mit einem resektablen CCC liegt das mediane Gesamtlberleben nach
einer radikalen RO-Resektion bei bis zu 65 Monaten und eine neue Metaanalyse stellte
fur eCCC eine mediane 5-Jahreslberlebensrate von 44% nach RO-Resektion
fest.822-24 Jedoch liegt die 30-Tages-Mortalitat nach einer solchen Leberresektion,
welche in Kapitel 1.1.5 genauer erlautert wird, zwischen 2% und 25%."8.2025 Rezidive
zeigen sich nach zwei Jahren nach Resektion in 63% der Falle.822

Insgesamt ist das Gesamtiberleben von Patienten mit CCC immer noch gering. Dies
lasst sich dadurch erklaren, dass die Resektion aufgrund der ungunstigen
anatomischen Lage oft nicht mehr mdglich ist und fir irresektable CCC bisher noch
kein Therapeutikum gefunden wurde, das die Uberlebensraten stark verbessern

konnte.13.18

1.1.3 Risikofaktoren

Die grofdten Risikofaktoren fur cholangiozelluldre Karzinome sind chronische
Entzindung der Leber, genetische Pradisposition und kongenitale Abnormalitaten des
biliaren Gangsystems.'®

Daneben gibt es aber auch weitere Einflussfaktoren, welche in Tabelle 1 aufgeflhrt

sind.

Tabelle 1 Risikofaktoren flir iCCC und eCCC mit Odds Ratio fur erhohtes Risiko3

Risikofaktor iCCC (OR) eCCC (OR)
Choledochuszysten 10,7-36,9 47 1
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PSC 64,2 45,2
PBC 19,8 11,8
Choledocholithiasis 22,5-34 34
Cholezystitis 8,5 59
Clonorchis sinensis Infektion 8,6-13,6 6,5
CED 4 2
Duodenalulzera 3,4 1,9
Chronische Pankreatitis 59 9,3
Diabetes mellitus Typ Il 1,8-3,2 1,5-3,2
Thyreotoxikose 1,5 1,7
Alkoholkonsum >80g/Tag 5,9-6,6 3,6
Adipositas 1,7 -
Rauchen 1,8 -
Alkoholische Lebererkrankung 3,1 4,5
Nichtspezifische Zirrhose 10-16,5 5,4
Hamochromatose 2,6 -
Bilharziose 11 -
Nichtalkoholische Lebererkrankung 3 -
HCV Infektion 4,4-9,7 -
HCV Infektion plus Zirrhose 8,5 -
HBV Infektion 2,3-9,7 -
HBV Infektion plus Zirrhose 13-18 -

OR: Odds Ratio; PSC: Priméare sklerosierende Cholangitis; PBC: Primére bilidre Zirrhose; CED:
Chronisch entziindliche Darmerkrankung; HCV: Hepatitis C; HBV: Hepatitis B

PSC qilt als der wichtigste Risikofaktor fur die Entstehung eines Cholangiokarzinoms
in den westlichen Staaten und die Pravalenz bei Patienten mit PSC liegt zwischen 8%
und 40%."2627 Das Risiko dieser Patienten, an einem CCC zu erkranken, steigt, wenn
diese zusatzlich zur PSC noch unter einer chronisch entztindlichen Darmerkrankung
leiden. Bei zusatzlicher Colitis ulcerosa liegt das Risiko, an einem CCC zu erkranken,
bei 65%. Bei Morbus Crohn liegt es bei 25%. Diese Zahlen sind viermal hoher als bei
Patienten, die nur an PSC leiden.?®

Infektionen mit Clonorchis sinensis oder mit Opisthorchis viverrini sind unabhangige
Risikofaktoren fiir CCC.?®>3? Diese Infektionen sind vor allem in Sidostasien
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problematisch, da diese Leberegel dort in einigen Regionen endemisch vorkommen
und somit zu einer deutlich héheren Inzidenz von CCC fiihren."?

Da Cholelithiasis und Cholezystektomien vor allem das extrahepatische biliare
Gangsystem betreffen, sind diese auch hauptsachlich Risikofaktoren fur eCCC. Diese
Risikofaktoren mussen allerdings kritisch gesehen werden, da keine sicheren
Aussagen zu Ursache und Wirkung getroffen werden kénnen.33

Chronische Lebererkrankungen, die sich auf das Leberparenchym beschranken,
erwiesen sich vor allem als Risikofaktoren fur iCCC. Dazu zahlen Hdmochromatose,
Bilharziose, nicht-alkoholische Lebererkrankung, Hepatitis C-Infektion und Hepatitis B-
Infektion mit eventueller Zirrhose.34-3° Auch Adipositas und Tabakkonsum konnten
bisher nur fur iCCC als unabhéngige Risikofaktoren identifiziert werden.33:343% Eine
neuere Metaanalyse von Li et al. stellte ebenfalls dar, dass Ubergewicht und
Adipositas Risikofaktoren fur CCC seien, doch wurde dabei nicht zwischen iCCC und
eCCC differenziert.4°

1.1.4 Stadieneinteilung

Die Stadien von iCCC und eCCC werden unterschiedlich eingeteilt.

iCCC

iCCC werden als primare Lebermalignome bezeichnet und nach den Vorgaben des
neuen American Joint Committee on Cancer (AJCC) mittels der TNM-Klassifikation in
Stadien eingeteilt (Tabelle 2).47:42

Tabelle 2 TNM-Klassifikation flir iCCC#2

Stadium Tumor Lymphknoten Mestastasierung
| T1 NO MO
| T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4 NO MO
nc Jedes T N1 MO
v Jedes T Jedes N M1



Einleitung

T1: Einzelner Tumor ohne Gefalinfiltration; T2: Einzelner Tumor mit GefaRinfiltration oder multiple
Tumoren <5cm; T3: Multiple Tumoren >5cm oder Tumor, der den Hauptast der Vena porta oder die
Vena hepatica infiltriert; T4: Tumor(en) mit direkter Infiltration anliegender Organe (aul’er der
Gallenblase) oder mit Perforation des viszeralen Peritoneums; NO: keine regionalen
Lymphknotenmetastasen; N1: Regionale Lymphknotenmetastasen; M0: Keine Fernmetastasen; M1:
Fernmetastasen

eCCC

Fur eCCC gibt es verschiedene Systeme zur Stadieneinteilung.

Das alteste und weltweit vermutlich am haufigsten verwendete System ist die Bismuth-
Corlette Klassifikation (Abb.1).543 Diese Einteilung ist sinnvoll, um die
Tumorlokalisation und seine Ausbreitung im bilidren Gangsystem zu beschreiben,
doch ist sie nicht pradiktiv fir die Resektabilitat oder das Gesamtiiberleben.?°

Wie die intrahepatischen CCC werden auch die Stadien des extrahepatischen CCC
nach Kriterien der AJCC aufgrund von pathologischen Daten eingeteilt (Tabelle 3).442
FUr das hilare Cholangiokarzinom gibt es noch ein anderes System zur
Stadieneinteilung, das des Memorial Sloan-Kettering Cancer Centers (MSKCC),
welches im Gegensatz zu dem System des AJCC mit dem Gesamtlberleben korreliert.
Diese sogenannten T-Stage Kriterien orientieren sich an der Resektabilitat des Tumors
(Tabelle 4).44

Tabelle 3 AJCC-Stadien Einteilung fir eCCC*?

Stadium Tumor Lymphknoten Metastasierung
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB T2 NO MO
A T3 NO MO
IIB T1-T3 N1 MO
] T4 Jedes N MO
v Jedes T Jedes N M1

Tis: Carcinoma in situ; T1: Histologisch dem Gallengang zuzuordnender Tumor; T2: Tumor Ubertritt die
Wand des Gallengangs; T3: Tumor infiltriert die Leber, die Gallenblase, das Pankreas und/oder die
rechte oder die linke Vena porta oder die rechte oder die linke Arteria hepatica; T4: Tumor infiltriert eine
der folgenden Strukturen: Hauptast der Vena porta oder ihre Aste beidseits, Arteria hepatica communis,
Kolon, Magen, Duodenum oder die Abdominalwand; NO: Keine regionalen Lymphknotenmetastasen;
N1: Regionale Lymphknotenmetastasen; MO: Keine Fernmetastasen; M1: Fernmetastasen
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Tabelle 4 MSKCC-Kriterien fir hilare Cholangiokarzinome*4

Stadium Kriterien

T Tumor involviert die biliare Konfluenz mit oder ohne unilaterale
Ausbreitung in biliare Wurzeln zweiter Ordnung

T2 Tumor involviert die biliare Konfluenz mit oder ohne unilaterale
Ausbreitung in biliare Wurzeln zweiter Ordnung und ipsilaterale
Portalveneninfiltration mit oder ohne ipsilaterale Atrophie eines
Leberlappens

T3 Tumor involviert die biliare Konfluenz mit bilateraler Ausbreitung in biliare
Wurzeln zweiter Ordnung; oder mit unilateraler Ausbreitung in biliare
Wurzeln zweiter Ordnung mit kontralateraler Portalveneninfiltration; oder
mit unilateraler Ausbreitung in biliare Wurzeln zweiter Ordnung mit
kontralateraler Atrophie eines Leberlappens; oder Infiltration des

Hauptastes oder beider Portalvenen.

1.1.5 Therapie

1.1.5.1 Chirurgische Therapie

Die bisher einzige potentiell kurative Therapie ist die chirurgische RO-Resektion des
Tumors, also die komplette Exzision des Tumors mit histologisch negativen
Absetzungsrandern. Die hauptsachlichen Determinanten fir Resektabilitat sind die
Ausbreitung des Tumors im biliaren Gangsystem, das Ausmal} der Infiltration des
Leberparenchyms, die vaskulare Infiltration, die Atrophie der Leberlappen und
Metastasen.'®

Nakeeb et al. fuhrten eine retrospektive Studie mit 294 Patienten durch, welche
Unterschiede in Resektabilitat, 5-Jahres-Uberlebensrate und medianem Uberleben
zwischen intrahepatischen, Klatskin- und distalen CCC herausstellte. Das iCCC zeigte
in dieser Studie die niedrigste Resektabilitatsrate, jedoch wenn eine Resektion moglich
war, hatten die Patienten dieser Kohorte die héchste 5-Jahres-Uberlebensrate (44%)
und das langste mediane Uberleben (26 Monate). Klatskin-Karzinome, mit 67% das
haufigste Gallengangskarzinom, zeigte im Vergleich zu iCCC und distalen eCCC die

geringste 5-Jahres-Uberlebensrate (11%) und das geringste mediane Uberleben (19

10
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Monate). Das distale CCC war am haufigsten resektabel. Jedoch waren die 5-Jahres-
Uberlebensrate und das mediane Uberleben geringer als bei iCCC (28% und 22
Monate).

Die chirurgische Therapie der iCCC erfolgt ahnlich wie die der hepatozellularen
Karzinome oder sekundarer Lebertumoren. Dabei werden die Tumoren abhangig von
Lokalisation und GroRe reseziert. Die AusmalRe der Operation reichen dabei von
atypischen Leberresektionen bis hin zu erweiterten Hemihepatektomien.
Lymphknotendissektion wird nicht empfohlen, da diese nicht das Uberleben der
Patienten verbessert.*

Die chirurgische Therapie des distalen eCCC erfordert eine
Pankreatikoduodenektomie, jedoch ebenfalls keine Lymphadenektomie.*647

Das Klatskin-Karzinom stellt eine besondere Herausforderung dar, da bei diesem
grolRere Leberresektionen mit schwierigen GefalRrekonstruktionen notwendig werden
konnen. Das Ausmal richtet sich dabei nach der Lokalisation des Klatskin-Tumors.*®
Auch wenn in den letzten Jahrzehnten Fortschritte in den chirurgischen Techniken
gemacht wurden, sind aufgrund der Nahe wichtiger anatomischer Leitstrukturen viele
CCC nicht mehr resektabel. Das Gleiche gilt auch fur Patienten mit Metastasen,
welche oft schon frih auftreten.

Fur Patienten ohne Lymphknotenbefall und Fernmetastasen ist die
Lebertransplantation eine Alternative, die immer mehr diskutiert wird. Eine Studie aus
den USA konnte nach sorgfaltiger Selektion der Patienten und neoadjuvanter Therapie
eine 5-Jahres-Uberlebensrate von >50% nach Lebertransplantation aufweisen.*®
Auch andere Studien beobachteten 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen 30 und 80%
nach Transplantation, besonders gute Ergebnisse gab es mit zusatzlicher
neoadjuvanter Therapie.'® Zurzeit wird diese Indikation zur Transplantation in der
Eurotransplant-Region anhand einer Multicenter-Studie untersucht.5° Derzeit ist eine

Lebertransplantation jedoch keine gangige Praxis.

1.1.5.2 Neodadjuvante und adjuvante Therapie

Da es bei bis zu 85% der CCC-Patienten nach Resektion innerhalb von drei Jahren zu
einem Rezidiv kommt®!, werden neodadjuvante und adjuvante Therapien viel
diskutiert. Problematisch ist jedoch auch hier die niedrige Inzidenz des Tumors, welche

prospektive Studien schwierig macht.

11
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Bisher konnte noch keine signifikante Verbesserung der Uberlebensraten durch
adjuvante Chemotherapie beobachtet werden.?®® Eine Studie aus dem Jahre 2002
evaluierte den Effekt von postoperativer Gabe von Mitomycin C und 5-Fluoruracil im
Gegensatz zu alleiniger chirurgischer Therapie. Nach einer RO-Resektion war kein
Uberlebensvorteil durch die postoperative Chemotherapie zu erkennen.?2

Die Effektivitat einer postoperativen Radiotherapie ist ebenfalls noch nicht geklart.
Bisher konnte keine Studie einen signifikanten Uberlebensvorteil durch adjuvante
Radiotherapie bei RO-resezierten CCC-Patienten nachweisen.50:53.54

Jedoch konnten einige Studien bei Patienten mit R1-Resektion signifikant bessere
Uberlebensraten nach Resektion mit anschlieRender Radiotherapie beobachten als
ohne Radiotherapie.®®%6 Fiir solche Patienten kénnte eine adjuvante Radiotherapie
sinnvoll sein.

Auch die Rolle einer adjuvanten Radiochemotherapie ist noch nicht geklart. Zwar gibt
es Studien, die signifikante Verbesserungen der Uberlebensraten bei Patienten mit
distalen eCCC durch adjuvante Radiochemotherapie beobachten konnten%’-5°, doch
gibt es in der Literatur widerspruchliche Ergebnisse zu der Wirksamkeit einer
Radiochemotherapie, insbesondere bei iCCC und perihilaren CCC."

Die Effektivitdt von neoadjuvanter Therapie wurde bisher nur in kleinen Fallserien
beschrieben, und nur bei Lebertransplantationen konnten signifikant bessere

Uberlebensraten beobachtet werden.4®

Tabelle 5 Adjuvante Therapien und verbesserte Uberlebensraten

Studie Autor Patientenzahl Verwendete Uberleben

(Jahr) Therapie

2000 Todoroki et al.%® 47 Nach R1- 5-JUR 33,9 vs 13,5%
Resektion;
IORT/PORT

2001 Serafini et al.%’ 77 FU, EBRT 5-JUR 35 vs 25%

2002 Takada et al.%? 508 (insg.); 118 MMC, FU 5-JUR 26,7 vs 24,1%

(CCC)

2007  Hughes et al.%® 34 FU, EBRT 5-JUR 35%

2008 Morak et al.®° 58 FU, MTX, MU 19 vs 18 Mo.
Cisplatin, EBRT

2009 Murakami et al.8’ 103 Gemcitabine + 5-JUR 57 vs 24%
S-1
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2011 Vern-Gross et al.®® 1491 (eCCC) RT MU 28 vs 36 Mo.
(lokalisiert); 18 vs 18
Mo. (regional)
IORT: Intraoperative =~ Radiotherapie; PORT: Postoperative Radiotherapie; 5-JUR: 5-
Jahresuberlebensrate; MU: Medianes Uberleben; Mo.: Monate; FU: 5-Fluoruracil; EBRT: External beam
radiation therapy; MMC: Mitomycin C; MTX: Mitoxantrone; RT: Radiotherapie

1.1.5.3 Palliative Therapie

Biliare Drainage

Die biliare Obstruktion ist der Hauptgrund fir Morbiditat und Mortalitat bei Patienten
mit CCC. Die Ziele der Dekompression sind den lkterus zu beheben, Schmerz- und
Pruritusreduktion und das Verhindern von Cholangitis und cholestatischem
Leberversagen.'®

Die Gallengangsdrainage mittels endoskopischer retrograder Cholangiographie (ERC)
und Stenteinlage oder mittels perkutaner transhepatischer Cholangiographie (PTC)
werden heutzutage am haufigsten durchgefuhrt, da diese Methoden zu vergleichbaren
Ergebnissen wie biliodigestive Anastomosen fuhren und mit weniger Komplikationen
und kilirzeren Krankenhausaufenthalten assoziiert ist.62.63

Bei der perkutanen Methode kann die Galle entweder Uber eine externe Drainage in
einen Beutel (perkutane transhepatische Cholangiodrainage; PTCD) oder uber einen
Stent in den Darm abgeleitet werden (perkutaner transhepatischer biliarer Stent;
PTBC). Mit beiden Methoden konnte eine Verbesserung der Leberfunktion festgestellt
werden.%* Die perkutane Anlage eines Gallengangstents konnte zwar in einer
retrospektiven Studie eine langer Uberlebenszeit als die PTCD zeigen, doch treten bei
internen Systemen mittels Stent oft fruh Komplikationen auf und diese kdnnen nicht so
schnell erkannt und behandelt werden kdnnen wie bei einer externen Drainage mittels
PTCD. Insgesamt zeigen sich jedoch auch bei PTCD haufig Komplikationen. Daher ist
die am haufigsten verwendete Art der biliaren Drainage bei biliaren Tumoren die
Einlage von Stents, die eine Drainage der Galle in den Darm ermdglichen.%4-56
Selbstexpandierende Metallstents erwiesen sich in verschiedenen Studien in einer
palliativen Situation als langlebiger und kosteneffizienter gegeniiber Plastikstents.57-68

Palliative Radiotherapie
Von einer palliativen Radiotherapie kdénnen Patienten mit lokal fortgeschrittenen

Tumoren und ohne Fernmetastasen profitieren. Die Radiotherapie hat positive Effekte
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auf Schmerzreduktion, bilidare Drainage und Gesamtuberleben der Patienten. Im
Vergleich zur externen Radiotherapie hat sich die Brachytherapie bisher vor allem
beim iCCC als erfolgreicher erwiesen und wird daher in einigen Zentren schon als

fihrende Modalitat der Palliation verwendet.89.70

Palliative Chemotherapie

Die Monotherapie mit Gemcitabin war lange Zeit die Standardpalliation flr
fortgeschrittene CCC, auch wenn randomisierte Phase IlI-Studien dazu fehlten.%
Valle et al. zeigten, dass die Kombination von Gemcitabin mit Cisplatin zu einem
signifikant hdheren Uberleben fiihrte, als Gemcitabin allein.”!:72

Somit ist seit 2010 die Kombination von Gemcitabin und Cisplatin die Therapie der
Wahl fir fortgeschrittene, nicht resektable CCC bei Patienten mit einem guten
Allgemeinzustand. Bei einer renalen Insuffizienz ist diese Standardtherapie jedoch
kontraindiziert und Cisplatin kann gegen Oxaliplatin ausgetauscht werden.”?
Oxaliplatin ist ein Platinderivat, dessen genauer Wirkmechanismus noch nicht geklart
ist, doch scheint das aktivierte Oxaliplatin Platin-DNA-Addukte zu erzeugen, die die
Replikation der DNA unterbrechen.”7°

Da derzeit die mittlere Uberlebenszeit unter Chemotherapie bei CCC lediglich 14
Monate betragt, werden stets Alternativen untersucht. Somit wurden viele Studien zu
Chemotherapien mit anderen Chemotherapeutika wie 5-Fluorurcail (5-FU) und
Irinotecan durchgefihrt. 5-FU zeigte vor allem in Kombination mit Platinderivaten und
Epirubicin gute Ergebnisse bei biliaren Tumoren, doch konnte bisher kein Vorteil
gegenliber der Standardtherapie mit Gemcitabin und Cisplatin festgestellt werden.”®
Irinotecan, ein DNA-Topoisomerase-1-Inhibitor, zeigte gute Effekte bei
Kolonkarzinomen und konnte in Kombination mit anderen Chemotherapeutika, wie
Gemcitabin, Capecitabin, Oxliplatin und 5-FU, auch bei Pankreas- und biliaren
Karzinomen ein gutes Ansprechen erzielen. Jedoch konnten mit dieser Therapie bei
CCC bisher keine Uberlebensvorteile gegeniiber der Standardtherapie festgestellt
werden.””’® |In Kombination mit Gemcitabin und einem EGFR-Inhibitor wurden
vielversprechende Ergebnisse erzielt.”? Daher ist auch Irinotecan immer noch
Gegenstand aktueller Studien und wird vor allem als Zweitlinientherapeutikum bei

Versagen der Standardchemotherapie diskutiert.8%-81
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Photodynamische Therapie

Photodynamische Therapie (PDT) kann verwendet werden, um die biliare Drainage zu
verbessern. Dabei wird dem Patienten ein Photosensitizer injiziert und danach mittels
endoskopisch retrograder Cholangiographie der Tumor mit einem Laser gezielt
bestrahlt.>° Eine deutsche Metaanalyse belegte den Vorteil der photodynamischen
Therapie plus Stenteinlage gegenulber einer alleinigen Stenteinlage. Es ergaben sich
bessere Ergebnisse in Hinsicht auf den bilidaren Abfluss, die Lebensqualitat und die
Lebenserwartung.?? Eine asiatische Studie beobachtete ein signifikant langeres
Uberleben der Patienten, wenn die PDT zusammen mit einer Chemotherapie
angewendet wurde, als wenn man nur die PDT verwendete (17 Monate vs. 8

Monate).83

1.1.5.4 Neue zielgerichtete Therapiestrategien

Anhand von molekularen Veranderungen in Tumoren sind in den letzten Jahren immer
mehr gezielte Therapieansatze entwickelt worden, welche sich teilweise schon in der
klinischen Testung befinden.

Cytokine spielen in der Karzinogenese des CCC eine wichtige Rolle. Der
inflammatorische Botenstoff IL-6 wird von Cholangiozyten in inflammatorischen
Situationen und auch von CCC-Zellen sekretiert.®* IL-6 vermittelt Gber den AKT- oder
den STAT-Signalweg in Tumoren einen Wachstumsstimulus und Uuber das
antiapoptotische Protein Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequence 1) eine
Apoptoseresistenz.8® Durch IL-6-Inhibitoren konnte in experimentellen Studien die
Apoptosesensibilitat in CCC-Zellen erhdht und das Tumorwachstum gesenkt
werden.8+86 Antikorper gegen IL-6 befinden sich derzeit in klinischer Testung. In der
Therapie der rheumatoiden Arthritis konnten in einer Phase-lIb-Studie schon
vielversprechende Ergebnisse mit IL-6-Inhibitoren beobachtet werden.84.87.88

Der Notch-Signalweg spielt ebenfalls in der Karzinogenese eine wichtige Rolle und
eine Hochregulation von Notch-1 wurde bei PSC und im Cholangiokarzinom
beobachtet.8? Somit sind viele Notch-Inhibitoren derzeit in Testung.
Rezeptortyrosinkinasen wie ERBB2, EGFR, HER-2, MET oder FGFR sind ebenfalls
Ansatzpunkte fur gezielte Therapien. Diese Tyrosinkinasen kodnnen durch
verschiedene Mechanismen in Tumoren und auch in CCC zu Tumorwachstum,
Zellproliferation, Tumorinvasion und Angiogenese flhren. Da die Wirkungswege
dieser Molekule stark miteinander vernetzt sind, konnte die Inhibition einer der
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Tyrosinkinasen zu einer Hemmung der anderen fuhren und bei Patienten mit
enstprechenden Mutationen zu einem langsameren Tumorwachstum fihren. Die
Rezeptortyrosinkinasen koénnen beispielsweise den PI3K-Signalweg aktivieren. Die
Phosphoinositid-3-Kinase aktiviert AKT und dieses wiederum den mTOR-Signalweg.
Wenn diese Signalwege durch PIK3CA-Mutationen dereguliert sind, fuhrt dies zu der
obengenannten vermehrten Tumorproliferation und somit zu einer aggressiveren
Tumorbiologie. PIK3CA-Mutationen wurden in mehreren Studien bei Patienten mit
CCC nachgewiesen.®®®! Daher sind derzeit viele PI3K-Signalweg-Inhibitoren in der
Testung und einige, wie zum Beispiel Everolimus, befinden sich schon in klinischen
Phase-|-Studien.84.92.93

KRAS-Mutationen wurden bei vielen Tumorentitaten und auch bei CCC haufig
nachgewiesen. Therapeutisch wird an den durch KRAS ausgeldsten Signalwegen, wie
Raf/MEK/ERK und PI3K/AKT, angesetzt.

Weiterhin scheint das Tumormikroenvironment eine wichtige Rolle im Tumorwachstum
zu spielen. Das durch tumor-assoziierte Fibroblasten (CAF = cancer-associated
fibroblasts) charakterisierte Tumorstroma scheint eine Grundvoraussetzung fur
Migration und Invasion der epithelialen Tumorzellen zu sein, da in seinem
hypovaskularen, desmoplastischen Milieu fir den Tumor wichtige Faktoren produziert

werden. Deswegen konnten CAF ein wichtiges Ziel fiir neue Therapieansatze sein .8

1.2 CCC-Zelllinien

Um weitere biologische Eigenschaften und diagnostische sowie therapeutische
Ansatze flir Patienten mit CCC zu erforschen, ist Grundlagenforschung essentiell.
Ohne das Verstandnis von Signalwegen, Wirkungen verschiedener Proteine,
Tumorsuppressoren und Onkogenen kdonnen keine neuen Ansatze fur Therapeutika
gefunden werden. Es ist wichtig, genau zu verstehen, inwiefern sich iCCC von eCCC
unterscheiden und welche Unterschiede es zu anderen Tumorentitaten gibt, wie sie
Apoptose- und Medikamentenresistenzen entwickeln und welche Mutationen ihnen
dabei helfen.

Fur die Grundlagenforschung ist eine Vielzahl von Zelllinien notwendig, um die
Heterogenitat der einzelnen Tumoren so gut wie moglich in der in-vitro-Forschung zu
reprasentieren. Jeder Tumor ist in seiner Biologie einzigartig und auch die Tumoren

einer Entitat unterscheiden sich voneinander. Versuche, die nur an einer oder wenigen
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Zelllinien durchgefuhrt werden, lassen somit nicht immer generelle Rickschlusse auf
die gesamte Tumorentitat zu. Daher ist es wichtig, stets neue Zelllinien zu etablieren,
um einen groRtmoglichen Uberblick iber die Tumorbiologie einer Entitat zu gewinnen.
Tumorzelllinien sind einerseits eine wichtige Quelle fur Proteine, DNA und RNA.
Andererseits kdnnen Zelllinien als in-vitro-Modelle funktionelle Studien ermoglichen,
die unser Verstandnis der Tumorbiologie verbessern.

Zwar kdénnen auch frische Tumorpraparate und Patientenblut zu Forschungszwecken
genutzt werden, doch kénnen diese Materialien nicht dauerhaft gelagert werden und
sie sind oft nicht in ausreichender Menge flr wiederholte Versuche vorhanden.
Zelllinien dahingegen kénnen immer wieder aufgetaut, kultiviert und vermehrt werden.
Ein weiteres Problem ist, dass es bei Zelllinien in Langzeitkulturen zu
Kreuzkontamination kommen kann. Wenn eine Zelllinie fur sehr viele Versuche
verwendet wird, kann es schnell zu einer Kontamination durch stabilere und agressiver
wachsende Zelllinien kommen, welche dann veranderte Ergebnisse bewirkt.®>-%7 Aus
Angst vor solchen Kreuzkontaminationen und somit verfalschten Ergebnissen sind
viele Forschungsgruppen dazu Ubergegangen, ihre eigenen Zelllinien zu etablieren
und nur an diesen ihre Versuche durchzufuhren. Doch wenn Zelllinien nicht
kommerziell verfligbar sind und nur fir die eigenen Versuche verwendet werden, stellt
sich wieder das Problem der Heterogenitat der Tumore und somit der Aussagekraft
dieser Versuche. Vor allem von seltenen Tumorentitaten, wie dem CCC, von dem es
ohnehin schon wenig Zelllinien gibt, sollten stets neue Zelllinien etabliert werden und
auch kommerziell verfugbar sein, damit Versuche an mdglichst grol3en Mengen von
Zelllinien durchgefihrt werden kénnen.

Wenn Zelllinien sehr lange in Kultur sind und immer weiter passagiert werden, kann
es auch zu einem Gendrift kommen. Diese Entstehung neuer Mutationen durch
vielfaches Passagieren und lange Lagerung flhrt dazu, dass friher gemachte
Aussagen zu einer Zelllinie heute eventuell nicht mehr gultig sind. Primare Zelllinien
mit einer geringen Anzahl an Passagen sind somit weniger anfallig fur diese
genetischen Veranderungen und so besser zur Abbildung der Tumorbiologie geeignet
als schon lange etablierte Zelllinien.%8

Aus den oben genannten Griinden ist es besonders bei seltenen Tumorentitaten

wichtig, neue Zelllinien zu etablieren.’®
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1.2.1 Vorhandene CCC-Zelllinien

Die erste CCC-Zelllinie wurde 1984 von Yamaguchi aus einem intrahepatischen CCC

nach Autopsie etabliert. Das Tumorgewebe wurde in ungefahr 1Tmm grof3e Stlcke

zerschnitten und daraus durch mechanische Zerkleinerung eine grobe Zellsuspension

hergestellt. Die Zelllinie wurde HChol-Y1 genannt.®® Die bisher in der Literatur am

haufigsten beschriebenen und in Versuchen am meisten verwendeten Zelllinien EGI-
1 und TFK-1 wurden 1987 von Scherdin et al. und 1995 von Saijyo et al. etabliert.'00.101

Die bisher in der Literatur beschriebenen CCC-Zelllinien sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 6 Bisher in der Literatur erschienene CCC-Zelllinien'®

Jahr
1985

1985

1987

1987

1987

1988

1988
1989

1990

1990

1991

Autor

Yamaguchi®

Knuth102

Murakami03

Scherdin100

Homma1%4

Kusaka'%®

Katoh106

Miyagiwa %7

Storto108

Yoshida'%®

Sirisinha®10

Zelllinie

Hchol-Y1

Mz-ChA-1

KMCH-1

EGI-1

Oz

HuH-28

CHGS
HuCC-T1

PCI:SG231

MEC

HuCCA-1

Methode, Herkunft
Explant, iCCC

Explant, Abdominal-

wandmetastasen

Explant, CCC/HCC

Explant, eCCC

Aszites, ICC-Metastase

Explant, iCCC

CCC
Aszites, iCCC-Metastase

Explant, iCCC

Pleuraerguss, eCCC-

Metastase
Explant, iCCC

Medium
Ham's F12 +
0,1% FBS
CMRL + 15%
FBS + AA
DMEM + 20%
FBS + AA
DMEM + 10%
FBS

W/E + 10%
FBS + AA
RPMI 1640 +
20% FBS

RPMI 1640 +
10% FBS + AA
a-MEM + 15%
FBS + AA

Ham's F12 +
10% FBS + AA
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1992

1992

1992

1993

1995

1995

1996

1997

1997

1998

2000

2000

2001

lemura'

Shimizu''2

Yano''3

Purdum4

Saijyo'01

Yamada'1®

Yano'16

Enjoji117,118

Wang119

Takiyama'20

Watanabe'?!

Jiao'22

Kim123

KMC-1

CC-SW-1

CC-LP-1

KMBC

BDC

TFK-1

OCUCh-

LM1

KMCH-2

ETK-1

RBA

SSP-25

QBC939

ICBD-1

TK

HBDC

SCK

JCK

Xenograft, iCCC

Explant, iCCC

Explant, iCCC

Explant, eCCC

Explant, Gallenblasen-CA

Explant, eCCC

Explant, eCCC-

Lebermetastase

Explant, HCC/CCC

Aszites, iCCC-Metastase

Explant, iCCC

Explant, iCCC

eCCC

Explant, eCCC

Aszites, eCCC-Metastase

Aszites, Klatskin-

Metastase

Explant, eCCC

Explant, eCCC

DMEM + 20%
FBS

DMEM + 15%
FBS + AA
DMEM + 15%
FBS + AA
RPMI 1640 +
5% FBS + AA
DMEM + 10%
FBS + AA
RPMI 1640 +
10% FBS + AA
DMEM + 10%
FBS + AA
DMEM + 20%
FBS + AA
RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
DMEM + 10%
FBS + AA
DMEM + 10%
FBS

RPMI 1640 +
15% FBS
WI/E + 10%
FBS

DMEM + 10%
FBS + AA
DMEM + 10%
FBS + AA
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2001

2002

2003

2005

2005

2006

2007

Steffen'24
(von Kalthoff
et al. etabliert
— Jahr
unbekannt)

Emura125,126

Ghosh'%6

Sripa'?’

Rattana-

singanchan’?
8

Ma129

Cho-CK

Choi-CK

RPMI 7451

SNU-245

SNU-308

SNU-478

SNU-869

SNU-1079

SNU-1196

TGBC-47

TGBC-51

TBCNG6

KKU-100

RMCCA-1

HKGZ-CC

Explant, eCCC

Explant, eCCC

Explant, -

Explant, eCCC

Explant, Gallenblasen-CA
Explant, Ampulla Vateri-
CA

Explant, Ampulla Vateri-
CA

Explant, iCCC

Explant, Klatskin

Explant, eCCC

Aszites, Ampulla Vateri-CA
Explant, eCCC,
Lebermetastase

Explant, Klatskin

Explant, eCCC

Explant, iCCC

DMEM + 10%
FBS + AA
DMEM + 10%
FBS + AA
DMEM + 8%
FBS + AA

RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
RPMI 1640 +
10% FBS
DMEM + 10%
FBS

DMEM + 10%
FBS

DMEM + 10%
FBS

Ham's F12 +
20% FBS + AA
Ham's F12 +
20% FBS + AA

DMEM + 10%
FBS + AA
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2010 Qjima'™0 NCC-BD1 Xenograft/Explant, eCCC  RPMI 1640 +
10% FBS + AA
NCC-BD2 Xenograft/Explant, eCCC RPMI 1640 +
10% FBS + AA
NCC-CC1 Xenograft/Explant, iCCC RPMI 1640 +
10% FBS + AA
NCC-CC3-1 Xenograft/Explant, iCCC RPMI 1640 +
10% FBS + AA
NCC-CC3-2 Xenograft/Explant, iCCC RPMI 1640 +
10% FBS + AA
NCC-CC4-1 Xenograft/Explant, iCCC RPMI 1640 +
10% FBS + AA
2013 Liu™ HCCC-9810 Explant, iCCC DMEM + 10%
FBS
iCCC: intrahepatisches Cholangiokarzinom; eCCC: extrahepatisches Cholangiokarzinom; HCC/CCC:

gemischt hepatozellulares/cholangiozelluldres Karzinom; FBS: fetales Kéalberserum; AA: Antibiotika;
Ham’s F12: Ham’s F12 — Medium; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium; RPMI 1640: Rosewell
Park Memorial Institute — Medium; W/E: William’s Medium E; CMRL: Connaught Medical Research
Laboratories — Medium; a-MEM: Alpha — Minimal Essential Medium

Ein grolRes Problem des CCC stellen die schon im Kapitel 1.1 beschriebenen
Klassifikationsunterschiede in verschiedenen Studien dar. Diese haben dazu geflhrt,
dass sich in der Literatur immer wieder CCC-Zelllinien finden, welche bei genauerem
Hinschauen eigentlich keine Zelllinien von Cholangiokarzinomen sind, sondern
Gallenblasenkarzinome®192 Karzinome der Ampulla Vateri®4'26 oder gemischte
Karzinome aus HCC und CCC"%3,

Diese falschen Zuordnungen der Tumorentitaten trugen dazu bei, dass es derzeit nur
ungefahr 40 Zelllinien gibt, die sicher aus einem CCC etabliert wurden.

An den drei am haufigsten verwendeten CCC-Zelllinien TFK-1, EGI-1 und HuH-28
wurden bisher schon viele Studien durchgeflihrt.124132-137 Vjegle der in Tabelle 5
aufgefiihrten CCC-Zelllinien wurden jedoch nach Veroéffentlichung nicht weiter fur
publizierte Studien genutzt. Somit beruht ein Grol3teil des in der wissenschaftlichen
Forschung erlangten Wissens zur Biologie und Morphologie von Cholangiokarzinomen
auf Untersuchungen an weniger als funf Zelllinien.

Aufgrund all der obengenannten Tatsachen ist die Etablierung neuer Zelllinien sinnvoll
und notwendig, um valide Aussagen Uber die Beschaffenheit von

Cholangiokarzinomen machen zu konnen.
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1.2.2 Ubliche Verfahren zur Charakterisierung von Zelllinien

Um Zelllinien adaquat zu charakterisieren, werden in der Literatur verschiedene
Methoden angeflhrt.

Zuerst wird meist die Morphologie und das Wachstumsverhalten der Zelllinie
betrachtet. Hierzu werden die Zelllinien zuerst ungefarbt und dann gefarbt mit dem
Phasenkontrastmikroskop untersucht. Die gangigsten Farbungen sind hierbei die
Hamatoxylin/Eosin-(HE)-Farbung, mit welcher saure bzw. basophile Strukturen, wie
z.B. DNA, Zellkerne, Ribosomen und rER, von basischen bzw. acidophilen Strukturen,
wie z.B. Proteine des Zytoplasmas, Mitochondrien, das sER und Kollagen,
unterschieden werden koénnen. Bei der May-Grunwald-Giemsa-Farbung werden
Granula angefarbt und es kann das Verhaltnis von Zytoplasma und Zellkernen
betrachtet werden, was Hinweise zu Malignitat beziehungsweise Benignitat geben
kann. Bei bilidaren Tumorzellen ist auch interessant zu wissen, ob die Zellen Mucus
produzieren. Dazu kann die sogenannte PAS-Reaktion verwendet werden, die
Mucopolysaccharide anfarbt. Durch einen Nachweis von Mucusproduktion kénnen
beispielsweise CCC-Zellen von HCC-Zellen unterschieden werden. Diese
morphologischen Beobachtungen lassen schon viele Schlisse Uber die Zellen und
ihren zugehorigen Primarius zu.

Um genau zu wissen, ob die Zelllinie tatsachlich dem vermuteten Primarius entstammt,
konnen mittels Immunhistochemie verschiedene tumorentitatspezifische Proteine
untersucht werden. Hierzu werden meist Antikdrper gegen Zytokeratine oder andere
Intermediarfilamente verwendet, die flr die entsprechende Tumorentitat spezifisch
sind. Die immunhistochemische Untersuchung der exprimierten Proteine kann auch
noch beispielsweise durch einen Western Blot unterstitzt werden, bei dem die
Proteinexpression noch besser quantifiziert werden kann als bei der rein optischen
Kontrolle mittels Immunhistochemie.38

Um Mutationen in den Zellen der Zelllinie nachzuweisen, kann eine
Chromosomenanalyse durchgefuhrt werden, welche jedoch eine etwas altere Methode
darstellt. Heutzutage wird haufiger eine Mutationsanalyse der am haufigsten

vorkommenden Mutationen der entsprechenden Tumorentitat durchgefiihrt. 19138
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1.3 Zielsetzung

Aufgrund der Seltenheit des Cholangiokarzinoms, seiner schlechten Prognose und
aufgrund weniger verfugbarer Zelllinien erachteten wir es als wichtig, mehr
cholangiozellulare Primarzelllinien zur weiteren Erforschung der biologischen
Diversitat dieser Tumorentitat zur Verfiugung zu haben. Das Ziel unserer Studie war
es, eine neue cholangiozellulare Zelllinie zu etablieren, diese zu charakterisieren und
mit schon vorhandenen Zelllinien zu vergleichen. Somit wollten wir zum weiteren
Verstandnis der Tumorbiologie des Cholangiokarzinoms beitragen und anderen
Forschungsgruppen die Mdglichkeit geben, an einer weiteren CCC-Zelllinie Studien

durchzufuhren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultadt Mannheim der
Universitat Heidelberg genehmigt (Aktenzeichen 2012-293N-MA). Nach
Unterzeichnung einer Einverstandniserklarung durch die Patienten zur Verwertung des
Tumormaterials zu Forschungszwecken wurden folgende Patientengruppen flur die
Etablierung von CCC-Zelllinien eingeschlossen:

Patienten, die an einem CCC leiden, Patienten, die Metastasen eines CCC aufweisen,
und Patienten, die aufgrund eines CCC malignen Aszites oder malignen Pleuraerguss
aufweisen. Die Indikation zur Operation bzw. zur Punktion wurde stets auf klinischer
Grundlage und durch einen Arzt gestellt. Die klinische Diagnose wurde anschlie3end
durch das pathologische Institut der Universitatsmedizin Mannheim bestatigt. Falls es

sich doch nicht um ein CCC handelte, wurde die Zellkultur verworfen.

2.2 Isolationsmethode

Die Primarkulturen wurden entweder aus operativ gewonnenem Tumormaterial
hergestellt oder aus malignen Korperflissigkeiten.

Die Gewebeentnahme aus dem Operationspraparat wurde von einer speziell
geschulten medizinisch-technischen Assistentin oder von einem Chirurgen
vorgenommen. Das Praparat wurde unter flieRendem Wasser von groben
Verunreinigungen befreit. AnschlieRend wurde das Praparat innerhalb von 45 min in
einem sterilen konischen 15ml-Réhrchen (BD Falcon, Franklin Lake, New Jersey,
USA) mit 5 ml CP—Medium, welches sich aus 500ml Dulbecco‘s Modified Eagle‘s
Medium (DMEM, Lonza, Basel, Schweiz), 100ml Fetal Bovine Serum (FBS, PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich) und 5ml Antibiotischer Lésung (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) zusammensetzt, ins Labor gebracht.®® Hier
wurde das Praparat aufgearbeitet, indem es in einer Sicherheitswerkbank (Hera Safe
HS 12, Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold, Deutschland) mit einem
sterilen Einwegskalpell (Feather®,pfm medical, Kéln, Deutschland) in 1-2mm? grofRe
Stlcke zerkleinert wurde. Je nach GroRe des Praparates konnten in ein bis zwei 6
Well-Zellkulturplatten ~ (Cellstar®,Greiner  Bio-One  GmbH,  Frickenhausen,

24



Material und Methoden

Deutschland) je drei bis sechs Gewebestucke pro Well verbracht werden. Zur
besseren Haftung der Gewebestlicke trockneten diese etwas an. Als Indikator fur die
Trockenheit diente der Flussigkeitssaum rund um das Gewebestlck. Wenn dieser
nicht mehr das Licht der Sicherheitswerkbank reflektierte, war das Gewebestlck
genugend an der 6-Well-Zellkulturplatte fixiert. Anschlie3end wurden mit einer 1000 pl
Pipettenspitze (Eppendorf Research® Plus, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
2ml CP-Medium und 1ml Keratinozyten-freies Medium (KSFM, Gibco® Life
Technologies GmbH, Carlsbad, Kalifornien, USA) tropfchenweise hinzugegeben.
Diese Mischung aus CP-Medium und KSFM im Verhaltnis 2:1 nennt sich ,Dresden
Medium“.%¢ Um ein Abschwemmen der leicht angetrockneten Gewebestlickchen zu
vermeiden, geschah das Substituieren des Mediums sehr vorsichtig.

Punktionen von Korperflussigkeiten fanden, wie oben bereits erwahnt, aufgrund
klinischer Indikationen statt. Ungefahr 20ml des malignen Ergusses wurden in sterile
konische 15ml-Réhrchen (BD Falcon) gegeben und innerhalb von 45 Minuten ins
Labor gebracht. Dort wurde das Praparat verarbeitet, indem der Erguss in der
Sicherheitswerkbank mit einer 1000 pl Pipettenspitze (Eppendorf Research® Plus) in
zwei 6-Well-Zellkulturplatten (Cellstar®) gegeben wurde. Pro Well wurden 1000 ul
maligner Pleuraerguss verwendet. AnschlieRend wurden mit einer 1000 pl
Pipettenspitze pro Well 3ml ,Dresden-Medium* tropfchenweise hinzugegeben.

Zum Schluss wurden die 6-Well-Zellkulturplatten stets in den CO2-Inkubator (Heraeus
BB 6220, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) gestellt, der standardmallig
auf 37°C und 5% CO2sowie 95% Luftfeuchtigkeit eingestellt war.

In der ersten Woche wurde die neue Kultur mindestens einmal taglich unter dem
inversen Lichtmikroskop (Leica DM IRBE, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland) betrachtet, um frihzeitig Kontaminationen bakterieller oder
mykotischer Art begegnen zu konnen. Beim ersten Mediumwechsel wurde das alte
Medium nicht verworfen, sondern in eine sterile Zellkulturflasche (Cellstar® Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gegeben. In diese sogenannte
.Backup“-Flasche wurde noch zusatzliches ,Dresden Medium® gegeben. Das
hinzugegeben Volumen richtete sich nach der Menge des alten Mediums. Die Halfte
des Volumens des alten Mediums wurde durch frisches Medium ersetzt. Diese
Zellkulturflasche diente als Sicherung, falls in der 6-Well-Zellkulturplatte

Kontaminationen auftreten sollten.
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2.3 Zellkultur
2.3.1 Mediumwechsel

Alle zwei bis drei Tage, je nach Aktivitat der Zellen und somit Verbrauch des Mediums,
wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Dazu wurde die Zellkultur zuerst unter dem
inversen Lichtmikroskop betrachtet, um einen Uberblick (ber die Vitalitdt, das
Wachstum und die Morphologie der Zellen zu erhalten. Eine mogliche bakterielle oder
mykotische Kontamination hatte so ebenfalls entdeckt werden kdénnen. In der
Sicherheitswerkbank mit Laminarflow wurde dann der Mediumwechsel durchgefuhrt.
Zum Pipettieren wurden anfangs, als die Zellkultur noch instabil und die Zellen
teilweise noch nicht komplett adharent waren, Pipetten (Eppendorf Research® Plus,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) mit 1000 pl-Pipettenspitzen verwendet. Nach
einigen Tagen wurden dann eine elektrische Pipettierhilfe (Eppendorf Easypet® 3,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und sterile serologische Pipetten (Corning
Incorporated - Life Sciences, Durham, USA) mit den Volumina 25ml und 10 ml
verwendet.

FUr den Mediumwechsel wurde das alte Medium vorsichtig abpipettiert und durch
frisches Medium ersetzt. Hierbei wurde stets die oben beschriebene Mischung aus
CP-Medium und KSFM im Verhaltnis 2:1 (,Dresden Medium®) verwendet. Meist wurde
kein kompletter Mediumswechsel durchgefuhrt, sondern nur die Halfte des Mediums
ausgetauscht, um allzu starke Schwankungen in der Zusammensetzung des Mediums

zu vermeiden.

2.3.2 Kontaminationen und Fremdwuchs

2.3.2.1 Pravention von Kontaminationen

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden Grundregeln des sterilen Arbeitens
angewendet. Dazu wurden im Labor stets unsterile Handschuhe (Semperguard, Nitrile
Powder Free, Semperit Technische Produkte GmbH, Wien, Osterreich) getragen und
die Zellkulturen vor jeder Manipulation lichtmikroskopisch auf Kontaminationen
untersucht. Zur Pravention von Kontaminationen durch den Menschen wurden vor
Arbeitsbeginn die Hande gewaschen und desinfiziert. Vor und nach dem Arbeiten

wurden die Arbeitsflachen und Materialien mit dem Desinfektionspraparat Antifect ® N
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Liquid (Schulke, Norderstedt, Deutschland) behandelt. Zur Reduzierung der Keimzahl
in der Raumluft wurde ultraviolettes Licht mit der Wellenlange von 254nm fir 30min
je vor und nach Arbeiten in der Sicherheitswerkbank eingesetzt. Die
Eppendorfpipettenspitzen wurden mit einem Autoklav (Systec GmbH, Wettenberg,

Deutschland) sterilisiert.

2.3.2.2 Bakterielle Kontamination

Im Falle von leichten bakteriellen Kontaminationen in der ersten Woche wurden diese
durch einen haufigeren durchgefihrten Mediumwechsel bekampft, da die Bakterien
manchmal sensibel auf das dem Medium zugesetzte Antibiotikum reagierten. Eine
weitere  Mdglichkeit der Bakterienbekampfung war die Erhdhung der
Antibiotikakonzentration im Medium auf 10ml oder eine gezielte Antibiotikagabe, 200ul
pro Well, in die befallenen Wells. Jedoch ist eine bakterielle Kontamination aus
verschiedenen Grunden, wie zum Beispiel der haufigen Resistenz der Erreger
gegenuber Penicillin und Streptomycin, schwierig zu bekdmpfen und sollte vorrangig
durch angemessene Hygienemafinahmen vermieden werden.'38 Je nach individueller
Situationseinschatzung wurden kontaminierte Platten bzw. Zellkulturflaschen bei
fenlendem Ansprechen auf Antibiotika zeitnah entsorgt, um ein Ubergreifen der

Kontamination zu verhindern.

2.3.2.3 Mykotische Kontamination

Falls es zu einer mykotischen Kontamination kam, wurden mit einer Eppendorf Pipette
2 pL Voriconazol (VFend, Pfizer, New York, USA) in jedes Well der 6-Well-
Zellkulturplatte hinzugefugt. In den folgenden 6 Mediumwechseln wurden 2 pL VFend
erneut hinzugegeben, um alle Sporen zu beseitigen. Wenn mit einer mykotisch
kontaminierten Zellkultur gearbeitet wurde, sollte die Sicherheitswerkbank flir 45min
mit UV-Licht bei 254nm ausgeleuchtet werden, bevor mit anderen Zellkulturen weiter

gearbeitet wird, um ein Ausbreiten der Kontamination zu vermeiden.'3®
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2.3.2.4 Fremdwuchs Fibroblasten

Ein haufiges Problem stellen Fibroblasten da. Um ein Uberwachsen der Kultur durch
Fibroblasten zu verhindern, wurden diese bei exzessivem Wachstum mit einem
Einwegzellschaber (BD Falcon, Franklin Lakes, New Jersey, USA) oder einer
Pipettenspitze unter visueller Kontrolle am Lichtmikroskop manuell entfernt. Nach
diesem Vorgang wurde sofort ein Mediumwechsel durchgefihrt, um ein erneutes

Anwachsen der gelosten Fibroblasten zu verhindern.

Da Fibroblasten weniger adharent sind als Tumorzellen, kann man alternativ zur
mechanischen Methode auch mit Trypsin (0,25% Trypsin-EDTA, Gibco® Life
Technologies GmbH, Carlsbad, Kalifornien, USA) arbeiten, um die Anzahl der
Fibroblasten zu verringern. Jedoch ist hierbei zu beachten, dass das Trypsin nach dem
Hinzufligen zur Zellkultur schon nach sehr kurzer Zeit wieder entfernt werden sollte,
da sonst die Tumorzellen geschadigt werden konnen.'38 Die Wirkung von Trypsin

wurde daher unter dem Lichtmikroskop Uberprift.

2.3.3 Passagieren

Wenn die gesamte Flache eines Wells oder einer Zellkulturflasche mit adharenten
Zellen bedeckt war, wurde die Kultur passagiert, da ansonsten die Proliferationsrate
der Zellen abgesunken ware und dies eventuell zum Absterben der Kultur gefuhrt
hatte. Um die Zellkultur zu passagieren, wurde das alte Medium abpipettiert und die
Zellkultur mit auf 37°C vorgewarmtem Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS,
Gibco® Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA) dreimal gewaschen. Anschlie3end
wurde vorgewarmtes 0,25 prozentiges Trypsin-EDTA in die Kultur gegeben, sodass
ein dunner Flussigkeitsfilm den Boden vollstandig bedeckte. Trypsin spaltet die
Adharenzproteine, mit denen die Zellen an der Plastikoberflache anhaften, EDTA
bindet die zweiwertigen Kationen, welche zur Stabilisierung der Adharenzproteine
beitragen.

Die Zellkulturflasche oder 6-Well-Zellkulturplatte wurde einige Sekunden geschwenkt
und dann fur einige Minuten in den Inkubator gestellt. Lichtmikroskopisch wurde dann
die Abldsung der Zellen beobachtet. Wenn sich alle Zellen abgeldst hatten, wurde das
Trypsin mit den abgeldsten Zellen mit einer Pipette abgezogen und in ein 15ml-

Roéhrchen (BD Falcon) gegeben. Zur Neutralisierung des Trypsin/EDTA-Gemisches,
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welches bei zu langer Inkubation zur Zellschadigung bzw. zum Zelltod gefuhrt hatte,
wurde das 15ml-Réhrchen mit CP-Medium aufgeflllt. Anschliefiend wurde es bei
1500rpm und 20°C flr 5 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Rotanta 96 RC, Hettich,
Tuttlingen, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet vorsichtig
mit CP-Medium resuspendiert und anschlieBend in ein Well einer 6-Well-
Zelkulturplatte oder in eine Zellkulturflasche Uberflhrt. AbschlieRend wurden pro Well
2ml und pro Zellkulturflasche 12ml neues ,Dresden-Medium*“ hinzugefugt.

Teilweise wurde die alte Zellkulturflasche wieder mit ,Dresden-Medium*“ aufgefullt, da
manchmal noch kleinere Kolonien in der Flasche verblieben waren und nach

Mediumzugabe die Zellkultur so vervielfaltigt werden konnte.

2.3.4 Einfrieren, Auftauen und Qualitatskontrolle

Vor dem Einfrieren wurde die Zellkultur lichtmikroskopisch auf Kontaminationen und
ihre Vitalitat Gberprtft, der letzte Mediumswechsel davor lag weniger als 24 Stunden
zuruck. Wie beim Passagieren wurden die Zellen trypsiniert und die Zellsuspension
wurde in ein 15ml-Réhrchen Uberfuhrt. Anschlieliend wurden die Zellen bei 1500rpm
und 20°C 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit
1500ul Einfriermedium, welches aus 5ml CryoSure-DMSO (WAK-Chemie Medical
GmbH, Steinbach, Deutschland), 15ml FBS und 30ml CP-Medium bestand, pro zu
beflllendem Kryorohrchen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
resuspendiert. Je nach Zelldichte der trypsinierten Flasche wurden 3-5 Kryorohrchen
beflllt. In jedes vorbeschriftete 1,8ml Kryorohrchen wurden 1500ul Einfriermedium mit
suspendierten Zellen gegeben. Die Kryorohrchen wurden in einer Einfrierbox (Nalgene
Cryo Freezing Container, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in einen -80°C
TiefkUhlschrank gestellt. Durch die mit Isopropanol geflllte Einfrierbox wird ein
standardisiertes Herunterkuihlen von 1°C pro Stunde gewahrleistet. Innerhalb von 2
Wochen werden die eingefrorenen Zellkulturen in einen Flussigstickstofflagerbehalter
Uberfuhrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde die
aufgetaute Zellkultur in einem 15ml-Réhrchen mit 10ml CP-Medium vermischt, um
eine Verdunnung des zytotoxischen Agens DMSO zu erreichen. Dieses Rdhrchen

wurde dann zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 2ml CP-Medium
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resupendiert und in ein Well einer 6-Well-Zellkulturplatte gegeben. Abschlielend
wurde die Zellkulturplatte im Brutschrank inkubiert.

Im Rahmen einer Qualitdtskontrolle wurden von der eingefrorenen Zellkultur
regelmalig stichprobenartig einzelne Kryo-Rohrchen aufgetaut, um die Vitalitat der

Zellkultur zu Uberpriafen.

2.4 Zellmorphologie

Das Wachstumsverhalten und die Zellmorphologie der Kulturen wurden in vitro mit
einem Phasenkontrastmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) beurteilt. Die Zellen
wurden mit Hamatoxylin-Eosin, May-Griinwald-Giemsa und PAS (Periodic acid-Schiff
reaction) gefarbt. Die Fixierung und Farbung wurde freundlicherweise von OA Dr. T.
Gaiser aus dem Pathologischen Institut des Universitatsklinikums Mannheim

durchgeflhrt.

241 Fixierung

Zuerst wurde eine Zellkulturflasche trypsiniert und die in Trypsin gelosten Zellen
zentrifugiert, bis ein Zellpellet am Grund des 15ml-Réhrchens zu sehen war (Verfahren
siehe 2.3.4). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 2ml DPBS bedeckt.
Nach circa einer halben Stunde wurde das Pellet in Formalin fixiert. Die Einbettung
erfolgte nach 24-stiindiger Fixierung in laborublicher Paraffintechnik. Das Gewebe
wurde dazu mit Paraffin durchtrankt und im Anschluss plan in einem Paraffinblock
eingebettet. Nach Ausharten der Blocke wurden mit einem Schlittenmikrotom 3-5 ym

dunne Serienschnitte angefertigt.

2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung stellt eine Routinefarbung in der konventionellen
Histologie dar. Ziel ist die Darstellung von Gewebestrukturen im Organschnitt durch
den Kernfarbstoff Hamatoxylin und Kontrastierung durch den Plasmafarbstoff Eosin.
Vor der Farbung musste der Schnitt entparaffiniert werden.

Dazu wurde der Schnitt mit einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol) drei Mal funf

Minuten und zuletzt noch einmal mit Aqua dest. inkubiert. FUr die Farbung wurde
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zuerst eine Hamalaunlésung nach Mayer (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. In der Hamalaunlésung wurde der Schnitt 10 Minuten lang inkubiert.
Danach erfolgte eine flieRende Wasserung fur 10 Minuten. Mit 1% Eosin wurde dann
funf Minuten inkubiert und dann wiederum funf Minuten mit Wasser gespuilt.
Abschlielend wurde der Schnitt mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (Xylol: 80%,
96%, 100%) inkubiert und dann eingedeckt.

2.4.3 May-Grunwald-Giemsa-Farbung

Die May-Grunwald-Giemsa-Farbung, oder auch Pappenheim-Farbung genannt,
besteht aus der Kombination von zwei Farbel6ésungen. Die May-Grinwald-Lésung
besteht aus einer Mischung von mit Eosin angesauertem Methylenblau und Methanol,
die in Wasser gelost wird. Die Giemsa-Losung besteht aus einer Mischung der
Farbstoffe Azur-A-Eosinat, Azur-B-Eosinat, Methylenblau-Eosinat und
Methylenblauchlorid, in einer Mischung aus Methylalkohol mit Glycerin als Stabilisator.
Die May-Grunwald-Giemsa-Farbung dient der Darstellung basophiler, eosinophiler
und neutraler Granula, des Zytoplasmas und der Zellkerne.

Fur die May-Grinwald-Giemsa-Farbung wurde ein Well einer 6-Well-Platte trypsiniert
und die Zellsuspension zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet mit PBS resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurde dann ein Tropfen
auf einen Objekttrager gegeben. AnschlieRend wurde der Objekttrager nach der
Trocknung nach May-Grinwald-Giemsa gefarbt. Dazu wurde der Objekttrager mit
May-Grunwald-Lésung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) bedeckt. Nach drei
Minuten wurde mit Aqua dest. gespult. Daraufhin wurde verdinnte Giemsa-L6sung
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben und 20 Minuten lang inkubiert.
Abschlielend wurde noch einmal mit Aqua dest. Gespdlt, und nach der Trocknung

konnte der Objekttrager und dem Phasenkontrastmikroskop begutachtet werden.

2.4.4 PAS-Reaktion

Die PAS-Reaktion dient der Anfarbung von Kohlehydraten wie Glykogen, Cellulose,
neutralen Mukopolysacchariden, Muko- und Glykoproteinen sowie Glykolipiden. Zur

Gegenfarbung der Zellkerne wird mit Hamalaun gefarbt.
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Tabelle 7 Verwendete Losungen bei der PAS-Reaktion

Losungen Inhaltsstoffe

1% wassrige Periodsaure 3g Periodsaure (Merck)
300ml Aqua dest.

Schiffs-Reagenz (Sigma) 1% Pararosanilin

4% Natriummetabisulfate

Gelo6st in 0.25 mol/l Salzsaure
Hamalaun nach Mayer Farbeldésung 1 (Apotheke)

Mayers Hamalaunldsung (Merck)

Im Verhaltnis 1:1

Zuerst wurde der Schnitt mit einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Dann
wurde fur funf Minuten in 1% wassriger Periodsaure inkubiert und danach in Aqua dest.
gespult. Daraufhin wurde fur funf Minuten das Schiffs-Reagenz hinzugefiigt und
danach fur circa funf Minuten flieRend gewassert (Leitungswasser). Zur Gegenfarbung
der Kerne wurde dann fur funf Minuten in Hamalaun nach Mayer inkubiert und
anschliellend wieder flieRend gewassert, wodurch die Blaungsreaktion ausgeldst
wurde. AbschlieRend wurde mit einer aufsteigenden Xylolreihe inkubiert und

wasserfrei eingedeckt.

2.5 Zellverdopplungszeit

Um die Zellverdopplungszeit zu ermitteln, wurden die Zellen aus einer frisch
trypsinierten Zellkultur gezahlt. Dazu wurden zuerst in sieben 6-Well-Platten 50.000
Zellen pro Well ausgesat. Nach 24 Stunden wurden dann die Zellen der ersten 6-Well-
Platte mit Trypsin von der Platte geldst (Verfahren siehe 2.3.3) und die Zellen mithilfe
einer Neubauer-Zahlkammer (Karl Hecht ,Assistent* GmbH, Altnau, Schweiz) gezahlt.
Dazu wurde die Zellsuspension eines jeden Wells in der Sicherheitswerkbank gut
durchmischt, bevor 100ul davon in ein steriles Safe Lock Tube 2ml (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) Gberfuhrt wurden. Am Lichtmikroskop wurde das Deckglas auf
die vorher gereinigte Neubauer-Zahlkammer aufgesetzt. Anschlielend wurde das
Deckglas mit leichtem Druck parallel zur Oberflache an die Kammer gedrickt, bis

Newtonsche Ringe erkennbar waren. Mit einer 200ul Pipette (Eppendorf) wurden dann
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20ul der Zellsuspension aus dem Eppendorf Tube enthommen und vorsichtig an den
Rand des Deckglases pipettiert, bis das Volumen unter dem Deckglas gerade gefullt
war. Unter dem Mikroskop wurden bei dieser Methode mit 5-facher Vergrof3erung
nacheinander vier Eck-Grof3dquadrate maanderférmig ausgezahlt, von denen jedes in
16 Kleinquadrate unterteilt war. Aus den in den vier Eck-Groquadraten gezahlten
Zellzahlen wurde der Mittelwert errechnet und dann mithilfe der Formel
Zellkonzentration = Zellzahl/Volumen des Mediums (c = N/V) die Zellkonzentration
berechnet. Um eventuelle Mangel bei der Durchmischung der Zellsuspension zu
beseitigen, wurde jede Zahlung und Berechnung dreimal durchgefuhrt und aus den
drei Ergebnissen der Mittelwert berechnet.

Dieses Verfahren wurde alle 24 Stunden fur funf Tage durchgefuhrt. Das
Zellkulturmedium wurde nach zwei Tagen vorsichtig gewechselt. Aus den funf
Zellkonzentrationen wurde anschlieRend die Verdopplungszeit der Zellpopulation

mithilfe folgender Formel berechnet:

v =IgN — IgNO0/Ig2 (t - t0), Verdopplungszeit = 1/v.

2.6 Western Blot

Die Proteinanalyse wurde in freundlicher Zusammenarbeit mit Honglei Weng, PhD aus
der Il. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Mannheim durchgefihrt.

Zuerst wurde das Totalprotein auf Eis extrahiert, und zwar mittels eines
Radioimmunoprazipitationsassay(RIPA)-Puffers (1x Tris-Puffer-Kochsalzlésung, 1%
Nonidet P40, 0.5% Natriumdeoxycholat und 0.1% Natriumdodecylsulfat). Protease-
und Phosphataseinhibitoren (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurden zum RIPA-Puffer
hinzugeflgt, bevor dieser nach Herstelleranweisung verwendet wurde. Die
Proteinkonzentration des Totalproteinslysates wurde mithilfe der Bradford-Methode
und eines Bio-Rad-Proteinassays bestimmt. Das Totalproteinlysat wurde in einem
Ladepuffer mit Dithiothreitol 50mM (Sigma-Aldrich) im Verhaltnis 1:4 aufgearbeitet.
20ug des im RIPA-Puffer gewonnenen Totalproteinlysates wurde mit
Gelelektrophorese auf einem 12%-SDS-PAGE-Gel (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), NUPAGE® Novex Bis-Tris Gels 1.0 mm, 10-Well-
SDS Gel (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetrennt. Die Elektrophorese der Proteine
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wurde mit NUuPAGE MOPS Running Buffer 20X (Invitrogen) durchgefuhrt. Nachdem
der Running Buffer eingefullt wurde, wurden 3ul des SeeBlue® Plus2 Pre-Stained
Standard in den ersten Slot gefillt und dann 20ug des Proteinlysates in jeden Slot
pipettiert. Die Elektrophorese lief bei 200V konstant fir ca. 35 Minuten.

Die Proteine wurden anschlie®end mit dem NuPAGE Transfer Buffer 20X (Invitrogen)
auf eine Nitrozellulosemembran, MF Protran BA 83 0,2um (Schleicher&Schuell
BioScience, Minchen, Deutschland), transferiert. Um unspezifische Bindungen zu
verhindern, wurde die Membran mit einer 5%-Blocklésung (5% Top Block von Sigma-
Aldrich  GmbH) fur phosphorylierte Proteine, 5% Magermilchpulver far
unphosphorylierte Proteine und 5% BSA fur empfindliche Proteine) eine Stunde lang
inkubiert. Die Verdinnung erfolgte mit TBST (Tris-buffered saline with Tween 20),
bestehend aus 100ml 10X Tris, 890ml Aqua dest. und 10ml Tween20 (Bio Rad,
Hercules, Kalifornien, USA).

Nach dem Blockvorgang wurden die primaren Antikdrper im Verhaltnis 1:1000 mit der
5%-Blockldosung verdinnt und die Membran Uber Nacht bei 4°C in der Antikorper-
Blocklosung inkubiert. Die verwendeten primaren Antikorper sind in Tabelle 8
aufgelistet. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurden auch die sekundaren
Antikorper in der 5%-Blocklosung im Verhaltnis 1:3000 verdunnt und die Membran far
circa eine Stunde darin inkubiert. Als sekundare Antikdrper wurden HRP (horseradish
peroxidase)-gekoppelte Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Antikérper verwendet (Santa
Cruz Biotechnology). Alpha-Tubulin wurde als Ladekontrolle (Verdinnung 1:5000)
verwendet. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBST wurden die Proteine
mithilfe von Luminol/Enhancer-L6sung und Peroxidpuffer im Verhaltnis 2:1 visualisiert
(Thermo Fisher, Rockford, USA). Zum Vergleich wurden humane Hepatozyten, die
HCC-Zelllinie HepG2 und die CCC-Zelllinien HCCC-9810 und EGI-1 verwendet.

Tabelle 8 Verwendete primare Antikorper beim Western Blot

Antikorper Isotyp Firma Katalognummer
HNF-4a Kaninchen Cell Signaling C11F12

Sox9 Kaninchen Sigma HPAO001758
Cytokeratin 19 AK Maus Santa Cruz sc-6278
(A53-B/A2) Biotechnology
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phospho-STAT3 Kaninchen Cell Signaling 9145

(Tyr705) (D3A7)

STAT3 Kaninchen Cell Signaling 9132

PERK Maus Santa Cruz sc-7383
Biotechnology

ERK 2 Maus Santa Cruz sc-135900
Biotechnology

A-Tubulin Kaninchen Abcam ab4074

HNF-4a: Hepatocyte nuclear factor 4a; Sox9: Sex determining region Y-box 9; STAT3: Signal
transducer and activator of transcription 3; phospho-STAT3: phosphoryliertes STAT3; ERK:
extracellular signal-regulated kinase; pERK: phosphoryliertes ERK; GapDH: Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase

2.7 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde in Zusammenarbeit mit OA Prof. Dr. Gaiser,
Pathologisches Institut Universitatsklinikum Mannheim, durchgefuhrt.

Zuerst wurde eine Zellsuspension mit ungefahr 6x107 Zellen/ml hergestellt und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde fur zehn Minuten in Methanol fixiert. Danach wurde
das Pellet in Paraffin eingebettet. Nach der Einbettung und dem Erkalten der Blocke
wurden die Schnitte wie oben angegeben entparaffiniert. Vor der Inkubation mit den
primaren Antikérpern wurde zunachst ein ph9-Puffer im Dampfgarer erhitzt und die
Schnitte dann ca. 15 Minuten darin gekocht. Danach wurde eine Target Retrieval
Solution (Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Danemark, 1:10 verdunnt) ebenfalls
erhitzt und die Schnitte darin ca. 35 Minuten gekocht. Dann wurden 500ml Aqua dest.
in einen Druckkochtopf (Dako) gegeben und Kivetten mit pH6,1-Puffer (Dako) ohne
Deckel mit den Schnitten dort hineingestellt. Nach mindestens 15 Minuten Abkunhlzeit
wurden die Schnitte fur funf Minuten in Proteinase K (Dako) bei 37°C inkubiert und
danach mit Aqua dest. gespuilt.

Daraufhin wurden die Schnitte in TBS-Puffer (Dako) gespdlt und fur funf Minuten in
Peroxidase Blocking Solution (Dako) inkubiert. Nach erneutem Spulen mit Aqua dest.
wurden die Schnitte in TBS-Puffer gestellt. Nun wurden die Schnitte fur 30 Minuten mit
den Primarantikdrpern inkubiert. In Tabelle 9 sind die verwendeten primaren

monoklonalen Antikdrper aufgelistet. Danach wurde mit TBS-Puffer gespult und 15
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Minuten mit Sekundarantikorpern (Dako Detektionskit Rel TM Peroxidase K5001)
inkubiert. Nach erneutem Spulen mit TBS-Puffer wurde dann ca. acht Minuten in DAB-
Chromogen (1ml Verdlinnungspuffer + 0,02ml Chromogen) inkubiert und danach mit
Leitungswasser gespult. Zur Kerngegenfarbung wurde funf Minuten mit Hamalaun
(Dako) inkubiert und dann in Leitungswasser geblaut. Abschlielfend wurde in einer
aufsteigenden Xylolreihe inkubiert und mit Eukitt eingedeckt. Die Protein-Antikorper-
Bindung wurde mit dem EnVision System-HRP-3,3'-Diaminobenzidin Chromogen
Losungssystem (Dako) visualisiert. Hamatoxylin/Eosin-, PAS- und Masson-Goldner-

Farbungen wurden nach oben beschriebenen Protokollen durchgefuhrt.

Tabelle 9 Verwendete primare Antikorper bei der Immunhistochemie

Antikorper Firma Verdiinnung
P53 Dianova 1:500

CK7 Dako 1:2000
CK8-18 Dako 1:50

CK20 Dako 1:200

P53: Protein 53; CK: Cytokeratin

2.8 Chemosensitivitatstestung

Fur eine Zellviabilitatsmessung nach Zytostatikagabe wurde die mitochondriale
Aktivitat der Zellen mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
(MTT)- Reduktionsassays'3°140 gemessen. Der Nachweis der Zellvitalitat mittels MTT-
Assay beruht auf der Reduktion des gelben, wasserldslichen Farbstoffs 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid in ein blau-violettes,
wasserunldsliches Formazan. Die Reduktion von MTT erfolgt durch mitochondriale
Succinat-Dehydrogenasen und durch Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums.
Anhand der mitochondrialen Aktivitat nach Zytostatikagabe und der somit erfolgten
Reduktion von MTT kann die Zellvitalitadt gemessen werden.'39

Es wurden jeweils drei verschiedene Konzentrationen von Irinotecan, Gemcitabin und
Oxaliplatin verwendet. Die Konzentrationen der Irinotecan-Testreihe waren 13, 130
und 1300ng/ml. Die Konzentrationen von Gemcitabin waren 0,45, 4,5 und 45ug/ml.

Die Konzentrationen von Oxaliplatin waren 1, 10 und 100ug/ml. Die gewahlten
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Konzentrationen wurden durch Literaturrecherche ermittelt.’#'-'44  Fir die
Zellviabilitatsmessung wurde zuerst die Zellkonzentration der verwendeten Kultur
mittels Zellzahlung mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dann wurden in drei
96-Well-Platten 15.000 Zellen pro Well ausgesat und mit CP-Medium auf 100ul pro
Well aufgefullt. Nach 48 Stunden Inkubation im CO,-Inkubator wurden dann pro 96-
Well-Platte in jeweils finf Wells 100ul einer Konzentration eines Zytostatikums
pipettiert. Als Positiv-Kontrolle dienten funf Wells mit Zellen und 1% Triton X-100
(Sigma-Aldrich GmbH). Als Referenz bzw. als Negativ-Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen mit CP-Medium. Das Pipettierschema der 96-Well-Platten ist in Abbildung 2
dargestellt. Nach 24 Stunden wurde die erste 96-Well-Platte getestet. Dazu wurden
zuerst 100ul des Gemischs pro Well abgezogen und verworfen. Pro Well wurden dann
30ul MTT-Reagenz, bestehend aus 7,5mg/ml MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide, Sigma-Aldrich GmbH) gel6st in PBS, hinzugegeben und die Platte wurde flr
vier Stunden wieder in den CO,-Inkubator gestellt. Nach diesen vier Stunden wurden
pro Well 70ul Stopplésung, bestehend aus 10g 10% SDS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland), 99,4ml DMSO (Sigma-Aldrich GmbH) und 0,6ml 100% Essigsaure
hinzugegeben. Nach kurzer Inkubation wurden die Absorptionen im Photometer
(BioTek GmbH, Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 570nm Wellenlange gemessen
und als relative Werte im Vergleich zu den unbehandelten Negativ-Kontrollen

angegeben.

Abb. 2 Pipettierschema MTT-Assay
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1: Niedrige Konzentration; 2: Mittlere Konzentration; 3: Hohe Konzentration; I: Irinotecan; G: Gemcitabin;
O: Oxaliplatin; Control (+): Positivkontrolle mit Triton-X 1:100; Control (-): Negativkontrolle mit
unbehandelten Zellen und CP-Medium; 12/G2/02 pur: Mittlere Konzentration des jeweiligen

Zytostatikums ohne Zellen; X: leere Wells



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Patienten

Von 2013 bis 2015 wurden durch die oben genannten Einschlusskriterien neun
Patienten des Universitatsklinikums Mannheim in die Studie eingeschlossen. Funf
Patienten wurden nachtraglich ausgeschlossen, da sie histologisch nicht den
Einschlusskriterien entsprachen. Ein  Tumor stellte sich histologisch als
hepatozellulares Karzinom heraus, einer war eine kolorektale Lebermetastase, einer
war ein Gallenblasenkarzinom und ein weiterer war ein undifferenziertes Karzinom der
Leber. Ein Aszitesbefund stellte sich als frei von Tumorzellen heraus und wurde daher
ebenfalls nicht weiter verwendet.

Tabelle 10 gibt einen Uberblick iber die Patientencharakteristika und die Zellkulturen.

Tabelle 10 CCC-Zellkulturen 2013-2015

Zellkultur- Tumor- Material- Datum Alter/

name klassifikation gewinnung Geschlecht

CCC-2 iCCC OP (retropankrea- 11.02.13 63 Jahre/m
tische Metastase)

CCC-3 eCCC (Klatskin) OP (atypische 29.05.13 73 Jahre/w

Resektion einer
hep. Metastase)

CCC-5 eCCC (distal) Pleurapunktion 19.09.13 58 Jahre/m

CCC-6 eCCC (Klatskin) OP (Hemi- 08.10.13 49 Jahre/w
hepatektomie re.)

CCC-8 iCCC OP (Hemi- 20.12.13 68 Jahre/m
hepatektomie li.)

CCC-9 iCCC OP (Tri- 20.12.13 59 Jahre/m
segmentektomie)

CCC-10 eCCC (Klatskin) OP 04.01.14 58 Jahre/w

CCC-12 eCCC (Klatskin) OP (Hemi- 02.07.14 69 Jahre/w
hepatektomie re.)

CCC-14 iCCC OP (Hemi- 16.07.14 78 Jahre/w

hepatektomie re.)
iCCC: intrahepatisches Cholangiokarzinom; eCCC: extrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die meisten der Zellkulturen mussten nach einiger Zeit aufgrund von zu starkem
Fibroblastenwuchs, Seneszenz der Tumorzellen oder fehlendem Anwachsen der
Tumorzellen verworfen werden. Eine Kultur wies eine Pilzinfektion auf.

Unsere neue cholangiozellulare Zelllinie CCC-5 wurde aus dem malignen
Pleuraerguss eines 59-jahrigen Patienten, der an einem distalen cholangiozellularen
Karzinom litt, etabliert. Das primar metastasierte CCC (Bismuth I) wurde drei Jahre vor
der Etablierung der Zelllinie diagnostiziert. Zu diesem Zeitpunkt konnten
Carcinoembryonales Antigen (CEA) mit einem Wert von 7,4ug/l und CA 19-9 mit einem
Wert von 18510kU/l nachgewiesen werden. Bilidre Stents wurden 14-mal gewechselt
und der Patient erhielt zuerst eine Chemotherapie mit Gemcitabin und Cisplatin flr
sieben Monate. Nach gutem initialen Ansprechen auf diese Chemotherapie zeigte der
Tumor eine Wachstumsprogression. Daraufhin wurde Cisplatin abgesetzt und eine
Monotherapie mit Gemcitabin fur 9 Monate angeordnet.

Nach dieser Periode erhielt der Patient Capecitabin und Oxaliplatin fir weitere 12
Monate. Weitere sieben Monate wurde der Patient mit Mitomycin und Doxetacel
behandelt. Der Patient wurde intermittierend mit photodynamischer Therapie
behandelt.

3.2 Zellmorphologie

Die Hamatoxylin/Eosin-, PAS- und die May-Grunwald-Giemsa-Farbungen sowie die
mikroskopische Aufnahme ohne Farbung unserer Zelllinie CCC-5 sind in Abbildung
3 dargestellt. Die Zelllinie wachst als typische epitheliale Zellkultur mit engem Zell-
Zellkontakt in Kolonien. CCC-5 wachst in Monolayern im Pflastersteinmuster mit
kleinen homogenen polygonalen Zellen mit zwischengelagerten grof3en Zellen. Man
erkennt schon in der Abbildung ohne Farbung (Abbildung 3A), dass die Zellen von
CCC-5 Zellkernatypien wie Anisonukleose und Pleiomorphie aufweisen. Es sind einige
Mitosen zu erkennen. Auch ein sogenanntes “Budding” von Tumorzellen, die
Abschnirung neuer Zellen wahrend der Zellteilung, ist zu beobachten.

Bei der Hamatoxylin/Eosin-Farbung werden durch das Hamatoxylin alle sauren bzw.
basophilen Strukturen blau gefarbt, z.B. DNA, Zellkerne, Ribosomen und rER, und
durch das Eosin werden alle basischen bzw. acidophilen Strukturen rot gefarbt, z.B.
Proteine des Zytoplasmas, Mitochondrien, das sER und Kollagen. In Abbildung 3B

sind vor allem in den grof3en Zellen Polyploidien und grof3e Nuklei zu beobachten. Die
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May-Grinwald-Giemsa-Farbung stellt Granula und das Verhaltnis zwischen
Zytoplasma (hellblau) und Zellkernen (dunkelblau) dar. In Abbildung 3C kann so ein
sehr geringer Anteil an Zytoplasma in den kleinen Zellen gezeigt werden, wohingegen
die grollen Zellen einen hoheren Anteil an Zytoplasma aufweisen. Bei der PAS-
Farbung werden saure Mucopolysaccharide blau, neutrale Mucopolysaccharide rot-
violett und Zellkerne dunkelblau dargestellt. Zur Kontrastierung wird eine Kernfarbung
mit Hamalaun durchgefuhrt. Somit kdnnen in Abbildung 3D prominente Zellkerne und

Mucusproduktion in den Zellen von CCC-5 dargestellt werden.

Abb. 3 Histochemische Farbungen von CCC-5
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A: ohne Farbung; B: Hamatoxylin/Eosin-Farbung; C: May-Griinwald-Giemsa-Farbung; D: PAS-Farbung
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3.3 Zellverdopplungszeit

Die Ergebnisse der Messung des Zellwachstums sind in Abbildung 4 dargestellt.

Die mittlere Zellverdopplungszeit von CCC-5 betrug 60,5 Stunden.

Abb. 4 Zellwachstum von CCC-5
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3.4 Western Blot

Im Western Blot wurde die Expression von Proteinen untersucht.

CCC-5 weist einige differierende Expressionen von Kandidatengenen im Vergleich zu
den Kontrollen HCCC-9810, EGI-1, HepG2 und humanen Hepatozyten auf.
Abbildung 5 zeigt das Ergebnis des Western Blots.

Sox9 und unphosphoryliertes ERK werden in den Tumorzelllinien CCC-5, HCCC-
9810, HepG2 und EGI-1 stark exprimiert, jedoch nicht in humanen Hepatozyten. CK19
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ist in den CCC-Zelllinien CCC-5, HCCC-9810 und EGI-1 exprimiert. Bei HepG2 und
humanen Hepatozyten zeigen sich keine Expressionen von CK19. Alle Zelllinien
exprimieren p-STAT3 und STATS3, doch HepG2 und humane Hepatozyten zeigen
deutlich geringere Expressionen als die CCC-Zelllinien. Alle Zelllinien exprimieren p-

ERK. HNF-4a ist positivin humanen Hepatozyten und HepG2.

Abb. 5 Proteinanalyse von CCC-5

A B C D E
CK19 - S I e 40 kDa
p-STAT3 e — W e | 79,36 kDa
— D ey TN
STAT3 - — —_——— - 79,86 kDa
— NS e T —

pERK —— a S — 42/44 kDa
— — -— S

ERK 1/2

42/44 kDa
- .= o e
Tubulin - — --- 55 kDa

A: CCC-5; B: Humane Hepatozyten; C: HepG2; D: HCCC-9810; E: EGI-1

3.5 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen von CCC-5 ergaben keine Expression von
CK20 (Abb. 6A). Die Expression von p53 war schwach, aber sichtbar (Abb. 6B). Die
Expressionen von CK18-8 und CK7 waren dahingegen sehr deutlich sichtbar (Abb.
6C und 6D).
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Abb. 6 Immunhistochemische Farbungen von CCC-5
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Die Bilder aus Abbildung 6 zeigen CCC-5 mit verschiedenen immunhistochemischen Farbungen.
A: CK20; B: p53; C: CK 18-8; D: CK7

3.6 Chemosensitivitatstestung

Zur Messung der Chemosensitivitat wurden jeweils drei verschiedene Konzentrationen
der Chemotherapeutika Irinotecan, Gemcitabin und Oxaliplatin verwendet. Die
Konzentrationen der Irinotecan-Testreihe waren 13, 130 und 1300 ng/ml. Die
Konzentrationen von Gemcitabin waren 0,45, 4,5 und 45 pug/ml. Die Konzentrationen
von Oxaliplatin waren 1, 10 und 100 ug/ml. Die Chemosensitivitat wurde mittels MTT-
Assay nach 24, 48 und 96 Stunden gemessen.

Dabei konnte lediglich in der Irinotecan-Gruppe ein statistisch signifikanter Abfall der
relativen Zellviabilitat nach 48 und nach 72 Stunden beobachtet werden.

Nach 48 Stunden zeigte sich ein signifikanter Abfall der Zellviabilitat bei der héchsten
Konzentration von Irinotecan im Vergleich zur niedrigsten Konzentration (p<<0,01). Zu

dieser Zeit zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen der héchsten
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Konzentration von Irinotecan und den unbehandelten Zellen, welche als Negativ-
Kontrolle verwendet wurden (p=0,035). In der Gemcitabin-Gruppe konnten nach 48
Stunden keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. In der Oxaliplatin-
Gruppe ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen der héchsten und
der niedrigsten Konzentration nach 48 Stunden.

Nach 72 Stunden konnten wiederum nur in der Irinotecan-Gruppe signifikante Abfalle
der Zellviabilitaten zwischen der hochsten und der niedrigsten Konzentration
nachgewiesen werden (p<<0,01). Ebenso zeigte sich nach 72 Stunden ein
signifikanter Unterschied zwischen den Zellviabilitaten der Zellen, die der hochsten
Konzentration von Irinotecan ausgesetzt waren, und der Negativ-Kontrolle (p=0,04). In
der Gemcitabin-Gruppe und auch in der Oxaliplatin-Gruppe zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt.

Abb. 7 Chemosensitivitatstestung mittels MTT-Assay
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Abbildung 7 zeigt die relative Zellviabilitit von CCC-5 nach Applikation verschiedener
Chemotherapeutika nach 48 und nach 72 Stunden mittels MTT-Assay.

A: lIrinotecan; B: Gemcitabin; C: Oxaliplatin; low: niedrige Konzentration des jeweiligen
Chemotherapeutikums; medium: mittlere Konzentration des jeweiligen Chemotherapeutikums; high:
hohe Konzentration des jeweiligen Chemotherapeutikums
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4 DISKUSSION

Ohne Zelllinien ware die onkologische Grundlagenforschung nicht moglich. Zwar
konnen auch frische Tumorpraparate und Patientenblut zu Forschungszwecken
genutzt werden, doch ist naturgegeben diese Ressource nicht unbegrenzt verfligbar
und deshalb flr wiederholte Versuche nicht geeignet. Zelllinien hingegen kdnnen
immer wieder aufgetaut, kultiviert und vermehrt werden und stellen damit eine nahezu
unbegrenzte Ressource dar. Jedoch haben Zelllinien durch wiederholte Passagen
auch das Potential neue Mutationen zu entwickeln und zu akkumulieren. Dieser
Vorgang nennt sich ,Genetic Drift. Dadurch sind die Zelllinien letzlich
molekularbiologisch nur noch begrenzt mit dem Primarius vergleichbar. AulRerdem
sind mittlerweile viele Zelllinien kontaminiert mit aggressiv wachsenden Zellen aus
anderen Zelllinien, wie zum Beispiel mit HeLa-Zellen.'®% Somit sind Resultate von
Analysen, die mit seit langer Zeit verwendeten Zelllinien gemacht werden, kritisch zu
bewerten. Ein weiterer wichtiger Faktor in der Forschung ist die Tumorheterogenitat.
Obwohl sich Tumoren derselben Tumorentitat histologisch gleichen, zeigen sie zum
Teil erhebliche Unterschiede in der molekulargenetischen Ausstattung. Dies wiederum
bedeutet aber, dass eine geringe Anzahl Zelllinien nicht die genetische Heterogenitat
einer Tumorentitat widerspiegeln kann. Durchgefiihrte Versuche lassen so nur sehr
begrenzte Verallgemeinerungen auf die gesamte Tumorentitat zu und sind somit in
ihrer Aussagekraft eingeschrankt. Aus diesen Grinden wird die Etablierung neuer,
primarer Zelllinien empfohlen. All diese Probleme potenzieren sich bei seltenen
Tumorentitaten, wie zum Beispiel dem Cholangiokarzinom. Gerade bei seltenen
Tumorentitaten gibt es nur sehr wenige Zelllinien, die zu Forschungszwecken genutzt
werden konnen (Tabelle 6).

Aus diesen Grinden ist es besonders bei seltenen Tumorentitaten wichtig, neue
Zelllinien zu etablieren und diese mit den schon vorhandenen zu vergleichen.?

Ziel dieser Studie war daher, eine neue cholangiozellulare Zelllinie zu etablieren und
strukturiert zu charakterisieren, damit diese bestmdglich mit schon vorhandenen CCC-
Zelllinien verglichen werden kann. Mit einer weiteren, auch fir andere
Forschungsgruppen zugangliche CCC-Zelllinie sollten Studien ermdglicht werden, die
gemeinsam mit den schon vorhandenen CCC-Zelllinien die genetische Heterogenitat
des CCC erforschen und so in der Zukunft eventuell neue Therapieansatze schaffen

konnten.
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Das Zellkulturlabor der Chirurgischen Klinik des Universitatsklinikums Mannheim
etabliert seit 2012 zur Erganzung der bereits verfugbaren Biobank Zelllinien aus
chirurgischen Tumorpraparaten, Pleuraergussen und Aszites.

Seit 2013 konnten neun Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Die
Tumorzellen wurden entweder aus frischen Tumorpraparaten oder aus malignen
Ergussen gewonnen. Aus einem malignen Pleuraerguss konnte unsere Zelllinie
CCC-5 etabliert werden. Die anderen acht Zellkulturen gingen entweder in Seneszenz,
wuchsen nicht an oder zeigten Kontaminationen, woraufhin sie verworfen wurden. Die
Erfolgsquote von 11,1% unseres Zellkulturlabors bei der Etablierung von seltenen
Tumorzelllinien ist damit  vergleichbar mit friheren Studien zur
Zelllinienetablierung. 1998

Aus einem Pleuraerguss eines 59-jahrigen Patienten mit einem primar metastasierten,
distalen eCCC konnte die Zelllinie CCC-5 etabliert werden, welche daraufhin
charakterisiert wurde. Das CCC des Patienten konnte histologisch nicht gesichert
werden, doch wies der Patient bei Diagnose stark erhdhte CA19-9 Werte auf und das
Karzinom konnte in der Bildgebung eindeutig als eCCC identifiziert werden.

Um die neue Zelllinie sinnvoll fur die Grundlagenforschung nutzen zu kénnen, erfolgte
die weitere Analyse wichtiger Charakteristika. Zuerst musste morphologisch
sichergestellt werden, dass es sich um ein Karzinom handelt. Dazu flhrten wir
Farbungen und mikroskopische Untersuchungen durch. Auch die Abgrenzung zu einer
Metastase einer anderen Tumorentitdt und die Differenzierung zwischen HCC und
CCC waren zur weiteren Charaktierisierung von CCC-5 nétig. Dazu flhrten wir eine
Proteinanalyse mittels Immunhistochemie und Western Blot durch. Um die Zelllinie
noch weiter zu charakterisieren, untersuchten wir zuletzt ihr Ansprechen auf
verschiedene Chemotherapeutika. Dazu verwendeten wir einen MTT-Assay und die
gangigen Chemotherapeutika Irinotecan, Gemcitabin und Oxaliplatin.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Versuche mit der Literatur und mit

frheren Zelllinien verglichen.
4.1 Morphologie

Die morphologischen Eigenschaften von CCC-5 entsprechen denen einer typischen
Zelllinie eines Adenokarzinoms und entsprechen in vielerlei Hinsicht denen anderer
CCC-Zelllinien. Die wenigen Zelllinien, die in der Literatur genau charakterisiert

wurden, weisen wie auch CCC-5 ein epithelartiges Wachstumsmuster als Monolayer
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auf.94111.121,123,126 Das Wachstumsmuster des Monolayers ist typisch fiir Karzinome,
da diese aus Epithelzellen bestehen, die Uber verschiedene Integrine stets starken
Zell-Zell-Kontakt haben und daher im Gegensatz zu z.B. Sarkomen als eine
konfluierende Schicht wachsen.

CCC-5 zeigt wie auch andere CCC-Zelllinien kleine homogene, polygonale Zellen mit
wenig Zytoplasma und groBen Zellkernen und zwischengelagerte groRere
Zellen 9105111126 Dje Zellkerne weisen haufig Atypien wie Anisonukleose und
Pleiomorphie auf, was ein Zeichen fur Malignitat ist. In einigen Zellen sind Mitosen zu
erkennen, doch nur in wenigen. Die wenigen Mitosen und die zwischengelagerten
grolien Zellen lassen darauf schlie3en, dass die Zelllinie eher langsam wachst. Dies
stimmt mit der klinischen Beobachtung Uberein, dass der Patient, aus dessen
Pleuraerguss CCC-5 etabliert wurde, ein Langzeituberlebender ist. Auch die mittlere
Verdopplungszeit der Zelllinie von 60,5 Stunden stimmt mit dieser Vermutung Uberein.
Die in der Literatur beschriebenen Verdopplungszeiten von CCC-Zelllinien schwanken
zwischen 29 und 180 Stunden, doch liegen die meisten Verdopplungszeiten unter 50
Stunden_94,99,101—103,105,111—113,115,117,121,122,126—129 Daher ist die Verdopplungszeit von
60,5 Stunden als normal bis lang einzustufen.

Die in der PAS-Reaktion nachgewiesene Mucusproduktion unserer Zelllinie ist typisch
fur eine CCC-Zelllinie, da Cholangiozyten im Gegensatz zu Hepatozyten Mucus
produzieren und sezernieren. Dies stellt ein Kriterium zur Unterscheidung zwischen
HCC und CCC dar.102.111,126,145

Insgesamt lasst sich sagen, dass CCC-5 wichtige Merkmale aufweist, die fur eine

Karzinomzelllinie eines CCC typisch sind.

4.2 Proteinanalyse

Zur weiteren Charakterisierung von CCC-5 wurden mittels Immunhistochemie und
Western Blot die Expression verschiedener Proteine untersucht.

Zytokeratine sind die wichtigsten Intermediarfilamente epithelialer Zellen. Da es uber
20 Subtypen von ihnen gibt und diese in verschiedenen Organsystemen und in
verschiedenen Tumorentitdten unterschiedlich haufig exprimiert sind, sind
Zytokeratine gut zur immunhistochemischen Analyse von Karzinomen geeignet. Zwar
gibt es zwischen verschiedenen Organsystemen Uberlappungen im

Zytokeratinmuster, doch einige Zytokeratine konnten in der Vergangenheit als
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spezifisch fir Organsysteme oder Karzinomarten identifiziert werden.!45.146
Cholangiozyten exprimieren im physiologischen Zustand, unabhangig von ihrer
Lokalisation im Gallengangsystem, die Zytokeratine CK7, CK8, CK18, CK19 und in
geringem Ausmal} auch CK20. Hepatozyten dahingegen exprimieren meist kein CK7
und CK19. Im Falle eines Cholangiokarzinoms bleibt die Expression der Zytokeratine
CK7, CK8, CK18 und CK19 haufig erhalten.4®

CCC-5 zeigt ein flr ein Cholangiokarzinom typisches Zytokeratinmuster. Da nur
ungefahr 17% aller CCC CK20 exprimieren, ist eine fehlende Expression dieses
Zytokeratins bei CCC-5 nicht ungewohnlich. Eine Expression von CK20 zusammen
mit einer fehlenden Expression von CK7 wirde eher auf eine Metastase eines
Karzinoms des unteren Gastrointestinaltraktes hinweisen.46.147

Es konnten starke Expressionen von CK7 und CK18 mittels Immunhistochemie und
eine Expression von CK19 mittels Western Blot nachgewiesen werden. Dieses
Zytokeratinmuster entspricht ebenfalls dem eines typischen Cholangiokarzinoms.
CKY7 wird von 93% aller CCC exprimiert und ist zusammen mit CK19, welches in 86%
aller CCC exprimiert wird, ein Hauptkriterium zur Unterscheidung zwischen HCC und
CCC."5 Kongruent zu diesen Angaben zeigte sich im Western Blot bei der HCC-
Zelllinie HepG2 und den humanen Hepatozyten keine Expression von CK19. In der
Literatur werden Haufigkeiten von CK7 bei HCC zwischen 8% und 21%
angegeben.™#514  CK19 wird in der Literatur in unter 10% der HCC
nachgewiesen. #5148 Zyr Unterscheidung zu anderen Adenokarzinomen sind CK7 und
CK19 jedoch allein nicht ausreichend, da sie auch zum Beispiel haufig in
Adenokarzinomen des Magens, der Mamma oder des Pankreas exprimiert werden. 45~
148

CK18 wird in 80% aller neoplastisch transformierten Cholangiozyten nachgewiesen,
jedoch auch in ungefahr 70% aller anderen Karzinome von Gallenblase, Pankreas,
Leber, Lunge, Magen, Kolon, Nieren, Harnblase, Mamma und Ovar.'#%'47 Somit ist
CK18 kein Unterscheidungskriterium zu anderen Karzinomarten, da dieser
Zytokeratinsubtyp ein globaler Marker der epithelialen Differenzierung ist.

Durch das Zytokeratinmuster CK7+/CK20-/CK19+ ist die Unterscheidung zu einem
HCC und auch zu einer kolorektalen Metastase deutlich nachgewiesen und es
bestatigt die in der Literatur flr ein CCC als typisch beschriebenen Expressionen von

Zytokeratinen.
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p53 ist ein Tumorsuppressor, der in gesunden Zellen nicht Uberexprimiert wird. In
unserer Zelllinie konnte eine geringe Expression von p53 festgestellt werden.

Bei zellularem Stress, wie zum Beispiel durch DNA-Schadigung hervorgerufen, wird
p53 aktiviert und fuhrt zu einem Zellzyklusarrest in den Zellzyklusphasen G1 oder G2.
Durch diesen Zellzyklusarrest ist die Zelle in der Lage, DNA-Reparaturmechanismen
zu aktivieren und die DNA-Schaden zu beseitigen. Ebenfalls kann die p53-Aktivierung
zu einer Zellapoptose fihren und so die Weitergabe von Mutationen verhindern. Bei
einer p53-Mutation, welche am haufigsten eine Punktmutation ist, kann die
Zellproliferation nicht mehr kontrolliert und die DNA-Reparatur nicht mehr aktiviert
werden. Dies fuhrt zu instabilen und apoptoseresistenten Zellen, die zu Tumorzellen
entarten kdnnen. In 40-45% aller Karzinome kann eine solche p53-Mutation detektiert
werden. Sie ist damit die haufigste genetische Veranderung in Karzinomen. 49150

Fur Cholangiokarzinome werden unterschiedliche Haufigkeiten der p53-Expression in
der Literatur genannt. Generell ist jedoch deutlich, dass CCC weniger haufig p53-
Mutationen und aberrante Expressionsmuster aufweisen als beispielsweise Kolon-,
Magen-, Lungen-, Osophagus- oder Gallenblasenkarzinome (zwischen 60 und
70%).149151 Die Haufigkeiten von p53-Mutationen und -Uberexpressionen bei CCC
schwanken in der Literatur zwischen 18 und 48%.'45152-155 Eine Uberexpression von
p53 zeigt sich nur bei Cholangiokarzinomen und noch nicht bei den
Karzinomvorstufen. Eine starke p53-Uberexpression zeigt sich bei CCC vor allem in
spateren Stadien und bei aggressiven Tumoren.'#%1%6 Somit konnte p53 als
unabhangiger Prognosefaktor fir CCC identifiziert werden, da eine p53-
Uberexpression bei CCC-Patienten meist mit einem spaten Tumorstadium und einer
unglinstigen Tumorhistologie assoziiert ist.’? Zwischen iCCC und eCCC gibt es
ebenfalls haufig Unterschiede in der p53-Expression. Simbolo et al. erlauterten 2014
in ihrer Studie, dass nur 8,6% der iCCC eine p53-Mutation aufwiesen. Dahingegen
waren es bei eCCC 17,5%."%2 Und sogar innnerhalb der eCCC konnten Unterschiede
der p53-Expressionen nachgewiesen werden, da Diamantis et al. in ihrer Studie
herausfanden, dass je distaler das eCCC liegt, die aberranten p53-Expressionen
steigen.’” Somit lasst sich vermuten, dass die Haufigkeit einer aberranten p53-
Expression bei einem CCC mit der Entfernung zum Leberparenchym steigt.

All diese Studien unterstitzen die Aussage, dass es sich bei der maRigen Expression
von p53 in unserer neuen Zelllinie CCC-5 um einen typischen Befund handelt. CCC-5

wurde aus einem eCCC eines langzeituberlebenden Patienten etabliert. Ein Vergleich
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mit den bisher in der Literatur erschienenen Zelllinien ist schwierig, da nur zwei dieser
Studien die p53-Expression untersuchten. Jedoch konnten auch Ojima et al. und Ku
et al. bei all ihren Zelllinien eine p53-Expression nachweisen.%*130

Weiterhin erfolgte die Analyse von Sox9 (Sex-determining region Y-box gene 9), einem
Zielgen des Notch-Signalweges. Sox9 ist als Protoonkogen bekannt und konnte schon
in mehreren Tumorentitaten nachgewiesen werden.’®-1%0 Dje Rolle des Notch-
Signalwegs in der embryonalen Differenzierung von Gallengangen und in der
Karzinogenese verschiedener Tumorentitaten wurde in den letzten Jahren vielfach
untersucht.'6-163  Der Notch-Signalweg flhrt Uber Zell-Zell-Kommunikation zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Bindet ein Notch-Ligand an seinen Rezeptor,
fuhrt dies zur proteolytischen Abspaltung der Notch-Intrazellular-Domane (NICD).
Diese transloziert dann in den Nukleus, wo sie an das DNA-bindende Rekombinations-
Signal-bindende Protein Jk (RBP Jk) bindet und dieses von einem inaktiven in einen
aktiven Zustand konvertiert. Dies resultiert dann in der Transkription von Notch-
Zielgenen, wie zum Beispiel Sox9.'%* Sox9 ist ein Transkriptionsfaktor der HMG-
Superfamilie und ist normalerweise wahrend der Embryogenese in verschiedenen
Organen exprimiert. Seine physiologische Aufgabe besteht darin, Zellen wahrend der
embryonalen Entwicklung der Organe in einem undifferenzierten Zustand zu halten.6®
Da wir eine Expression von Sox9 in CCC-5 nachweisen konnten, sprechen unsere
Ergebnisse also fur eine Aktivierung des Notch-Signalweges in CCC. Dies steht in
Ubereinstimmung mit Studien, die zeigten, dass Notch in HCC, PSC und auch in CCC
haufig hochreguliert ist.162.166.167 E| Khatib et al. wiesen nach, dass Notch in der Lage
ist, Hepatozyten zu iCCC-Zellen zu transformieren. Ebenfalls stellten sie eine Notch-
Aktivierung in den Zelllinien TFK-1, EGI-1 und SZ1 fest. Eine Notch-Aktivierung kann,
gemeinsam mit einer p53-Inaktivierung, in vivo zu einer erhdhten Tumorlast fihren
auch die epithelial-mesenchymale Transition férdern, welche eine Rolle bei der
Tumorinvasivitat und bei Chemotherapieresistenzen spielt.'? Yoon et al. wiesen sogar
nach, dass eine Notch-Hochregulation zu einer schlechteren Prognose bei eCCC
flhrt.'68 Zwar ist die Rolle von Sox9 bei CCC noch nicht eindeutig geklart, doch spricht
die nachgewiesene Expression von Sox9 bei unserer Zelllinie CCC-5 ebenfalls dafir,
dass Sox9 bei der Proliferation von CCC-Zellen eine Rolle spielt und der Notch-
Signalweg bei CCC hochreguliert ist.

Ebenfalls konnten wir in CCC-5 eine Expression von STAT3 und p-STAT3
nachweisen. STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) ist ein
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Transkriptionsfaktor der STAT-Familie. STAT3 ist Teil der JAK-STAT-Kaskade, welche
in verschiedenen soliden Tumoren und bei Leukamie als hochreguliert nachgewiesen
werden konnte.'®® JAK wird von verschiedenen Zytokinen und Hormonen aktiviert,
zum Beispiel IL-6 und Prolaktin. Dies ist interessant, da Prolaktin im Rahmen einer
Obstruktion von Gallenwegen vermehrt von Cholangiozyten produziert wird. IL-6 ist
ein wichtiges inflammatorisches Zytokin, welches ebenfalls bei Gallenwegsinfektionen
produziert wird.'®® Ebenfalls kann STAT3 durch Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden. Wird der STAT-Rezeptor aktiviert,
phosphoryliert STAT, dimerisiert an seiner SH2-Domane und kann sich so von seinem
Rezeptor 16sen. Das STAT-Dimer transloziert daraufhin in den Nukleus, wo es an die
DNA bindet und die Transkription bestimmter Gene auslost. 6170 Die Bedeutung von
STATS fur die Kanzerogenese wurde in den letzten Jahren vermehrt untersucht, da
STAT3 zu Proliferation, Antiapoptose und zellularer Transformation fuhrt. Dies konnte
dadurch erklart werden, dass die Zielgene von STAT3 flr antiapoptotische und
proliferationssteigernde Proteine wie Bcl-xl, Mcl-1, Bcl-2, Cyclin-D1, Myc oder VEGF
kodieren.'.172" Als typischer, in Tumoren aktivierter ,second messenger‘ konnte
STAT3 auch in  Cholangiokarzinomen als vermehrt exprimiert nachgewiesen
werden.85169.173.174 Dokduang et al. konnten 2014 bei CCC-Patienten und -Zelllinien
nicht nur eine gesteigerte Expression von STAT3 und einen Zusammenhang zwischen
inflammatorischen Reaktionen und STAT3-Aktivierung nachweisen, sondern auch
eine signifikante  Assoziation zwischen STAT3-Expression und kurzerer
Uberlebenszeit. Dies kénnte STAT3 in der Zukunft zu einem prognostischen Marker
fur Cholangiokarzinome machen.'”3

Somit ist die Expression von STAT3 und p-STAT3 in CCC-5 kongruent zu den
Ergebnissen der bisher durchgefuhrten Studien an CCC-Zelllinien und lasst stark
vermuten, dass die JAK-STAT-Kaskade und STAT3 im Besonderen beteiligt sind an
der Karzinogenese von Cholangiokarzinomen und somit auch als Marker fiir CCC eine
Rolle spielen kdnnen.

Wie auch schon die CCC-Zelllinien EGI-1, SKChA-1, TFK-1, M156, M214, OCA-17
und KKU-100"74175 konnten in unserer Zelllinie CCC-5 Expressionen von ERK1/2 und
der aktiven, phosphorylierten Form p-ERK nachgewiesen werden. Die ,Extrazellulare
Signal-regulierte Kinase“ (ERK) ist eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), die
als Haupteffektor des Ras-Onkoproteins agiert. Die MAPK-Signalwege werden alle

durch eine GTPase-regulierte Kinase (MAPKKK) initiiert. Diese aktiviert eine weitere
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Kinase (MAPKK) und diese wiederum aktiviert die Effektorkinase (MAPK). In dem
ERK-MAPK-Signalweg sind die GTPase Ras und die Kinasen Raf, MEK und
ERK1/2.176 Der ERK-MAPK-Signalweg wird durch Wachstumsfaktoren, Cytokine und
durch Inflammation aktiviert. Auch Gallensauren kdnnen ERK und den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) aktivieren.'”” Die Aktivierung von ERK fiihrt zu einer
Phosphorylierung und  Aktivierung von verschiedenen zytoplasmatischen
Signalproteinen und von Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Genexpression von
Genen induzieren, die fur Proteine wie CREB (cyclic AMP response element-binding
protein), Elk-1 (ternary complex factor), STAT1/3 und c- und n-Myc kodieren. Diese
Proteine fUhren zu Zelliiberleben, -motilitat und -teilung.'’6178 Der ERK-MAPK-
Signalweg hat auch Verbindungen zu anderen Signalwegen, wie dem PI3K-AKT-
mTor-Signalweg, der ebenfalls durch Zytokine und Inflammation aktiviert wird und
auch einen wichtigen Signalweg fur Zellteilung, -metabolismus und -Uberleben
darstellt.”® Die beiden Signalwege sind sehr wichtige Bestandteile der Karzinogenese
verschiedener Tumorentitaten und konnten schon mehrfach als GbermaRig aktiviert in
Tumoren nachgewiesen werden.'”®-81 Auch bei Cholangiokarzinomen wurde die
Bedeutung von ERK und AKT in den letzten Jahren viel untersucht. In verschiedenen
CCC-Zelllinien und auch in Tumorgewebe konnten Aktivierungen der PI3K-AKT-
mTOR- und ERK-MAPK-Signalwege festgestellt werden.'74'75 Eine UbermaRige
Expression von ERK konnte in ca. 58% aller untersuchten CCC festgestellt
werden.'”>178 Dies lasst sich damit erklaren, dass in CCC viele Signalwege aktiviert
werden, wie zum Beispiel Uber EGFR oder IL-6, sowie aktivierende Mutationen bei
Ras, K-ras und Braf vorliegen, welche ERK aktivieren.174.175.178.182 Aych kommt es im
Falle eines CCC haufig zu einem Gallestau, welcher durch die erhohte
Gallensaureexposition zu einer erhohten ERK-Aktivierung in den Cholangiozyten
fuhrt.777:183 Trotz der nachgewiesenen Aktivierung von ERK im CCC konnte bisher kein
signifikanter Uberlebensnachteil bei Patienten mit erhohtem ERK1/2 und AKT
nachgewiesen werden, wie dies zum Beispiel bei Mamma-, Kolorektal- oder
Pankreaskarzinomen der Fall ist.”® Jedoch konnte sich aus der Erkenntnis, dass die
ERK-MAPK- und PI3K-AKT-mTOR-Signalwege in CCC hochreguliert sind, eine neue
Therapieoption ergeben, da es maglich ist mit Multikinaseinhibitoren, wie zum Beispiel
Sorafinib und Sunitinib, beide Signalwege zu blockieren und so das
Tumorzellwachstum zu inhibieren. Tatsachlich zeigen experimentelle Daten, dass dies

maoglich ist.’74175.184 Neben CCC-5 zeigten auch die anderen von uns getesteten
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Tumorzelllinien Expressionen von ERK 1/2 und p-ERK, wohingegen die getesteten
humanen Hepatozyten keine Expression von ERK aufwiesen. Dies bestatigt die
Annahme, dass der ERK-MAPK-Signalweg einen wichtigen Bestandteil der
Karzinogenese von Lebertumoren darstellt.'77.178.184

HNF-4a (hepatocyte nuclear factor 4a) ist ein nuklearer Rezeptor, der Metabolismus,
Zellverbindungen, -differenzierung und —proliferation in Epithelien der Leber und des
Darms reguliert. Auch in den Epithelien von Pankreas, Nieren und Magen wird
HNF-4a physiologisch exprimiert. Es gibt zwei verschiedene Isoformen, die in
unterschiedlichen Geweben exprimiert werden. Hepatozyten beispielsweise
exprimieren nur die Isoform P1, wohingegen Darmepithelien P1 und P2 exprimieren
konnen.'® HNF-4a ist essentiell fir die friihe embryologische Entwicklung und die
Funktion der adulten Leber.'® Jedoch spielt HNF-4a auch eine Rolle bei der
inflammatorischen Karzinogenese verschiedener Tumorentitaten und vor allem bei der
Entwicklung und Progression des HCC.'85.187-18 HNF-4q ist normalerweise in der
Lage, inflammatorische Signalwege wie den IL-6/STAT3-Signalweg zu inhibieren.
Kommt es jedoch zu einer Mutation von HNF-4a, kann es diese Signalwege nicht mehr
inhibieren und es kommt zur Karzinogenese.'®® Auch inflammatorische Zytokine wie
TGF-B oder TNF-a kénnen HNF-4a inhibieren und so die Tumorprogression
beschleunigen.88190 | azarevich et al. beobachteten 2004, dass der Verlust von
HNF-4a bei HCC zu einem progressiveren Phanotyp und somit zu einer schlechteren
Prognose fiihrt.’®! Bei HCC konnten Tanaka et al. beobachten, dass meist die Isoform
P1 zwar inhibiert wird, jedoch im neoplastischen Zustand die Hepatozyten nun haufig
die Isoform P2 exprimieren. Dies kdonnte darauf hinweisen, dass die beiden Isoformen
unterschiedliche Signalwege ansteuern und unterschiedlich aktiviert werden
konnen. 187

Von den von uns untersuchten Zelllinien zeigten nur die humanen Hepatozyten und
die HCC-Zelllinie HepG2 eine Expression von HNF-4a. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass Hepatozyten HNF-4a physiologischerweise exprimieren und die
Zelllinie HepG2, wie schon in friheren Studien bestatigt, ebenfalls HNF-4a
exprimiert.'86.192 Zwar ist HNF-4a in Tumorzellen haufig inhibiert, doch kénnte die
Expression bei HepG2 dadurch zustande kommen, dass in HCC die Isoform P2 haufig
reexprimiert wird. Die untersuchten CCC-Zelllinien zeigten dahingegen keine
Expression von HNF-4a, was ebenfalls zu erwarten war, da bisher nicht bekannt ist,

dass Cholangiozyten HNF-4a exprimieren.
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4.3 Chemosensitivitat

Zwar ist die chirurgische Resektion die einzige potentiell kurative Therapie fir
Cholangiokarzinome, doch sind nur wenige Tumoren bei der Diagnosestellung noch
resektabel. Daher ist die Verwendung von Chemotherapeutika ein wichtiger
Bestandteil der Therapie von CCC, obwohl die biliaren Tumoren allgemein als resistent
gegeniliber Chemotherapeutika gelten.”® Trotzdem konnte in einer Studie von
Glimelius et al. festgestellt werden, dass eine Chemotherapie bei CCC und
Pankreaskarzinomen einer palliativen supportiven Therapie (best supportive care,
BSC) in Hinsicht auf Uberleben und Lebensqualitat Uberlegen ist.”319% Lange Zeit war
Gemcitabin als Monotherapie das Standardtherapieregime.’® Doch 2010 konnten
Valle et al. in ihrer ABC-02-Studie belegen, dass die Kombination von Gemcitabin und
Cisplatin, ein Platinderivat, das durch Alkylierung der DNA zu einem Abbruch der
Replikation fihrt’®* im Vergleich zu einer Monotherapie mit Gemcitabin bessere
Ergebnisse bei der medianen Uberlebenszeit (11,7 vs. 8,1 Monate) und bei dem
progressionsfreien Uberleben (8,0 vs. 5,0 Monate) lieferte.”"-72 Seit 2010 besteht die
Standardtherapie fur fortgeschrittene, nicht-resektable CCC daher in einer
Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin.”"”3 Bei Patienten mit renaler Insuffizienz
ist die Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Cisplatin kontraindiziert. In einem
solchen Fall kann Cisplatin durch Oxaliplatin ersetzt werden.”® Oxaliplatin ist ein
Platinderivat mit einem Diaminocyclohexyl-Ligand. Der genaue Wirkmechanismus von
Oxaliplatin ist noch nicht geklart, doch scheint das aktivierte Oxaliplatin Platin-DNA-
Addukte zu erzeugen, die die Replikation der DNA unterbrechen.”#75

Da derzeit die mittlere Uberlebenszeit unter Chemotherapie bei CCC lediglich 14
Monate betragt, werden stets viele Alternativen untersucht. 5-Fluoruracil (5-FU) ist wie
auch Gemcitabin ein Pyrimidinanalogon und hemmt durch den Einbau in die DNA unter
anderem die Thymidilatsynthase.'%* 5-FU konnte vor allem in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika wie Cisplatin oder Epirubicin recht gute Ergebnisse bei der
Therapie von biliaren Tumoren erzielen.”® Vor allem eine Kombinationstherapie aus 5-
FU, Cisplatin, a2b-Interferon und Doxorubicin konnte eine Ansprechrate von 21% und
eine gute mediane Uberlebenszeit von 14 Monaten aufweisen.'®® Jedoch konnte
nachgewiesen werden, dass eine modifizierte Kombinationstherapie aus Gemcitabin

und Oxaliplatin (NGEMOX) bessere Uberlebenszeiten bei Gallenblasenkarzinomen
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erzielen konnte als eine Therapie mit 5-FU oder eine supportive Therapie.”® Eine
Kombination aus Capecitabin, ein 5-FU Prodrug, und Oxaliplatin zeigte nur gute
Ergebnisse bei eCCC und Karzinomen der Ampulla Vateri, nicht aber bei iCCC.”®

Irinotecan ist ein semisynthetisches Derivat von Camptothecin, das aus dem
Camptotheca acuminata-Baum gewonnen wird. Nach der Konversion in seine aktive
Form inhibiert Irinotecan die DNA-Topoisomerase-1 und stoppt somit die DNA-
Synthese und fiihrt zu Einzelstrangbriichen und zum Zelltod von Tumorzellen.”5194
Irinotecan erwies sich als effektives Therapeutikum bei Colonkarzinomen und konnte
in einer Studie auch bei Pankreaskarzinomen, in Kombination mit Oxaliplatin,
Leucovorin und 5-FU bessere Uberlebenszeiten, langeres progressionsfreies
Uberleben und besseres Ansprechen als Gemcitabin allein aufweisen. Jedoch zeigte
Irinotecan auch eine erhdhte Toxizitdt und scheint daher eher fir junge, gesunde
Patienten geeignet zu sein.”” Sun et al. konnten zwar nachweisen, dass sich bei einer
Kombinationstherapie aus Gemcitabin und Irinotecan zur Behandlung
fortgeschrittener CCC und Pankreaskarzinomen das Ansprechen auf die Therapie
verbessert, doch konnten sie keinen Uberlebensvorteil gegeniiber der Monotherapie
mit Gemcitabin beobachten.”® Als Kombinationstherapie mit Oxaliplatin konnte
Irinotecan nicht empfohlen werden, da Karachaliou et al. 2010 zeigten, dass diese
Kombination nur eine maRige Antitumoraktivitdt aufwies und die mediane
Uberlebenszeit nur 9,2 Monate betrug.”® Eine Kombinationstherapie aus Irinotecan,
Gemcitabin und dem EGFR-Antikorper Panitumab zeigte 2013 eine mediane
Uberlebenszeit von 12,9 Monaten und ein medianes progressionsfreies Uberleben von
9,7 Monaten. Diese Kombinationstherapie wurde von den untersuchten Patienten
recht gut vertragen und es zeigten sich im Vergleich zu anderen Therapieschemata
gute Ergebnisse.”®’® Somit konnte, bei Versagen einer Kombinationstherapie aus
Gemcitabin und Cisplatin, Irinotecan in Kombination mit anderen Chemotherapeutika
als zweite Therapie (second-line) verwendet werden. Die Anwendung zweiter und
sogar dritter Chemotherapieschemata bei Versagen der ersten Therapie wird
bezlglich des CCC kontrovers diskutiert. Einerseits konnten zum Beispiel Wiazzane
et al. 2013 in einer kleinen Studie mit 23 iCCC-Patienten nachweisen, dass die Anzahl
der Chemotherapien mit einem besseren Uberleben assoziiert waren.8® Andererseits
konnten Lamarca et al. 2014 in ihrem systematischen Review keine klare Empfehlung

fur eine Zweitlinien-Chemotherapie aussprechen, da diese nur fur einige
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Patientengruppen Vorteile zu haben scheint und bei diesen der Evidenzgrad zu niedrig
war.8

In der vorliegenden Studie wurden drei Agenzien mit wie oben erwahnt
unterschiedlichem Wirkmechanismus untersucht: Irinotecan, Oxaliplatin und
Gemcitabin.

Es ist interessant zu beobachten, dass unsere Zelllinie CCC-5 im MTT-Assay nur ein
signifikantes Ansprechen auf Irinotecan zeigte. Der Patient, aus dessen Pleuraerguss
CCC-5 etabliert wurde, zeigte initial auch ein gutes Ansprechen auf eine
Kombinationstherapie aus Gemcitabin und Cisplatin. Nach einem Tumorprogress
konnte nochmals ein gutes Ansprechen auf eine Monotherapie mit Gemcitabin erreicht
werden. Ferner erhielt der Patient wie eingangs aufgefiihrt eine Kombinationstherapie
aus Oxaliplatin und Capecitabin. Es konnte sein, dass es durch die Behandlungen mit
Gemcitabin und Oxaliplatin zu einer Selektion von Tumorzellen kam, die Resistenzen
gegen diese beiden Chemotherapeutika aufweisen und daher in vitro kein Ansprechen
der Zellen auf Gemcitabin und Oxaliplatin nachzuweisen war. Das ist zwar noch
ungesichert, doch weil3 man, dass sich unter chemotherapeutischer Behandlung
Resistenzen gegen Chemotherapeutika durch Mutationen in verschiedenen
Signalwegen entwickeln kénnen. Die Mechanismen sind derzeit noch nicht vollends
nachvollziehbar, jedoch deuten Studien auf die wichtige Rolle hin, die PI3K-AKT- und
Raf-MEK-ERK-Signalwege bei der Entstehung von Chemotherapieresistenzen zu
spielen scheinen.’® Eine Studie von Zhang et al. zeigte, dass das Protein 14-3-3-Z in
Cholangiokarzinomen in der Lage ist, den ERK-Signalweg konstant zu aktivieren und
zu Chemotherapieresistenzen zu fiihren.'¥” Eine (bermaRige Aktivierung des Raf-
MEK-ERK-Signalweges kann in einigen Tumorentitditen auch Uber die
Uberexprimierung von Raf zu Resistenzen gegen bestimmte Chemotherapeutika
fihren.% Auch PI3K und Akt konnten in einigen Studien als auslésende Faktoren von
Chemotherapieresistenzen bei verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen
werden.'® Auch der Notch-Signalweg kann zu einer epithelial-mesenchymalen
Transformation von Cholangiozyten fihren und so zu einer Therapieresistenz
beitragen, auch wenn die genauen Mechanismen hierbei noch nicht geklart sind.'62 Da
in unserer Zelllinie CCC-5 sowohl ERK als auch Sox9 stark exprimiert sind, darf man
annhemen, dass zumindest einer der angesprochenen Signalwege bei CCC-5

Mutationen aufweist, die zu einer Chemotherapieresistenz geflihrt haben kénnten.
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Diskussion

Unsere Ergebnisse und der klinische Verlauf des Patienten bestatigen die bereits
erwahnte Studie von Wiazzane et al., in der gezeigt wurde, dass bei Resistenzen
gegenuber Erstlinientherapie eine Zweit- und Drittlinienchemotherapie sinnvoll sein
kann.8 Unter insgesamt vier unterschiedlichen Chemotherapieregimen Uberlebte der
Patient mehr als 35 Monate.

Weiterfuhrende Untersuchungen erscheinen sinnvoll, um zu untersuchen, ob
Irinotecan, in Kombination mit anderen Chemotherapeutika oder eventuell einem
EGFR-Inhibitor, fir Patienten mit Resistenz gegenuber einer Erstlinientherapie eine

maogliche Alternative zu den Standardtherapieregimen darstellen kdnnte.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Es ist uns gelungen, aus dem Pleuraerguss eines langzeituberlebenden Patienten mit
CCC eine neue cholangiozellulare Zelllinie zu etablieren. Die CCC-Zelllinie CCC-5
zeigt eine flir ein Cholangiokarzinom typische Morphologie, typische
Proteinexpressionen und eine Chemosensitivitat fur Irinotecan. Zwar kdnnen aus den
Ergebnissen unserer Untersuchungen an CCC-5 noch keine neuen therapeutischen
oder pathophysiologischen Erkenntnisse abgeleitet werden, doch ist die Etablierung
neuer CCC-Zelllinien fur die Grundlagenforschung an Cholangiokarzinomen eine sehr
wichtige MaRnahme. Mit neuen Zelllinien kann die Heterogenitat dieser Tumorentitat
besser dargestellt werden und wir stellen anderen Forschungsgruppen mit Fokus auf
das CCC ein neues in-vitro-Modell zur Verfligung, welches durch seine niedrige
Passagenzahl sehr wahrscheinlich noch viele urspringliche Tumorcharakteristika
abbildet. Aulderdem konnten wir durch unsere Ergebnisse viele Studien an anderen
CCC-Zelllinien und an CCC-Patienten bestatigen. Zusatzlich kbnnen wir durch die
Beobachtung des klinischen Verlaufs unseres Patienten die Beobachtung
unterstitzen, dass eine Zweit- und Drittlinientherapie fur CCC-Patienten zu einem
langeren Uberleben fihren kann.8% Insbesondere Irinotecan koénnte als
Zweitlinientherapie in Frage kommen und sollte in weiteren Studien diesbezlglich

untersucht werden.
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