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1 Einleitung

1.1 Das cholangiozellulare Karzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das cholangiozelluldre Karzinom (CCC) ist eine maligne Erkrankung, die sich
vom Epithel der Gallenwege ableitet und charakterisiert ist durch eine duflerst
schlechte Prognose.?>?? Entsprechend der Anatomie der Gallenwege wird das
CCC in intrahepatische (iCCC), perihildre (pCCC) und distale extrahepatische
(dCCC) Subtypen unterteilt.?19%132 Zwar ist das CCC die hiufigste maligne
Erkrankung der Gallenwege und seine Subform iCCC représentiert nach dem
hepatozelluldren Karzinom (HCC) die zweithdufigste primére Tumorerkrankung
der Leber, dennoch machen die Gallengangstumoren nur 3 % der gastrointestina-
len Tumoren aus und sind folglich vergleichbar selten.'” Die Krebserkrankungen
des hepatobilidren Systems sind global verantwortlich fiir 13 % der krebsbeding-
ten Todesfélle, von diesen wiederum konnen 10-20 % den CCC zugeschrieben
werde. %5 Zum Diagnosezeitpunkt sind die Patienten im weltweiten Durchschnitt
iiber 50 Jahre alt; In westlichen Industrienationen macht sich die Krankheit
durchschnittlich erst im siebten Lebensjahrzent klinisch bemerkbar, dabei ist
eine Diagnosestellung vor dem 40. Lebensjahr sehr selten.?>!% Minner haben
gegeniiber Frauen ein leicht erhihtes Lebenszeitrisiko (m:w = 1,2-1,5:1). 91,149,169
In Stidostasien, insbesondere in Thailand, werden die hochsten CCC-Inzidenzen
registriert (50-113/100.000 Einwohner); westliche Industrienationen liegen da-
gegen deutlich niederiger (Australien: 0,1-0,2/100.000 Einwohner).'4%1% Die
verschiedenen lokalen CCC-Haufigkeiten beruhen moglicherweise auf der unter-
schiedlichen Verteilung und Auspragung spezifischer genetischer und umwelt-

bezogener Riskofaktoren.!™!% In den letzten Jahrzehnten konnte ein globaler



Anstieg der Inzidenzen und Mortalitétsraten der iCCC beobachtet werden. Die
Héufigkeiten und Sterblichkeitsraten der extrahepatischen CCC (eCCC) zeigten
sich dabei unverindert oder sogar riickliufig.>>7135 Einige Risikofaktoren und
ihre Assoziation zu den spezifischen CCC-Typen konnten aufgedeckt werden.
So gehen Erkrankungen der Gallenwege sowie Storungen des Galleflusses mit
einem erhohten CCC-Risiko einher. Zu dieser Gruppe zéhlen beispielsweise

157,190 und die

die primér sklerosierende Cholangitis,?"3¢4176 Gallengangszysten
Hepatolithiasis. ¥2%%9 Die Privalenz der Gallengangszysten sowie der Hepatoli-
thiasis ist in asiatischen Lindern erhoht. %157 Auch chronische Entziindungen
des Leberparenchyms gehen mit einem erhéhten iCCC-Risiko einher. Dies trifft
vor allem auf parasitiare Infektionen durch Saugwiirmer wie Opisthorchis viverrini
und Clonorchis sinensis zu, die endemisch in asiatischen Léndern vorkommen
und dort ein groRes gesundheitliches Problem darstellen. 156 Weitere mdogliche
Risikofaktoren wie beispielsweise die Leberzirrhose, Nikotin- sowie Alkoholabusus,
das metabolische Syndrom sowie Diabetes mellitus sind Gegenstand aktueller
Forschung. 118169 Die meisten CCC sind sporadischen Ursprungs und das Vorlie-
gen eines der bekannten oder vermuteten Risikofaktoren kann nicht ausgemacht

werden. 25,80,169

1.1.2 Diagnostik und Staging

Die klinische Préasentation der Gallengangstumoren ist unspezifisch und zur
endiiltigen Diagnose miissen verschiedene diagnostische Verfahren kombiniert
werden.!?® CCC sind initial meist asymptomatisch und werden erst im Ver-
lauf klinisch auffillig. Dies fiihrt zu einer spéaten Diagnose und aufgrund des
fortgeschritteneren Erkrankungsstadiums zu einer schlechten Prognose. 12215
[CCC-Patienten préasentieren sich am haufigsten mit abdominellen Schmerzen
(38-51,7 %) gefolgt von Ikterus (28 %).1%%18 Klinisch manifeste Tumoren sind
verglichen mit asymptomatischen iCCC weitaus seltener resektabel (25 % vs.
58 %).%® Das Leitsymptom der eCCC ist der schmerzlose, obstruktive Ikte-
rus oder eine obstruktionsbedingte Cholangitis.?*” Die meisten Patienten mit
CCC weisen zusétzlich systemische Zeichen einer malignen Erkrankung auf, wie

Gewichtsverlust und Nachtschweif. 2109180 Zyym breiten Spektrum der Differenzi-



aldiagnosen gehoren unter anderen das HCC, Pankreastumoren, Lebermetastasen,
Gallensteine, bilidre Strikturen sowie Cholangitiden.®” Durch die Heterogenitéit
der CCC beziiglich des unterschiedlichen Wachstumsverhaltens und Lokalisation
im Gallengangssystems gestalten sich eine friithe Diagnose und ein genaues Sta-
ging als herausfordernd.”™ Da die chirurgische Entfernung des Tumors die einzige
kurative Option darstellt, ist eine rasche Kldrung der Resektabilitat fiir das
Uberleben des Patienten entscheidend. ™3 Eine histologische Aufarbeitung von
Gewebeproben aus verddchtigen Léasionen und Lymphknoten ist trotz moderner
bildgebender Verfahren zur Diagnosesicherung und zur Planung des weiteren
therapeutischen Procederes unerlisslich.'? In vielen chirurgischen Zentren wird
bei Patienten mit in der Bildgebung resektabel erscheinenden Tumoren zum
Ausschluss lokaler Metastasierung eine Staging-Laparoskopie durchgefiihrt. 9139
Carbohydrate associated antigen 19-9 (CA 19-9) ist ein Serummarker fiir Tumoren
des oberen Gastrointestinaltraktes und der am meisten untersuchte Tumormarker
fiir maligne Erkrankungen der Gallenwege.®’ Dieses Glykoprotein kann aller-
dings auch bei gutartigen Erkrankungen der Leber, der Gallenblase oder des
Pankreas im Serum erhoht sein und féllt bei CCC-Patienten mit Lewis-Antigen-
negativer Blutgruppe falsch negativ aus. %6 Neben der diagnostischen Rolle
in der Detektion von CCC und Unterscheidung von iCCC und HCC besitzt
dieser Serummarker fiir Patienten mit CCC auch eine prognostische Aussage-
kraft. 121:165:166 Der diagnostische Nutzen anderer Tumormarker wie beispielsweise
CEA und CA-125 ist aufgrund der niedrigen Spezifitit ebenfalls eingeschrinkt.?!
Zum Staging von CCC stehen je nach Subtyp verschiedene Klassifikationssys-

3,20,21,45,46,65,112,144,191 B dem héufig verwendeten System

teme zur Verfiigung.
der American Joint Committee on Cancer (AJCC)/International Union Against
Cancer (UICC) handelt es sich um ein primér pathologisches Stagingsystem,
welches auf die chirurgische Gewinnung von Gewebe angewiesen ist und bis dato
als einziges eine tatsichliche Korrelation zwischen den jeweiligen Stadien und

der Uberlebenszeit der Patienten bietet. 2250



1.1.3 Karzinogenese

Die molekularen Mechanismen der cholangiozelluldren Karzinogenese und Tumor-
progression sind noch nicht genau geklirt.% Bilidre Entziindung und chronische
Cholestase sowie das Zusammenspiel der beiden spielen bei der malignen Transfor-
mation der Cholangiozyten eine Schliisselrolle.?!%! Unter diesen Milieus kommt
es zur Freisetzung von Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies, welches zu
ausgedehntem zelluldrem Stress und irreversibler DNA-Schidigung fiihrt.?® In
iCCC konnten zwei verschiedene genomische Typen charakterisiert werden: ein
inflammatorischer Typ mit Uberwiegen der Aktivierung inflammatorischer Si-
gnalwege und ein proliferativer Typ mit vorherrschender Onkogenaktivierung
einhergehend mit einer schlechteren Prognose. !> In Tierversuchen konnte gezeigt
werden, dass die kombinierte Aktivierung von NOTCH und AKT in reifen Hepato-
zyten zur iCCC-Bildung fiihrt. 47 Rezeptortyrosinkinasen, wie der IL-6-Rezeptor,
c-MET sowie die EGFR-Familienmitglieder ERBB2 und ERBB1/EGFR sind
ebenfalls entscheidend an der Cholangiokarzinogenese beteiligt.?! Zahlreiche
somatische Alterationen in Onkogenen (z.B. KRAS), Tumorsupressor-Genen
(z.B. TP53, SMAD4), epigenetischen Faktoren (IDH1/2) und chromatinmodifi-
zierenden Genen (z.B. ARID1A, BAP1 und PBMR1) wurden in CCC beschrie-
ben. 13:24:26:35,72,114 TYahei unterscheiden sich die CCC je nach unterschiedlicher
Atiologie, Ethnizitét, anatomischer Lokalisation und Tumorstadium in ihrem
Mutationsprofil. %:26:72:102,114 KR AS-Mutationen sind beispielsweise haufiger in
pCCC (22-53 %) als in iCCC (9-17 %) anzutreffen, wiahrend IDH1 /2-Mutationen

charakteristischer fiir iCCC sind. 3>

Krebsursprungszellen und Krebsstammzellen

Die Krebsursprungszelle ist diejenige normale Zelle, welche die erste(n) krebsini-
tiierende(n) Mutation(en) erhalten hat.1%7 Bei den sogenannten Krebsstamm-
zellen (CSC) handelt es sich um eine zelluldre Untergruppe innerhalb des Tumors,
welche die Féahigkeit der Selbsterneuerung sowie Bildung heterogener Zelllinien
besitzt und damit das maligne Wachstum unterhalt.!3:14%176 Beide Zelltypen
miissen nicht zwingend miteinander verwandt sein und kénnen sich phanotypisch

wesentlich von einander unterscheiden.?%140:176 CCC unterschiedlicher Lokalisati-



on im Gallengangssystem présentieren eine ausgepragte Heterogenitét, die die
Frage nach potentiell unterschiedlichen zelluldren Urspriingen der CCC-Subtypen
aufwirft.® Die Ergebnisse verschiedener Studien untermauern die Annahme,
dass sich nicht nur Cholangiozyten alleine sondern verschiedene Zelltypen zu
CCC transformieren konnen. %" Zu den potenziellen Ursprungszellen zihlen
hepatische Stammzellen, Cholangiozyten und peribiliire Driisenzellen.3? Hepati-
sche Stammzellen konnen sich sowohl in Hepatozyten als auch in Cholangiozyten
differenzieren und so kénnen Tumoren mit unterschiedlichen Phénotypen aus
ihnen hervorgehen.®® CSC kénnen von verschiedenen Stammzellnischen abstam-
men, dazu zdhlen die hepatischen Stammzellen in den Heringkandlen und die
Stammzellen innerhalb der peribilifiren Driisen.?? Diese Zellen sind hochgradig
tumorigen und werden fiir die Chemoradioresistenz und Tumorrekurrenz der

ht 13,176

CCC mitverantwortlich gemac Normalerweise machen CSC in soliden

Malignomen weniger als 3 % der Zellpopulation aus, in CCC sind es mehr als

30 % der Tumormasse.33

1.1.4 Histopathologischer Hintergrund

CCC lassen sich anhand ihrer anatomischen Lokalisation im Gallengangssystem
kategorisieren, hierzu stehen mehrere Systeme zur Verfiigung. %3258 Man unter-
scheidet grob intrahepatische von extrahepatischen Tumoren.? Nach AJCC /
UICC und dem College of American Pathologists (CAP) werden die eCCC
weiter in perihildre und distale Tumoren unterteilt.® Die frither als Klatskintu-
moren bezeichneten pCCC umfassen danach Malignome, welche zwischen den
Gallengingen zweiter Ordnung und der Vereinigung des Ductus cysticus mit
dem Ductus hepaticus communis (DHC) lokalisiert sind und beziechen héufig

3131 Gallengangstumoren des Ductus choledochus

die Hepatikusgabel mit ein.
werden als dCCC bezeichnet, dabei werden die Karzinome der Papilla Vateri und
der Gallenblase beziehungsweise des Ductus cysticus nicht zu den CCC gezéhlt,
sondern als eigenstindige Entitdten behandelt.3%186 CCC treten am hiufigsten
in perihildrer Lage, am seltensten intrahepatisch und in ca. 5 % multifokal auf

(50-67 % pCCC, 27-42 % dCCC, 6-8 % iCCC). 4478106

Fiir die mikroskopische Einteilung der CCC, bei denen es sich meistens um



Adenokarzinome handelt, existieren ebenfalls mehrere Systeme.86:1037105:175 Dy

verschiedene histologische Subtypen mit unterschiedlichen klinisch-pathologischen
und molekularen Eigenschaften assoziiert sind, ist die Unterscheidung nicht nur
im histopathologischen Sinne von Bedeutung.”#486 Dariiber hinaus gibt es die
gemischten oder kombiniert hepatozellular-cholangiozelluldren Karzinome (¢cHCC-
CCC), welche erst seit jiingerer Vergangenheit als eigener CCC-Subtyp angesehen
werden, eindeutige phanotypische Charakteristiken von sowohl CCC als auch
HCC prasentieren und ca. 0,4-14,5 % der priméaren Lebermalignome ausma-
chen. 8410412132159 Finioe Autoren schlagen vor, CCC anhand ihrer vermuteten
Ursprungszellen einzuteilen. 63284

Aufgrund der grofen Ahnlichkeit der CCC zu den Neoplasien des Pankreas
sowie zu den Neoplasien des oberen Gastrointestinaltrakts préisentiert sich das
immunhistochemische Profil der CCC als wenig spezifisch und somit kann sich
die immunhistochemische Differenzierung der CCC schwierig gestalten.!'? Dies
trifft besonders auf die Unterscheidung zwischen iCCC und Metastasen des Pan-
kreaskarzinoms oder anderer Adenokarzinome zu.”? Die Verwendung eines Panels
aus verschiedenen immunhistochemischen Markern kann zwar die Differenzie-
rung, vor allem der intrahepatischen Raumforderungen, erleichtern, dennoch sind
andere diagnostische Modalitdten und insbesondere die bildgebenden Verfahren
essenziell. ¥ CCC exprimieren hiufig die Zytokeratine (CK) 7 und 19 (CK 7:
90 %, CK 19: 84 %) sowie EpCAM.5% Typischerweise sind CCC negativ fiir
Hep Parl; genau das Gegenteil gilt fiir HCC, so dass unter anderem dieser Marker

zur Differenzierung zwischen iCCC und HCC herangezogen werden kann. %

1.1.5 Therapie und Prognose

Die amerikanische Krebsgesellschaft berichtet ein 5-Jahres-Uberleben von 24 %
fiir lokalisierte (auf die Gallengénge begrenzte) iCCC, 13 % fiir lokalisierte eCCC
sowie 1 % fiir metastasierte CCC unabhiingig vom Subtyp.! In bis zu 50 % der
Patienten besteht bei Diagnosestellung bereits eine Lymphknotenbeteiligung,
in 10-20 % eine Peritonealkarzinomatose.™ Jiingeres Lebensalter gilt als star-
ker Pradiktor fiir eine potenzielle, kurative Behandlung; im Gegensatz dazu

erhalten édltere Patienten wahrscheinlicher endoskopische Therapien in palliativer



Intention.®® Zwar stellt die chirurgische Resektion aktuell die einzige kurative
Therapieoption dar, allerdings kommen dafiir weniger als ein Drittel der Pati-
enten zum Diagnosezeitpunkt in Frage.?*"150 Die mittlere Uberlebenzeit fiir
Patienten in nicht-resektablen Stadien liegt zwischen 6 und 12 Monaten und
fiir Patienten, die keinerlei Therapie erhalten bei 3,9 Monaten.?>% Bis zu 85 %
der operierten Patienten erleiden innerhalb von 3 Jahren ein Rezidiv und die
5-Jahres-Uberlebensraten nach erfolgter Resektion liegen fiir iCCC und dCCC
bei 22-44 % sowie fiir pCCC bei 11-41 %.109:129,143,150,163,164,171 711y jetzigen
Zeitpunkt existieren keine klaren Empfehlungen fiir den Einsatz adjuvanter The-
rapien. Die Ergebnisse der kiirzlich veroffentlichten BILCAP-Studie sprechen
dafiir, dass eine sechsmonatige adjuvante Monotherapie mit Capecitabin so-
wohl das Gesamtiiberleben als auch die postoperativ rezidivireie Zeit verlangern
kann.!?® Fiir Patienten mit metastasierten oder lokal fortgeschrittenen CCC
entspricht aktuell die Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin der Chemo-
therapie der ersten Wahl.2!:5478:136,172° Atyell existieren verschiedene Richtlinien
fiir die Therapie und Versorgung von Patienten mit CCC, die sich in einigen
Bereichen wiedersprechen.®! Um die schlechte Prognose dieser Krebserkrankung

zu verbessern, bedarf es etablierten Behandlungsrichtlinien.

1.2 Experimentelle Modelle des

cholangiozelluliren Karzinoms

Préklinische Krebsmodelle stellen notwendige Werkzeuge zur Erforschung der
Biologie maligner Erkrankungen dar und kénnen nicht nur wichtige Erkenntnisse
iber die molekularen Prozesse der Karzinogenese liefern, sondern im Idealfall auch
das in-vivo-Ansprechen der Krebszellen auf spezifische Therapeutika vorhersa-

HL183,192 N an unterscheidet Tiermodelle von Modellen humanen Ursprungs.

gen
Letztere entsprechen menschlichen Malignomen, welche aufserhalb ihres Wirtskor-
pers untersucht werden; Hierzu zéhlen die klassischen Zelllinien (cancer cell lines,
CLL) und Primérkulturen, die Sphiiroide sowie die Tumor-Organoide, 111:141:174,183
Die Xenografts nehmen eine Sonderstellung ein, da sie zu beiden Modelltypen

gezahlt werden konnen.



Klassische CCL stellen seit langem einen Grundpfeiler fiir die Erforschung

87.192 Die Vorteile liegen in ihrer Homo-

der Biologie maligner Erkrankungen dar.
genitat, ihrer guten Charakterisierbarkeit, ihrem guten Zugang fiir genetische
Modifikationen sowie ihrer leichten Erhaltung und ihrem fast unerschépflichen
Wachstum in einfachen Medien. "' Aufgrund der guten Vermehrbarkeit und
leichten experimentellen Handhabung bilden die CCL die Basis fiir diverse Assays
mit hohem Zelldurchsatz, beispielsweise fiir ausgedehnte Arzneimittel-Screenings
und fiir umfangreiche genetische Untersuchungen.'* Die Zellen unterliegen je-
doch in langfristigen serum-basierten Kulturbedingungen einer starken Selektion.
Diese Selektion fiihrt einerseits zu einer sehr niedrigen Erfolgsrate mit der per-
manente Zelllinien ausgehend von soliden Tumoren etabliert werden kénnen
und andererseits vermindert sie die Ahnlichkeit der CCL zum urspriinglichen
Primértumor.'™ Viele der etablierten CCL stammen von metastasierenden oder
schnell wachsenden Tumoren und folglich besteht eine deutliche Unterrepra-
sentation der langsam wachsenden Malignome.!*! Da sich CCC nur schwer in
vitro kultivieren lassen, ist die Anzahl der verfiigbaren CCL ausgesprochen
gering. 387 So wurden die meisten Untersuchungen mit der kommerziell erhiltli-
chen CCC-CCL TFK-1 durchgefiihrt, welche von einem eCCC eines 63-jahrigen
Patienten stammt. #2192 Da, die begrenzte Anzahl an CCC-CCLs in ihrer Gesamt-
heit nicht die aufserordentliche Heterogenitit der CCC wiederspiegeln kann und
die artifiziellen Kulturbedingungen zu einer starken Selektion fiihren, resultiert
eine nur eingeschrinkte Ubertragbarkeit der in-vitro-Resultate auf die in-vivo-

174,183,192 Deshalb zeigen viele Verbindungen mit vielversprechenden

Situation.
Behandlungserfolgen in CCC-CCLs in klinischen Studien nur eingeschrénkte anti-
tumorale Wirksamkeit. '47°® Um die Spannbreite genetischer und epigenetischer
Variationen der CCC und ihrer Subtypen in der Erforschung potenzieller medi-
kamentoser Therapien miteinzubeziehen, ist die Verwendung einer suffizienten
Anzahl an CCL grundlegend wichtig. 183

Bei den Organoiden handelt es sich um eine recht neue Kultivierungsmethode,
welche auf der Einbettung von adulten Stammzellen in einer dreidimensiona-
len, die Basalmembran-imitierenden Hydrogelmatrix beruht.!#% Daraus ergeben
sich dreidimensionale, selbst-organisierende Kulturen, die beziiglich Struktur,

Funktion und Zelltypen dem Ursprungsorgan dhnlicher sind als die CCL.'? Or-



ganoide ahmen die Komplexitit des Ursprungsgewebes beziiglich Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Interaktionen nach, was unter zweidimensionalen Kulturbedingungen
nicht moglich ist.'?1™ Im Gegensatz zu den CCL konnen Organoide effizient
ausgehend von resezierten CCC-Biopsien (100 % Erfolg fiir Tumore mit > 5 % pro-
liferierenden Zellen)? und Stanzbiopsien (60 % Erfolg)!%® etabliert werden. Bei
allen Vorteilen darf nicht aufer Acht gelassen werden, dass 3D-Organoidsysteme
deutlicher zeitaufwendiger und teurer als CCL sind. Die Komplexitit der
Organoide macht diese Modelle weniger zugénglich fiir Screenings mit hohem
Probendurchsatz und erschwert die Durchfiihrung von in-vitro-Assays.*’ Da es
sich bei der Organoidkultur um ein recht junges Kultivierungssystem handelt
und viele der in-vitro-Anwendungen fiir Organoidsysteme schwierig zu etablieren
sind, muss die Rolle in der préklinischen Forschung noch weiter eruiert werden.

Tiermodelle sind essentielle Werkzeuge zur Entwicklung von neuen thera-
peutischen Strategien und diagnostischen Instrumenten, denn sie erlauben die
Erforschung der Pathophysiologie und des Ansprechens auf medikamentose The-
rapien innerhalb eines lebenden Organismus.®!™ Fiir das CCC stehen mehrere
préaklinische in-vivo-Modelle zur Verfiigung, dazu zéhlen Karzinogen-basierten
Modelle, gentechnisch verinderte Mausmodelle und Xenograft-Modelle.”* Die
Mausmodelle trugen zwar einen immensen Beitrag zum grundlegenden Ver-
stdndnis von Krebserkrankungen bei, aber der wissenschaftliche Gebrauch von
Tieren gestaltet sich als sehr arbeits- und zeitaufwendig, teuer sowie ethisch

problematisch. 3751141

1.3 DNA-Kopienzahlveranderungen

DNA-Kopienzahlverdnderungen (CNV) kénnen zahlreich in soliden Tumoren
gefunden werden.” CNV werden dabei in Kopienzahlverluste (CNL) und Kopien-
zahlgewinne (CNG) eingeteilt. CNL bezeichnen dabei eine reduzierte Anzahl
von Gen- oder Sequenzfragmentkopien im Genom und CNG bezeichnen dabei

das Vorhandensein von zusitzlichen Genkopien.!%

Dabei wird angenommen,
dass es sich bei CNV um friithe Ereignisse der Karzinogenese handelt, welche
die Bildung und das Wachstum eines Tumors vorantreiben.*? Viele dieser Aber-

rationen betreffen dabei bekannte Onkogene oder Tumorsupressorgene, deren



Expressionslevel durch die CNV verindert werden.®'?” Die Detektion und die
vergleichende Interpretation dieser Aberrationen vereinfacht die Identifikation
von Genen und Signalwegen, die in biologischen Prozessen oder Krankheiten
grundlegende Rollen spielen. '?*> Als Folge entgleister mitotischer Ereignisse treten
nach vielen Zellzyklen zu den kausalen und progressiven CNV weitere sogenannte
"Passenger Alterations"hinzu und folglich beherbergen CNV-Profile untersuch-
ter Tumoren nicht nur tumorspezifische Muster sondern eben auch zufillige
Aberrationen.*? Trotz der groRen Vielfalt an beobachteten CNV verschiedener
Tumoren, konnen CNV-Profile tumor- und gewebespezifische Charakteristiken
aufweisen. 3352181 Tumor-Subtypen des selben Ursprungsgewebes kénnen teilwei-
se durch charakteristische CNV-Spektren unterschieden werden und damit liegt
nahe, dass unterschiedliche Mechanismen genomischer Instabilitat der jeweiligen
Pathogenese zugunde liegen konnten. !¢ Die groe Bandbreite an genomischen
Verdnderungen, die aus der fiir Krebs charakteristischen, genomischen Insta-
bilitat resultiert, fiihrt dazu, dass nur fiir gewisse Tumoren die CNV-Analyse
wertvolle Informationen iiber die Lokalisation von Krebsgenen liefert und dass
sie fiir andere Tumoren informationslos bleibt.!?® Beziiglich Krebserkrankun-
gen konnen DNA-CNYV einerseits niitzliche molekulare Marker darstellen, um
prognostische Aussagen zu treffen sowie fiir die Vorhersage von Behandlungserfol-
gen, andererseits sind bestimmte CNV-Muster eines Tumortyps mit spezifischen

klinisch-pathologischen Merkmalen assoziiert.*?

1.4 Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei, aus humanem cholangiozellularem Karzi-
nomgewebe generierte Organoidzelllinien in klassische zweidimensionale Krebs-
zelllinien iiberfithrt werden. Nachdem adédquate Kulturbedingungen geschaffen
werden konnten, sollten die neuen Zelllinien charakterisiert und auf ihre Eignung
fiir in-vitro-Versuche untersucht werden. Zur besseren Vergleichbarkeit und Inter-
pretation der Ergebnisse sollten die Experimente zusammen mit der kommerziell

erhéltlichen Gallengangskrebszelllinie TFK-1 durchgefiihrt werden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Albumin Fraction V (Bovine Serum Albumin, BSA) Carl Roth
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO, TED) Sigma-Aldrich

4’ 6-diamino-2-phenylindole (DAPT) Sigma-Aldrich
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser UltraPure Thermo Fisher Scientific
Dimethylsulfoxid (DMSO) WAK-Chemie GmbH
Formaldehydlosung 4 % SAV LP GmbH
Gemcitabin (40 mg/ml) Hexal

Mowiol 4-88 Sigma-Aldrich
Phosphate Buffered Saline (PBS), ohne Ca?*/Mg**+ Life Technologies
Prestoblue Cell Viability Reagent Thermo Fisher Scientific
Propan-2-ol, Isopropanol VWR

Sorafenib Tosylat Selleckchem
Tris-Hcl-Buffer, pH 8.5 Carl Roth

Triton X-100 Sigma-Aldrich

0,25 % Trypsin-EDTA (1 x) Life Technologies
Ultrapure Dnase/Rnase-Free Distilled Water Thermo Fisher Scientific

2.2 Zellkulturmedien und -zusatze

Medien und Zuséitze Hersteller

A 83-01 Tocris

Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium (A-DMEM)  Life Technologies
B-27 Supplement (50 x) Life Technologies
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Cell Recovery Solution
Epidermal Growth Factor (EGF)

Fetal Bovine Serum (FBS), Fetal Cow Serum (FCS)

Forskolin

Freezing Medium

Gastrin (1 pM)

Glutamax (100 x)

Growth Factor Reduced (GFR) Matrigel Matrix
HEPES (1 M)

ITS Liquid Media Supplement (100 x)
Keratinocyte Serum-free Medium (K-SFM)
N-Acetylcysteine

Nicotinamide

Noggin

Penicillin Streptomycin (Pen Strep) 10.000 U/mL
Primocin

Recombinant Human FGF-10

RPMI 1640

Rspondin

Wnt3A

Y-27632 dihydrochloride

Life Technologies
Corning
Invitrogen

Life Technologies
Tocris

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Corning

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Life Technologies
Invivogen
Peprotech

Gibco

R&D Systems
Merck
Sigma-Aldrich

2.3 Kitsysteme

Kitsysteme
DNeasy Blood & Tissue Kit

Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit

SureTag Complete DNA Labeling Kit
QIAamp DNA Mini Kit

Hersteller
QIAGEN

Agilent Technologies
Agilent Technologies
QIAGEN
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2.4 Labormaterialien

Labormaterialien

Biosphere Filter Tips (10 pl, 100 pl, 1000 ul)
CELLSTAR 96-Lochplatten mit schwarzen
Lochwinden

Counting Slides

Costar Multilochplatten, steril (6-48-Loch)

Costar Stripette, steril (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Glaspipetten

Hybridization Chamber

iSpacer 0,2 mm

Konische Zentrifugenrshrchen (Falcon-Tubes) (15 ml,
50 ml)

Kryorohrchen

Nunc/Lab-Tek II Chamber Slide w/Cover
Objekttriager

Prézisionsdeckgléser

QIAamp DNA Mini QIAcube Kit

Reaktionsgeféfe (1 ml, 2 ml)

Zellkulturflaschen Nunc/EasYFlask (25 cm?, 75 cm?,
175 cm?)

Hersteller
Eppendorf

Greiner

Bio-Rad

Corning

Corning

VWR

Agilent Technologies
SunJin Lab

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Thermo Fisher Scientific
Engelbrecht

Carl Roth

QIAGEN

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific

2.5 Gerate

Gerite Hersteller
Biofuge fresco Heraeus

Einfrierbehélter Mr. Frosty
FEP20-Five Easy Plus pH-Meter
Inkubator

Thermo Fisher Scientific
Mettler Toledo

Thermo Fisher Scientific

Konfokales Mikroskop TCS SP5 Leica

Magnetrithrer RCTB IKA

MSC-Adavantage Werkbank Thermo Fisher Scientific
Megafuge 1.0R Heraeus

Mikroskop Axiovert 40C

Carl Zeiss
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NanoDrop 1000

Prézisionswaage

Pipett Boy Easypet
Rohrchen(Tube)-Rotator

QIAcube

SureScan microarray scanner

TC20 Automated Cell Counter
Vakuum-Sicherheits-Absaugsysteme
Varioskan Lux multimode microplate reader
Vortex 1

Wasserbad

Thermo Fisher Scientific
Sartorius

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
QIAGEN

Agilent Technologies
Bio-Rad

DITABIS

Thermo Fisher Scientific
IKA

Memmert

2.6 Antikorper

Priméare Antikorper

Bei allen priméren Antikorpern handelt es sich um monoklonale Mausantikorper
mit Reaktivitdt gegen humane Antigene. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde Alexa
Fluor 488 (AF 488) verwendet.

Antigen Klon Verd. Order

CK 7 OV-TL 12/30 [AF 488] 1:100 Novus Biologicals/
NBP2-47940AF488

CK 19 RCK108 1:50-100 DAKO/
MO088801-2

EpCAM  9C4 [AF 488] 1:500 Biolegend/
324210

TP53 1C12 1:2000 Cell Signaling/
2524
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Sekundire Antikorper

sek. Antikérper Konjugat Verd. Order
Goat anti-Mouse IgG ~ AF 488 1:200  Invitrogen/A-11001

2.7 In-vitro Kulturen

2.7.1 Kommerzielle Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz Order
TFK-1 humanes Gallengangskarzinom — Saijyo u.a.14?2 DSMZ / ACC 344

2.7.2 Organoide

Alle Organoidkulturen wurden aus menschlichem Tumorgewebe nach Broutier
u. a. erzeugt.?® Die verwendeten Tumorgewebe wurden durch die pathologische
Abteilung des Universitétsklinikums Carl Gustav Carus Dresden analysiert und
als Cholangiokarzinome identifiziert. Alle Patienten gaben ihr schriftliches Ein-
versténdnis (Ethikkommisionsvotum EK 120032016). Bei P68 handelte es sich
urspriinglich um ein metastasiertes iCCC und bei P83 um ein dCCC.
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3 Methoden

3.1 Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiithrt. Wenn
nicht explizit anders angegeben, wurden die eukaryotischen Zellen jeweils fiir 5
min bei 500 x g zum Pelletieren abzentrifugiert. Die Organoide und CCL wurden
bei 37 °C in einer 5 % CO,-Atmosphére inkubiert. In den Tabellen 3.1 und 3.2

sind die verwendeten Zellkulturmedien mit den Inhaltsstoffen aufgelistet.

Medium Inhaltstoffe

Basismedium A (BAM) DMEM, 20 % FBS, 1 % Pen Strep

KSFM Containing Medium (KCM)  2/3 BAM, 1/3 KSFM

Basismedium B (BBM) A-DMEM, 1 % Glutamax (100 x), 1
% HEPES, 1 % Pen Strep

CCC-Organoid-Medium (CM) siche Tabelle 3.2

Tabelle 3.1: Verwendete Zellkulturmedien

3.1.1 Klassische Zelllinien
Erzeugung klassischer Zelllinien aus Organoidkulturen

Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, wurden die CCC-Organoide in Matrigel auf
einer 48-Lochplatte kultiviert. Pro Organoid-Linie (P68 und P83) wurden 3 volle
Wells verwendet und in 200-500 pl Basismedium B (BBM) iiberfiihrt. Es erfolgte
4- bis 6-maliges Auf- und Abpipettieren der Organoidsuspensionen durch enger
geschmolzene Glaspipetten. Die Zellen wurden mit 7-9 ml BBM gewaschen.
Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml cell recovery solution resuspendiert und 20
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit 7-9 ml BBM wurden
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Zusatz Volumenverhéiltnis

Wnt3A 1:2
BBM 1:4
Rspondin 1:10
Noggin 1:10
B27 1:50
Nicotinamide 1:100
ITS Liquid Media Supplement (100 x) 1:100
N-Acetylcysteine 1:500
FGF 10 1:500
Primocin 1:500
A83-01 (500 M) 1:625
Y-27632 1:1000
Egf (1:10) 1:1000
Gastrin (1 puM) 1:1000
Forskolin 1:1000

Tabelle 3.2: CCC-Organoid-Medium (CM)

sie in 2 ml CCC-Organoid-Medium (CM) auf einer 6-Wellplatte ausgesit. Nach
Adhérenz der Zellen wurde das Medium mit einer Mischung aus 50 % CM und
50 % KSEFM Containing Medium (KCM) ersetzt. Ab der nichsten Passage
wurde nur noch KCM als Kulturmedium verwendet. TFK-1 wurde initial in
RPMI/10 % FBS kultiviert, bei der nidchsten Passage in 50 % KCM und 50 %
RPMI/10 % FBS und anschlieftend ausschliefslich in KCM.

Passagieren der Zelllinien

Das Medium wurde mindestens 2-mal wochentlich gewechselt und die Zellen ab
einer Konfluenz von 80-90 % gesplittet. P68 wurde im Splittingverhaltnis 1:2-3
alle 4-5 Tage gesplittet, P83 1:2-3 alle 5-8 Tage und TFK-1 1:10 alle 4-5 Tage.
Zum Ablosen der Zellen wurde Trypsin-EDTA verwendet (T175-Flaschen: 4 ml,
T75 Flaschen: 2 ml, T25-Flaschen: 1 ml Trypsin-EDTA). Die Reaktion wurde
mit Basismedium A (BAM) gestoppt und die in KCM resuspendierten Zellen

entsprechend ausgesit.
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Kryokonservierung

In Freezing Medium resuspendierte Zellpellets wurden in Kryoréhrchen tiberfithrt
und in mit Isopropylalkohol gefiillten Gefrierbehéalter mindestens 24 Stunden
auf -80 °C gekiihlt. Anschliefsend erfolgte die Langzeitlagerung in fliissigem
Stickstoff. Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen aus dem Stickstofftank
entfernt und in einem 37 °C warmen Wasserbad erwédrmt. Es wurden 9-10 ml
BAM hinzugegeben und anschliefiend zentrifugiert. Die Zellen wurden in KCM

resuspendiert und in einer T25-Zellkulturflasche ausgesét.

Zellzahlung

Jeweils 10 pl einer typsinisierten und gemischten Zellsuspension wurden auf
spezielle Zahlplattchen {ibertragen und mit dem TC20 automatisierten Zellzéahler
(Bio-Rad) gemessen. Jede Zellsuspension wurde 4-mal hintereinander gemessen

und der daraus errechnete Mittelwert fiir das weitere Vorgehen verwendet.

3.1.2 Organoide
Passagieren von Organoidzelllinien

Organoide wurden 1- bis 2-mal pro Woche passagiert. Volle Wells wurden im
Verhéltnis 1:2 gesplittet, ansonsten im Verhéltnis 1:1. Es wurden maximal 4 ge-
erntete Wells in 200-500 1l BBM iiberfiihrt. Die Zellsuspensionen wurden 4- bis
6-mal durch enger geschmolzene Glaspipettenoffnungen pipettiert. Die Organoide
wurden mit 7-9 ml BBM gewaschen. Die erhaltenen Pellets wurden in verfliissig-
tem Matrigel resuspendiert (20-30 pul Matrigel /kalkuliertem Well). 20-30 pl der
Matrigel-Zellsuspension wurde in die Mitte eines Wells einer 37 °C vorgewéartmen
48-Wellplatte gegeben und 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Den ausgehérteten
Matrigeltropfchen wurden jeweils 300 ul CCM langsam hinzugegeben.

Kryokonservierung

Das Verfahren ist dquivalent zu dem der 2D-Zelllinien (siehe 3.1.1). Fiir ein
Kryoréhrchen wurden 2—4 volle Wells gesammelt und 700-1000 pl Gefriermedium

verwendet.
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3.2 Immunfluoreszenz

Die fiir die Immunofluoreszenzfarbungen verwendeten Losungen sind in Tabel-
le 3.3 aufgelistet. Ein Mowiol 4-88 basiertes Eindeckmedium wurde nach den
Empfehlungen des Herstellers (Carl Roth) zubereitet und verwendet. Alle Im-
munfluoreszenzbilder wurden mit Hilfe eines konfokalen Mikroskopes (Leica TCS
SP5) angefertigt.

Losungen Inhaltstoffe

Fixationslosung 2 % Formaldehyd in PBS

Permeabilisationslésung 0,2 % Triton X-100 in PBS

Blocklosung 1 % BSA in PBS

Antikorperlosung benotigte Menge an Antikorperstock-
l6sung in Blocklésung

DAPI-Losung 0,1 % DAPI in Blocklésung

Tabelle 3.3: Immunfluoreszenz: Losungen

Die Farbungen wurden auf 8-Well-Kammerplattchen durchgefiihrt und es wur-
den immer 200 pl von jeder benotigten Losung pro Kammer verwendet. Bevor die
Losungen getauscht wurden, wurden die Zellen jeweils 3-mal mit PBS gewaschen.
Jeweils 10.000 Zellen wurden in 200 pl Medium in jede Kammer iiberfiihrt und
anschlieffend iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden fiir 30 Minuten
auf Kis in Fixationslosung inkubiert und danach fiir 20 Minuten bei Raumtem-
peratur (RT) in Permeabilisationslosung. Nach dem die Blocklgsung wurde
30-60 min bei RT angewendet wurde, wurde die Losung ohne zu Waschen mit
der jeweiligen spezifischen Antikorperlosung getauscht. Alle Antikérper wurden
fiir 60 Minuten bei RT unter Lichtausschluft inkubiert. Falls die Anwendung
von Sekundérantikorpern notwendig war, wurde nach 3-maligem Waschen mit
Blocklosung die Sekundérantikorperlosung aufgetragen. Die Antikdrperlosung
wurde verworfen und die Zellen wurden mit DAPI-Losung fiir 10 Minuten bei RT
im Dunkeln gegengefirbt. Nach Auftragen des Eindeckmediums und Montage
des Deckglésschens wurden die fertigen Plattchen bei 4 °C unter Lichtausschluss

gelagert.
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Abbildung 3.1: Reduktion von Resazurin zu Resorufin

3.3 Zellviabilitatsassays

Lebende Zellen besitzen die intrinsische Fahigkeit zur chemischen Reduktion,
dies bedingt einen aktiven und funktionierenden Zellmetabolismus. Wie in Ab-
bildung 3.1 dargestellt, wird die chemische Verbindung Resazurin in metabolisch
aktiven Zellen absorbiert und durch Reduktion in das stark fluoreszierende Reso-
rufin iiberfiihrt.!'” Die bei der Resazurinmetabolisierung auftretende, messbare
Intensitatsinderung der Fluoreszenz ist proportional mit der Anzahl an metabo-

4134 Die nachfolgenden Zellviabilititsexperimente wurden

lisch aktiven Zellen.
mit dem auf Resazurin basierenden Presto Blue-Reagenz durchgefiihrt. Die
Zellen wurden auf 96-Wellplatten mit durchsichtigen, fiir Fluoreszenzmessungen
geeigneten Boden ausgesit. Das Presto Blue-Reagenz wurde im Verhéltnis 1:10
bezogen auf das Gesamtvolumen pro Well zu den Zellen gegeben und vor der
Messung fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die eigentliche Analyse wurde mithilfe

eines geeigneten Mikroplattenlesegerites (Varioskan Lux) durchgefiihrt.

3.3.1 Proliferationsassay

Die metabolische Aktivitdt jeder Zelllinie sollte an fiinf aufeinanderfolgenden
Tagen gemessen werden. Da die CCL P68 und P83 mehr als 24 h bendtigten
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um vollstandig adhérent zu wachsen, konnte das Medium nicht tédglich ohne
signifikante Zellverluste gewechselt werden. Daher wurden fiinf 96-Wellplatten
vorbereitet, wobei jede Platte fiir den jeweiligen Tag stand. Jeder Platte enthielt
ein Triplett mit Medium fiir den Leerwert und fiir jede Zelllinie wurden 3 Wells
mit jeweils 10.000 Zellen in 90 pl befiillt. Die fertigen Platten wurden bei 37 °C
inkubiert. Die erste Messung fand 6 Stunden nach Inkubationsstart statt, die
weiteren in jeweils 24 Stunden Intervallen.

Aus den jeweiligen Tripletts wurde nach erfolgter Leerwertkorrektur die Mit-
telwerte M;_5 und die zugehorige Standardabweichungen S D;_5 berechnet. Das
Proliferationsassay wurde fiir jede Zelllinien 3-mal durchgefiihrt und die jeweiligen
erhaltenen Mittelwerte der einzelnen Versuchsreihen wurden ebenfalls gemit-
telt Mior.1—5. Die zu den jeweiligen M5 gehorenden Standardabweichungen
SDior;1—5 wurden mit Hilfe der Gauft’schen Fehlerfortpflanzung berechnet. Fiir
die graphische Darstellung wurde der erste Wert M;.:.1 als 100 % definiert und die
tibrigen M;,.0—5 inklusive Standardabweichungen im Verhéltnis zu diesem Wert
bestimmt (Proliferationsinder = Miop.o—5/Mior1; SDoyi—5 = SDior1—5/Miot1)-

3.3.2 Drug Assays

Alle Drug Assays wurden als Einzeltestungen mit Sorafenib oder Gemcitabin
durchgefiihrt. Die antitumorale Wirkung von Sorafenib konnte bereits in mehre-
ren In-Vitro-Modellen des CCC, TFK-1 eingeschlossen, gezeigt werden. 81161
Gemcitabin entspricht der aktuellen Erstlinientherapie fiir Patientin mit nicht
resektablen Tumoren.?!136 In jedes bendtigte Well wurden 10.000 Zellen in
90 pul Medium transferiert und fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Dann wurden
die Arzneimittel (Sorafenib und Gemcitabin) zu den jeweiligen Zellsuspensionen

gegeben. Folgende Konzentrationen wurden verwendet:
— Gemcitabin: 0, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 M, 10 xM, 100 M, 200 M
— Sorafenib: 0, 1 uM, 10 uM, 20 pM, 30 uM, 40 pM, 50 uM, 60 M

Jede Konzentration wurde als Triplett angesetzt und nach 72 h Inkubation

wurde die Zellviabilitdt gemessen. Nach Abzug der Leerwerte wurde aus den
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Triplettwerten die Mittelwerte M,,,. und Standardabweichungen SD.,,,. berech-
net. Die Drug Assays wurden 3-mal durchgefiihrt und die M,,,. der jeweiligen
Messreihen miteinander gemittelt Mopei0r sSowie die Standardabweichungen iiber
die Gauls’sche Fehlerfortpflanzung bestimmt. Dabei wurden die Mittelwerte
ohne Chemotherapeutikum als 100 % definiert und die relativen Zellviabilitaten

wurden adquivalent zum Proliferationsindex wie in 3.3.1 berechnet.

3.4 Array-based Comparative Genomic
Hybridization (aCGH)

Die Microarray-basierte vergleichende genomische Hybridisierung (aCGH) ist
ein Verfahren zur Detektion von CNV; somit kann genomweit sowohl ein Verlust
(Deletion) als auch ein Zugewinn (Duplikation) an genomischen Bereichen nach-
gewieken werden.!'® Bei der aCGH werden Normal- und Tumor-DNA-Proben
isoliert und mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Anschliefsend
werden die markierten Proben gemischt und simultan auf einem Array cohy-
bridisiert. Bei dem Array handelt es sich um einen Trégerchip mit kartierten
DNA-Fragmenten (z.B. Oligonukleotide). Die beiden DNA-Proben konkurrieren
um die Bindungsstellen auf dem Array, welches nach der Hybridisierung mit
Hilfe eines Microarray Scanners ausgewertet werden kann. Anhand der unter-
schiedlichen Intensitdten der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe ergeben sich die

relativen Kopienzahlveranderungen zwischen der Normal- und der Tumor-DNA.

3.4.1 DNA-Isolation

Genomische DNA der Zelllinien (TFK-1, Pat68, Pat83) wurde mithilfe des
Kits QIAamp DNA Mini fiir den QIAcube (beides QIAGEN) isoliert und in
DEPC-behandeltes Wasser eluiert. Als Referenzproben wurde genomische DNA
aus dem Blut der Patienten 68 und 83 mit Hilfe des Kits DNeasy Blood &
Tissue (QIAGEN) gewonnen und ebenfalls in DEPC-behandeltes Wasser eluiert.
Die Isolation wurde streng nach den Handbuchanweisungen des Kitherstellers
durchgefiithrt. Fir TFK-1 wurde Normal-DNA von Patient 68 als Referenz

verwendet.
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3.4.2 aCGH-Durchfiihrung

Die aCGH-Versuche wurden nach den Anweisungen des Nutzerhandbuchs von
Agilent Technologies durchgefiihrt.'®® Fiir die Fluoreszenzmarkierung wurde das
SureTag Complete DNA Labeling Kit verwendet und fiir die Hybridisierung das
Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit und die Hybridisierungskammer
Hybridization Chamber (alles Agilent Technologies). Als Plattenlesegerét kam

der SureScan Microarray Scanner (Agilent Technologies) zum Einsatz.

3.4.3 aCGH-Auswertung

Die aus den gescannten Assays erhaltenen Daten wurden mit dem Programm
Feature Extraction Software (Agilant Technologies) extrahiert und anschliefend
in das Programm Agilent Genomic Workbench (Agilent Technologies) tiberfiihrt.
Zur Detektion von CNV wurde der aberration detection method-2 (ADM-2)-
Algorithmus mit einem Schwellenwert von 6,0 und diploid peak-Zentralisation
verwendet. Als Abberationsfilter wurde ein Minimum von log2ratio von +0.25

und einem Minimum an betroffenen Oligonucleotiden von 100 definiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellkulturen

Ausgehend von zwei Cholangiokarzinom-Organoidlinien konnten zwei klassische,
zweidimensionale Zelllinien P68 und P83 generiert werden. Die meisten eta-
blierten priméren CCC-Zelllinien kénnen in DMEM- oder RPMI-Medien mit
unterschiedlichen Konzentrationen an FBS, typischerweise 10-20 %, kultiviert

192 Dies gelang nicht fiir P68 sowie P83, welche in diesen Medien nach

werden.
einigen Passagen starben. Auch der Zusatz von Y-27632, einem ROCK-Inhibitor,
erbrachte keine Anderung. Alle Zelllinien wuchsen schlieflich in KCM, einer
Mischung aus DMEM mit 20 % FBS und KSFM. Hierfiir wurden die Organoi-
de initial ohne Matrigel kultiviert und anschliefsend wurde sukzessiv iiber zwei
Passagen das Organoidmedium CM durch KCM ersetzt. Aquivalent dazu wurde
die Zelllinie TFK-1, welche standardméfig in RPMI mit 10 % FBS kultiviert
wird, in KCM iiberfithrt. Der Wechsel des Mediums von CM beziehungsweise
RPMI/10 % FBS in KCM ging bei allen Zelllinien nicht mit morphologischen
Verdnderungen einher. Die Verdopplungszeit von TFK-1 lag bei ca. 40 h, die

von P68 bei ca. 55 h und die von P83 bei ca. 60 h (siehe hierzu auch 4.3.1).

Morphologie

Abbildung 4.1 zeigt die phasenkontrast-mikroskopischen Aufnahmen der jeweili-
gen Zelllinien, welche alle als adhérente, epitheliale Monolayer fiir CCC typisch
pflastersteinartig wuchsen. TFK-1 préasentierte sich, iibereinstimmend mit Saijyo
u. a., als polygonale Zellen, welche manchmal zytoplasmatische Vakuolen beinhal-
teten.11? Die P68-Zellen waren eher schmal, teilweise polygonal und wuchsen zum

grofsten Teil ziigig adhédrent mit einer kleinen Fraktion frei flottierender, vitaler
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Zellen. Es fanden sich ebenfalls Zellen mit zytoplasmatischen Vakuolen. P83
hingegen wies einmal grofse, polygonale Zellen neben kleineren, dicht gepackten,
rundlichen oder polygonal-strukturierten Zellen auf. Bei beiden konnten teilweise

viele zytoplasmatische Vakuolen gefunden werden.

4.2 Immunfluoreszenz

Die drei Zelllinien TFK-1, P68 und P83 wurden auf die Expression von fiir CCC
typische immunhistochemische Marker Zytokeration (CK) 7 und 19 sowie EpCAM
untersucht. Zusétzlich wurde die intrazelluldre Verteilung des Tumorsupressors
pH3 beurteilt. Als Verfahren kam die Immunfluoreszenz zum Einsatz und zur
Gegenfarbung wurde DAPI verwendet. Die gefarbten Proben wurden mit einem
konfokalen Mikroskop analysiert: Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.2-4.5
aufgezeigt. Alle drei Zellreihen présentierten sich ausgresprochen positiv fiir
die Zytokeratine 7 und 19 (Abb. 4.2 und 4.3). In Ubereinstimmung mit dem
epithelialen Wachstum exprimierten alle Zelllinien EpCAM (Abb. 4.4). Der
Tumorsupressor p53 konnte in allen Zelllinien vor allem in nukledrer Lokalisation
aber auch geringfiigig in zytoplasmatischer Lage gefunden werden (Abb. 4.5).
Der zytoplasmatische p53-Anteil war bei P83 deutlich ausgepréagter als bei den
anderen beiden CCL.

4.3 Zellviabilitatsassays

4.3.1 Proliferation

Abbildung 4.6 zeigt die Wachstumskurven der Zelllinien im Verlauf von 96
Stunden. Fiir die Proliferationsbestimmung wurde der jeweils initial gemessene
Intensitatwert als 100 % definiert und die iibrigen Messwerte in Relation dazu
aufgetragen (= Proliferationsindex). TFK-1 préasentierte eine Verdopplungszeit
(im Bereich 200400 %) von ca. 40 h, P68 (im Bereich 150-300 %) von ca. 55 h
und P83 (im Bereich 100-200 %) von ca. 60 h.

25



Abbildung 4.1: Phasenkontrast-mikroskopische Aufnahmen der Gallen-
gangskrebszelllinien TFK-1 (a, b), P68 (c, d) und P83 (e,
f): einmal Ubersichtsbilder (linke Spalte) sowie vergroferte, repri-
sentative Ausschnitte (rechte Spalte). Alle Zelllinien wuchsen als
epitheliale Monolayer mit typischer pflastersteinartiger Konfiguration.
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) TFK-1: DAPI ) TFK-1: CK 7 ) TFK-1: merged

(d) P68: DAPI (e) P68: CK 7 (f) P68: merged

(g) P83: DAPI (h) P83: CK 7 (i) P83: merged

Abbildung 4.2: Zytokeratin (CK) 7 - Immunfluoreszenzfirbung der Zellli-
nien TFK-1, P68 und P83: Alle Zelllinien wiesen eine starke
Positivitédt fiir CK 7 auf. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.
Die zusammengelegten Bilder (merged) sind in der rechten Spalte
dargestellt.
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(a) TFK-1: DAPI (b) TFK-1: CK 19 (¢) TFK-1: merged

(d) P68: DAPI (e) P68: CK 19 (f) P68: merged

(g) P83: DAPI (h) P83: CK 19 (i) P83: merged

Abbildung 4.3: Zytokeratin (CK) 19 - Immunfluoreszenzfirbung der Zell-
linien TFK-1, P68 und P83: Alle Zelllinien wiesen eine starke
Positivitéit fiir CK 19 auf. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.
Die zusammengelegten Bilder (merged) sind in der rechten Spalte
dargestellt.
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(a) TFK-1: DAPI (b) TFK-1: EpCAM (¢) TFK-1: merged

(d) P68: DAPI (e) P68: EpCAM (f) P68: merged

(g) P83: DAPI (h) P83: EpCAM (i) P83: merged

Abbildung 4.4: EpCAM - Immunfluoreszenzfirbung der Zelllinien TFK-1,
P68 und P83: Alle Zelllinien zeigten eine positive Farbung fiir
EpCAM. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefiarbt. Die zusammenge-
legten Bilder (merged) sind in der rechten Spalte dargestellt.
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) TFK-1: DAPI ) TFK-1: p53 ) TFK-1: merged

) P68: DAPI ) P68: p53 ) P68: merged
) P83: DAPI (h) P83: p53 ) P83: merged

Abbildung 4.5: p53 - Immunfluoreszenzfirbung der Zelllinien TFK-1, P68
und P83 Alle Zelllinien zeigten eine nukledire Akkumulation von
p53. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefiarbt. Die zusammengelegten
Bilder (merged) sind in der rechten Spalte dargestellt.

30



500
450
400
350

300

250 P68
—8— P83
200 —8— TFK-1

150

Proliferationsindex

(%]

100

0 24 48 72 96

Zeit [h]

Abbildung 4.6: Proliferations-Assay: Bei den dargestellten Werten handelt es sich
um die gemittelten Ergebnisse aus drei verschiedenen Messungen.
Jede Messung wurde zurvor als Triplett-Bestimmung durchgefiihrt und
ebenfalls gemittelt. TFK-1 zeigte die kiirzesten Verdopplungszeiten.

4.3.2 Drug Assay

Es wurde der Einfluss von Sorafenib und Gemcitabin auf die Viabilitidt der Zellen
untersucht. Hierzu wurden die Zellen fiir 72 h mit den jeweiligen Chemothera-
peutika in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Die Ergebnisse sind in
den Abbildungen 4.7 und 4.8 dargestellt.

Gemcitabin fiihrte schon bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich zu
einem starken Abfall der Zellviabilitdt aller Zelllinien. Der starkste Abfall war in
einem Konzentrationsbereich von 0,01-0,1 nM zu verzeichnen. Die zytostatische
Wirkung erreichte bei einer Konzentation von ca. 10 pM ein Plateau mit nur
merklichen Viabilitdtsreduktionen bei erheblich hoheren Dosen und nur die
Zellviabilitat von TFK-1 konnte im gewéhlten Konzentrationsbereich unter 50 %
gesenkt werden.

Sorafenib fithrte mit steigenden Konzentrationen zu einem sukzessiven Zellvia-
bilitdtsabfall, der bei allen Zelllinien in einem Konzentrationsbereich von 1-20
pM sein Maximum erreichte (Abbildung 4.8). Eine Viabilitdtsreduktion von 50
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% konnte bei TFK-1 schon ab einer Konzentration von ca. 10 M, bei P68 und
P83 bei einer Konzentration von ca. 13 beziehungsweise 15 M erreicht werden.
Ab einer Konzentration ca. 50 pM néherte sich bei allen Zelllinien die relative
Zellviabilitat stark 0 % an.

4.4 Array-based Comparative Hybdridization
(aCGH)

Alle Zelllinien wurden mithilfe der Array-based Comparative Hybdridization
(aCGH) auf Kopienzahlverianderungen (CNV) untersucht. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 4.9 dargestellt, wobei signifikante CNV als waagrechte Striche
markiert sind. Es konnte bei allen CCC-CCL ausgepriagte CNV beobachtet
werden, was fiir den malignen Ursprung der Zellen sprach. Dabei unterschieden
sich die CNV-Profile der jeweiligen Zelllinien deutlich voneinander. Das CNV-
Profil von TFK-1 zeigte gleichermafien das Vorhandensein von Hinzugewinnen
und Verlusten, wihrend das von P83 vor allem Hinzugewinne aufwies und das
Profil von P68 {iberwiegend Verluste prasentierte. Tabelle 4.1 fasst die CNV
der einzelnen Zelllinien zusammen, welche sich in Art und Lokalisation identisch
waren. Bei allen Zelllinien konnten Verluste auf den Chromosomenabschnitten
4q, 9p, 18p sowie 18q und Hinzugewinne auf dem Chromosomenabschnitt 14q

gefunden werden.
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Gemcitabin-Assay: In dieser Grafik ist die relative Zellviabilitit
abgebildet. Diese entspricht dem Quotient aus den reduktiven Aktivi-
taten der mit Gemcitabin behandelten Proben und der unbehandelten
Probe. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die gemittel-
ten Ergebnisse aus drei verschiedenen Messungen. Jede Messung wur-
de zurvor als Triplett-Bestimmung durchgefiihrt und ebenfalls gemit-
telt. Alle Zelllinien wiesen eine mittelgradige Gemcitabin-Resistenz

auf.
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Abbildung 4.8: Sorafenib-Assay: In dieser Grafik ist die relative Zellviabilitdt abge-

bildet. Diese entspricht dem Quotient aus den reduktiven Aktivitaten
der mit Gemcitabin behandelten Proben und der unbehandelten Pro-
be. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die gemitteltgg
Ergebnisse aus drei verschiedenen Messungen. Jede Messung wurde
zurvor als Triplett-Bestimmung durchgefiithrt und ebenfalls gemittelt.



Chr. TFK-1 P68 P83

9q — —

10p — —
11q + +
13q — —

14q +

15q + +
17p — —

17q + +
18p — — —
18q — — —

Tabelle 4.1: Gemeinsame CNV-Lokalisationen der Zelllinien TFK-1, P68
und P83: Zugewinne + , Verluste — ; gleiche CNV, die bei allen Zelllinien
vorkamen, sind rot markiert.
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5 Diskussion

Fiir das CCC gibt es verschiedene Definitionen, unterschiedliche Systeme zur
mikroskopischen und makroskopischen Klassifikation, mehrere Stagingsysteme
und neue beschriebene Subtypen.®® Aus diesen Griinden bringt die Erforschung
dieser auferst heterogenen Erkrankung viele Schwierigkeiten mit sich und neue
Behandlungsstrategien sind dringend gefragt. Trotz immer neuerer Erkenntnisse
iiber die molekularen Hintergriinde dieser Erkrankung bleiben viele Fragen iiber
die genauen Ablaufe der cholangiozelluldren Karzinogenese und Tumorprogession
offen.® Zur Beantwortung eben dieser Fragen bedarf es geeigneter in-Vitro- und
in-Vivo-Modelle, welche experimentelle Ansétze mit hohem Probendurchsatz
ermoglichen, damit rasch Einblicke hinter die biologischen Ablaufe gewonnen und
neue Therapieoptionen erhalten werden konnen.!™ Allerdings lassen sich CCC als
klassische, zweidimensionale In-Vitro-Modelle nur mit wenig Erfolg kultivieren
und deswegen ist die Anzahl an verfiigharen CCL limitiert.3*®” Zwar lassen sich
humane CCC-Organoide mit hoher Effizienz etablieren, die Arbeit mit ihnen
ist im Vergleich zu den CCL aber deutlich zeitaufwendiger und kostenintensiver
und aufgrund ihrer Komplexitét ist ihr Einsatz in vielen in-Vitro-Anwendungen,

insbesondere Versuche mit hohem Probendurchsatz, eingeschrankt.29:49:99,108

5.1 In-vitro-Kultivierung

In dieser Arbeit werden zwei neue etablierte cholangiozellulidre Krebszelllinien P68
und P83 prisentiert, welche ausgehend von Organoidkulturen als Zwischenstufe,
erfolgreich erzeugt werden konnten. P68 stammte dabei von einem metastasiertem
iCCC ab und P83 von einem nicht-metastasiertem pCCC. Bei der kommerziell
erhiltliche Zelllinie TFK-1 handelt es sich um Zellen eines dCCC. 42 Die initiale

Kultivierung als Organoidzelllinie geht mit einer groferer Erfolgsquote einher mit
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der in-Vitro-Modelle ausgehend von Primértumoren etabliert werden kénnen.??

Zwar dhneln Organoidkulturen dem Ursprungsgewebe mehr als CCL'2, dennoch
findet bei der Uberfiihrung von Tumorzellen in Organoidkulturbedingungen ein
Selektionsprozess statt, an den sich im vorliegenden Versuchsaufbau noch ein
zweiter Selektionsschritt, ndmlich die Transformation in 2D, anschloss. Diese
doppelte Selektion kénnte die Ahnlichkeit der CCL zum Primértumor noch
mehr reduzieren, als es unter den Kulturbedingungen einer klassischen Zelllinie
alleine der Fall ware. Die sich haufig als schwierig gestaltende Etablierbarkeit
von CCC-CCL zeigte sich auch dadurch, dass eine langerfristige Kultivierung
der Zelllinien P68 und P83 in fiir CCC-CCL typische Medien, bestehend aus
RPMI oder DMEM mit FBS als Zusatz, erfolglos blieb. Letztendlich konnten
alle Zellen in dem substratreicheren KCM kultiviert werden. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde auch die CCL TFK-1, welche normalerweise in RPMI/10
% FBS kultiviert wird, ebenfalls in KCM tiberfithrt. Der Wechsel des Mediums
hatte dabei keine Einfliisse auf die Morphologie und die Verdopplungszeit, welche
bei TFK-1 mit ca. 40 h dem publizierten Wert entsprach.#? Alle drei Zelllinien
wuchsen als epitheliale, adhdrente Monolayer. Zwar wieken alle das fiir CCC-CCL
typische pflastersteinartige Wachstumsmuster auf, sie unterschieden sich dennoch
deutlich in der Morphologie und der Wachstumsgeschwindigkeit von einander.
Ku u. a. berichteten Verdopplungszeiten von 48-72 h von ihren 6 etablierten
Gallengangskrebszelllinien.®” Fiir P68 und P83 konnten vergleichbare Werte von
55 h beziehungsweise 60 h beobachtet werden.

5.2 Immunhistochemisches Profil

Die Gallengangsepithelien und ihre malignen Tumoren exprimieren verschie-
dene Zytokeratine in grofsen Mengen, darunter auch die Zytokeratine 7 und
19.> HCC und Lebermetastasen anderer Adenokarzinome stellen die wichtigsten
Differenzialdiagnosen des iCCC dar und préasentieren typischerweise ein anderes
immunhistochemisches Profil, zu dem CK 7 und 19 in den meisten Féllen nicht
gehoren.? Alle Zelllinien zeigten eine kriiftigte Reaktivitit in der immunhisto-
chemischen Férbung gegen CK 7 und 19. Epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM) ist ein Zell-Zell-Adhésionsmolekiil, das von vielen epithelialen Maligno-

37



men in grofer Menge und von verschiedenen einfachen Epithelien in niedrigeren
Leveln exprimiert wird.'® EpCAM zihlt dariiber hinaus zu den spezifischen
CSC-Markern und findet sich typischerweise wiahrend aktiver embryonaler Zell-
proliferation und in frithen Stadien der Karzinogenese.'8>1%8 Die Uberexpression
von EpCAM ist bei vielen Krebsarten assoziiert mit Zellexpansion und schlechter

67,101 EhCAM wird von den meisten CCC exprimiert, die genaue Rolle

Prognose.
von EpCAM in der Karzinogenese und Progression von CCC konnte aber noch
nicht genau geklirt werden.?3%%188 Eg konnte gezeigt werden, dass das EpCAM-
Gen in iCCC hochreguliert ist und dass eine Uberexpression von EpCAM im
Tumorstroma einen Risikofaktor fiir eine schlechtere Prognose und ein reduziertes
krankheitsfreies Uberleben darstellt. 162 Typischerweise findet sich EpCAM zwar
nicht in reifen Hepatozyten, es kann aber in manchen HCC nachgewiesen werden,
so dass seine alleinige Aussagekraft zur Differenzierung zwischen CCC und HCC
eingeschrinkt ist.?>% Mit der Literatur iibereinstimmend wiesen alle Zelllinien
eine fiir EpCAM positive Immunfluoreszenzfirbung auf.?? Der Tumorsuppressor
p53 befindet sich in einem Grofsteil der Malignome in einem mutierten oder
inaktivierten Zustand.!!® Welche Rolle p53 in den Krebserkrankungen bilifren
ursprungs spielt, ist immer noch umstritten, dabei &hneln sich die Mutationsraten
der jeweiligen Typen (iCCC, eCCC und Gallenblasenkrebs) und varrieren von
10-65 %.87197 Bei den meisten Tp53-Mutationen handelt es sich um Missense-
Mutationen, welche die Halbwertszeit des verdnderten pb3-Proteins erhéhen
und somit die immunhistochemische Detektion des nun nukledr akkumulierten,
mutierten p53-Proteins méglich machen. %137 Die drei untersuchten CCC-CCL
wiesen jeweils eine nukledre Akkumulation des p53-Proteins auf, was auf eine
Mutation im Tp53-Gen hindeutet. P83 zeigte zusatzlich noch ein deutliches zy-
toplastmatisches Auftreten des Proteins, wihrend die zytoplasmatische Fraktion
bei TFK-1 und P68 gering ausfiel.
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5.3 Probleme der medikamentosen

Tumortherapie

Bis jetzt existieren keine klaren Richtlinien fiir eine adjuvante Therapie des CCC,
deshalb bleibt die Chemotherapie zum jetzigen Zeitpunkt auferhalb von Studien
der palliativen Behandlung von CCC-Patienten vorbehalten. Die mittlere Ge-
samtiiberlebenszeit fallt bei Patienten mit fortgeschrittenem CCC, die keinerlei
Therapie erhalten, mit 3,9 Monaten #uferst schlecht aus.'?® Fiir Patienten, die
fiir eine Chemotherapie in Frage kommen, stellt aktuell eine Behandlung mit
Gemcitabin mit oder ohne Cisplatin die effektivste Therapieoption dar.3® Das
mittlere Gesamtiiberleben kann dadurch zwar signifikant verbessert werden, aber
Uberlebenszeiten von 11,7 Monate fiir eine Therapie mit Gemcitabin und Cispla-
tin beziehungsweise von 8,1 Monate fiir Gemcitabin allein sind nach wie vor kurz
und spiegeln die ausgeprigte Chemoresistenz der CCC wieder.'™ Gemcitabin
wird in der Behandlung bilidrer Malignome typischerweise in Einzeldosen von
1000 mg pro m? Korperoberfliche verabreicht.!™ Dabei ergibt eine Dosis von
800 mg/m? eine mittlere Spitzenplasmakonzentration von 24 uM, eine Dosis
von 1000 mg/m? ergeben eine mittlere Spitzenplasmakonzentration von 32 uM
und eine Dosis von 2350 mg/m? ergeben ca. 68-79 uM.*° Die drei Zelllinien
zeigten jeweils eine mittelgradige Gemcitabinresistenz; so lieflen sich die relativen
Zellviabilitdten in einem Gemcitabin-Konzentrationsbereich von 10-100 pM nicht
unter 50 % senken. Deutlich hohere Gemcitabin-Konzentrationen wie 200 M
zeigten nur eine geringfiigige Wirkungssteigerung gegen TFK-1 und P83, wih-
rend kein zusétzlicher Einfluss auf P68 beobachtet werden konnte. Zellen mit
CSC-Eigenschaften sind nicht nur widerstandsfahiger gegen Chemotherapeutika,
sondern besitzen ebenfalls die Fahigkeit Tumore nach abgeschlossener Therapie
erneut zu bilden.%!33 Die hohe Rate an Tumorrekurrenz und Chemoresistenz
der CCC kann somit méglicherweise durch den hohen Anteil der CSC an der
Gesamttumormasse erklart werden. Micro-RNAs (miRNAs) scheinen wichtige
Steuereinheiten in der Bildung von CSC-Phénotypen zu sein und stehen damit
konsekutiv ebenfalls in enger Beziehung zur Chemoresistenz.'™ Einige miRNAs,
welche in Zusammenhang mit Gemcitabinresistenz in Pankreaskarzinomen stehen,

konnten bereits identifiziert werden, aber es gibt nur wenige Veroffentlichungen
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iiber den Einfluss von miRNAs in CCC.!! Die Identifikation CCC-spezifischer
miRNAs konnte zukiinftig wichtige Angriffspunkte in der medikamentosen The-
rapie liefern.

Es wird angenommen, dass die antitumorale Wirkung des Multi-Kinase-
Inhibitors Sorafenib durch die Hemmung des Ras-Raf-Erk-Signalweges vermittelt
wird, welcher eine Rolle in der Zellproliferation spielt, sowie durch die Hemmung
der vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) 2-assoziierten Angio-
genese. #7184 Sorafenib zihlt somit zu den gezielten Krebstherapien, welche ein
oder mehrere bestimmte molekulare Ziele blockieren und somit beispielsweise
bestimmte Signalwege hemmen kénnen, welche fiir die Karzinogenese und Zell-
proliferation entscheidend sind. Es konnte die Effektivitdt von Sorafenib auf
mehrere Krebsarten gezeigt werden und dieses Medikament zéhlt beispielsweise
bei der Therapie des fortgeschrittenen HCC zu den Erstlinienmedikamenten. "
Allerdings wird die Effektivitat dieses Zytostatikums in der Behandlung von
bilidiren Malignomen kontrovers diskutiert. Die {ibliche tégliche Gesamtdosis
Sorafenib betrigt in der klinischen Praxis meist 400-800 mg (aufgeteilt in zwei
oralen Einzeldosen), welche eine durchschnittliche Blutplasmakonzentration von
6,27-8,35 pg/ml (= 13,49-17,96 uM) ergibt.5® In diesem Konzentrationsbereich
konnte bei jeder Zellreihe der grofiten Viabilitatsabfall mit weniger als 50 %
proliferierende Zellen beobachtet werden. Ab einer Konzentration von 40 M
naherte sich bei den drei Zelllinien der Anteil vitaler Zellen stark 0 % an. In
Ubereinstimmung mit den hier présentierten Daten, konnte schon in mehreren
in-Vitro- und Xenograft-Modellen eine vielversprechende Wirkung von Sorafenib
auf CCC-Zellen beobachtet werden. 81161178 Dje klinische Realitiit prisentiert
sich jedoch komplizierter. So zeigte eine Sorafenib-Monotherapie in einigen
Phase-II-Studien bei Patienten mit fortgeschrittenem CCC nur eine geringe klini-
sche Aktivitit.>47 Mehrere Fallberichte und Studien kleinerer Kohorten kamen
jedoch zu potenziell vielversprechenden Ergebnissen einer palliativen Therapie
mit Sorafenib.3%119126 Die Erginzung von Sorafenib zu Gemcitabin konnte die
Effektivitat der Behandlung in Patienten mit fortgeschrittenem Gallengangskrebs
nicht verbessern.” Sorafenib scheint also nur fiir eine spezielle Subpopulation
der CCC-Patienten eine effektive Therapieoption darzustellen.

Zwar entstammten alle verwendeten Zelllinien Tumoren unterschiedlicher Lo-

40



kalisation im Gallengangssystem (P68: iCCC; P83: pCCC; TFK-1: dCCC), sie
prasentierten interessanterweise dennoch ein vergleichbares Ansprechen auf die
verwendeten Chemotherapeutika Gemcitabin und Sorafenib. Die hier gezeigten
Daten verdeutlichen sehr anschaulich die eingeschrinkte Ubertragbarkeit von
Ergebnissen aus in-Vitro- und Xenograft-Arzneimitteltestungen auf die klinische
Situation. Da bei jeder Form von in-Vitro-Modellen gewisse Selektionsprozesse
ablaufen, konnen diese Modelle die Komplexitéit des Primartumors nur bedingt
wiederspiegeln. Des Weiteren wurde in vielen klinischen Studien Patienten mit
unterschiedlichen Subtypen bilidrer Tumoren unter der sehr breiten Definition
Gallengangskrebs zusammen gruppiert, anstatt die Patienten anhand des Vorhan-
denseins relevanter, onkogener Treiber einzuteilen.®® Dabei unterscheiden sich
nicht nur die verschiedenen Subtypen deutlich in ihren Genomverdnderungen,
sondern ein Grofiteil der Patienten (40-66 %) weist fiir die gezielte Krebstherapie
geeignete genetische Alterationen auf.1%!3® CCL eignen sich hervorragend fiir
Assays mit hohem Probendurchsatz und ermdéglichen somit Versuchsreihen mit
einer grofen Anzahl an Arzneimittelkombinationen. Um die begrenzte Aussa-
gekraft der zellbasierten Drug-Assays zu verbessern, muss die genetische und
epigenetische Vielfaltigkeit der verschiedenen Tumore ausreichend représentiert
werden. Daher ist es nicht nur notwendig eine gentigend grofe Anzahl an Zellli-
nien in die Versuchsreihen einzuschlieffen, die einzelnen Zelllinien sollten auch
in Subtypen unterteilt und auf vorherrschende Treibermutationen untersucht
werden. '3 Der Mangel an reproduzierbaren humanen CCC-Modellen schrankt
die Untersuchungsmoglichkeiten potenzieller therapeutischer Substanzen oder
Substanzkombinationen ein und behindert somit die Entwicklung effektiver Be-
handlungen. 152 Es ist ausserdem unrealistisch dieses Ausmaf an Probendurchsatz

allein mit Tiermodellen bewiltigen zu konnen. 183

5.4 Kopienzahlveranderungen des

Cholangiokarzinoms

Die personalisierte Krebstherapie basiert auf der genauen Identifizierung von

angreifbaren molekularen Alterationen zum Zeitpunkt der Diagnose beziehungs-

41



weise zum Zeitpunkt eines Rezidivs und nachfolgender Kombinationsbehandlung
bestehend aus standardméfiger Chemotherapie und dem Einsatz gezielter Wirk-
stoffe. #1690 Fiir viele Krebsarten erbrachte die Einfiihrung der gezielten Krebsthe-
rapien vielversprechende Ergebnisse. Aufgrund der Seltenheit und Komplexitét,
welche die Malignome der Gallenwege mit sich bringen, hinken sowohl die Er-
kenntnisse iiber die zugrundeliegende Tumorbiologie als auch die Fortschritte der
personalisierten Therapie der Gallengangstumore den haufigeren Krebserkran-
kungen hinterher.% Die Detektion von DNA-CNV leistet einen wichtigen Beitrag
zur Identifizierung von Mutationen sowie konsekutiv von alterierten Signalwegen
und stellt somit ein wertvolles Werkzeug im Bereich der personalisierten Medizin
dar. Die aCGH ist heutzutage ein akzeptierter Standard zur prézisen Detektion
von CNV und ermdglicht einen hohen Probendurchsatz bei gleichzeitig niedrigen
Kosten. %9125 Somit stellt die aCGH eine alternative Methode fiir das genetische
Profiling, insbesondere bei der Verwendung einer groffen Anzahl an Proben, zu
den teuren DNA-Sequenzierungsmethoden der néchsten Generation dar und
fithrte aufgrund der grofsen Anwendungsvielfalt zu einem tieferen Verstédndnis
der Tumorbiologie. CNV haben oft einen tiefgreifenden Einfluss auf die Genex-
pression und kénnen folglich die Funktion der betroffenen Gene beeinflussen. %2
Shao u. a. konnten zeigen, dass sich dieser Einfluss von CNV auf die Expression
der meisten Gene positiv linear verhilt.!®! Somit fiihren CNG zur Steigerung
und CNV zur Erniedrigung der Expressionslevel. Verinderte Genexpressions-
level kénnen wiederum auch Arzneimittelresistenzen hervorrufen und so kann
die CNV-Analyse neben prognostischen Aussagen auch Vorhersagen iiber das
Therapieansprechen liefern.**182 CCL sind, sofern sie einmal etabliert wurden,
nicht nur leicht zu vervielfiltigen, sondern gleichen auch in ihrem CNV-Mustern
den Ursprungstumoren'®® und eignen sich deshalb exzellent fiir aCGH-Studien.

Es existieren aktuell nur wenig Informationen iiber CNV in CCC und die ver-
wendeten Proben stammen zum GroRteil von intrahepatischen Tumoren. 43-6470,153
Studien aus 0Ostlichen Léandern offenbarten, dass untersuchte iCCC ein gemeinsa-
mes Muster an Alterationen aufweisen, darunter hdufige Hinzugewinne in den
Bereichen 8q, 17q und 20q sowie hiufige Verluste bei 4q, 17p und 18q.85170:187
Die Ergebnisse von Studien mit européischen iCCC-Patienten ergaben dagegen

vorwiegend Amplifikationen bei 1q, 7pq und 8q sowie Verluste bei 1p, 3p, 4q,
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6q, 9pq, 13q und 14q.*>%4™ Eine von Sia u. a. durchgefiihrte Studie mit 149 in
Formalin fixierten iCCC aus Europa und den USA konnte eine Vielzahl an chro-
mosomalen Alterationen aufdecken, darunter haufige Hinzugewinne bei 1q und
7p sowie Verluste bei 3p, 4q, 6q, 8p, 9pq, 13q, 14q, 17p und 21q.'*® Dabei decken
sich die Ergebnisse von Sia u. a. zu einem signifikanten Teil mit denen der européi-
schen Studien, dies ldsst vermuten, dass die unterschiedlichen Ethnizitdten und
den damit verbundenen Einfluss anderer Risikofaktoren zu den beobachtbaren
Diskrepanzen zwischen den 6stlichen und westlichen Studien fithren kénnten. '54
Alle in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien zeigten ein individuelles CNV-Profil.
Die intrahepatische CCC-CCL P68 zeigte dabei deutliche Uberschneidungen
mit den in den europiischen beziehungsweise US-amerikanischen Studien ver-
wendeten iCCC-Proben mit gemeinsamen Hinzugewinnen bei 7q sowie Verluste
bei 1p, 4q, 8p, 9pq, 13q, 14q und 17p. In Ubereinstimmung mit den Ergebnis-
sen von Jansen u. a. prisentierte P68 mehr CNL als CNG.™ Alterationen, die
mindestens zwei von drei der untersuchten Zelllinien aufwiesen, beinhalteten
CNG bei 1q, 7q, 11q, 14q (3/3), 15q und 17q sowie CNL bei 1p, 4q (3/3),
7q, 9p (3/3), 9q, 10p, 13q, 17p und 18pq (3/3). Besonders die gemeinsamen
Verluste waren auch in den westlichen Studien haufig vertreten (bis ca. 50 %
4q*3, 25-55 % 9p 1364153 yund 15-25 % 18q**153). Diese genomischen Bereiche
kénnten fiir wichtige Tumorsuppressorgenen (TSG) codieren. So konnten Bro-
sens u.a. in Threr Studie zeigen, dass CNL im Bereich 4q22.1-35.2 assoziert
war mit einem schlechteren Ausgang fiir Kolonkarzinom-Patienten.?® Die Rolle,
die CNL von TSG in der Entstehung von Krebserkrankungen spielen, ist noch
nicht geklart. Es ist aber bemerkenswert, dass sich die beobachteten CNL von
TSG in menschlichen Krebserkrankungen nur in wenigen genomischen Bereichen
gruppieren. ! Eine dieser Regionen befindet sich bei 17p13.1-13.3, welche 14
TSG, darunter TP53 (17p13.1), beinhaltet.'% P68 und TFK-1 zeigten jeweils
CNL im Bereich 17p11.2-13.3, welche genau diesen CNL-Hotspot umfasst. Da
bei beiden CCL auch eine nukledre p53-Akkumulation beobachtet wurde, lasst
sich schlussfolgern, dass nicht nur ein mutiertes p53-Protein vorliegt, sondern
auch die Genexpression dieses TSG reduziert sein kénnte. Ein TP53-CNL konnte
bei P83 nicht nachgewiesen werden. Diese CCL préasentierte dagegen CNG
im Bereich 7p11.2-22.3, welcher das KRAS-Gen (12p12.1) enthélt. Jung u.a.
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konnten zeigen, dass ein erheblicher Anteil (13 %) der von ihnen untersuchten
dCCC entweder EGFR (7p11.2)- oder ERBB2 (17q12)-CNG aufwiesen und
dass die EGFR-Expression und EGFR-CNG unabhéngig von einander mit einer
schlechten Prognose assoziiert waren.” Die beiden eCCC-CCL P83 und TFK-1
préasentierten ebenfalls CNG, welche die Bereiche 7p11.2-22.3 (P83) beziehungs-
weise 17q11.2-25.3 (TFK-1) umfassten. Anti-ErbB-Therapien waren bis jetzt nur
in préklinischen Versuchen effektiv mit enttduschenden Ergebnissen in klinischen
Studien.?* Jede der untersuchten CCC-CCL prisentierte Kopienzahlverluste
im Bereich 18q21.1-23.0. Dieser chromosomale Bereich enthélt unter anderem
auch das SMAD4-Gen (18q21.1). SMAD4 spielt eine wichtige Rolle in der Si-
gnaltransduktion, insbesondere innerhalb des TGF-(-Signalwegs, und wird als
Tumorsuppressor in CCC angesehen. 193 Es konnte gezeigt werden, dass der
Verlust von SMADA4 einerseits mit dem Tumorstadium in iCCC korrelierte (25 %
in Stadium I und II versus 58 % in Stadium III und IV)™ und andererseits
invers mit der Prognose.'® Um genaue Aussagen iiber den Einfluss der hier
beschriebenen CNV auf die Genexpression sowie die mitbetroffenen Signalwege

treffen zu konnen, ist weiterfiihrende Forschung notwendig.

5.5 Fazit und Ausblick

Wir befinden uns aktuell im Zeitalter der "Targeted Therapies"mit immer mehr
Moglichkeiten der personalisierten antitumoralen Therapie. Die Fortschritte
im Bereich der Therapie- und Diagnosemoglichkeiten der Gallengangstumoren
sind aufgrund ihrer Heterogenitét, Seltenheit und dem Mangel an geniigend in-
Vitro-Modellen nach wie vor gering.?*%5%7 Klassische Krebszelllinien eignen sich
aufgrund ihrer einfachen Handhabung sehr fiir Versuche mit grofsem Probendurch-
satz; sie sind aber fiir CCC schwierig zu etablieren.'%? Um die eingeschrinkte
Ubertragbarkeit von in-Vivo-Arzneimitteltestungen mit CCC-CCL auf die klini-
sche Situation zu verbessern, miissen nicht nur geniigend CCL verwendet werden
sondern die CCL sollten anhand ihrer Lokalisation des Priméartumors im Gallen-
gangssystem, ihrer Treibermutationen und der alterierten Signalwege in Subtypen
unterteilt werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CCC-CCL aus-

gehend von humanen Tumoren iiber den Zwischenschritt als Organoidkulturen
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erzeugt werden kénnen. Damit kénnten zukiinftig mehr CCC-CCL generiert
werden, welche dann fiir in-Vitro-Testungen zur Verfiigung stehen. Die Identifi-
kation von CNV kann wichtige Hinweise {iber mdgliche Treibermutationen und

125 und somit mogliche Ziele fiir die personalisierte

alterierte Signalwege liefern
Tumortherapie aufdecken. CCL gleichen in ihren CNV-Profilen den Usprungs-
tumoren und eignen sich somit hervorragend fiir aCGH-Studien. '*3 Die beiden
Zelllinien P68 und P83 zeigten individuelle CNV-Profile, welche sich zu einem
signifikanten Teil mit den Ergebnissen verdffentlichter Studien deckten. Dabei
befassten sich die meisten der verdffentlichten CNV-Studien mit intrahepatischen
Tumoren mit einer begleitenden Unterreprasentantation der extrahepatischen
CCC. Um die Aussagekraft der CNV-Analysen zu verbessern muss ein breiteres

Spektrum an CCC-Proben verwendet werden.
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Zusammenfassung

Das cholangiozelluldre Karzinom ist charakterisiert durch eine schlechte Prognose
und neue Behandlungsstrategien sind dringend gefragt. Aufgrund der Heteroge-
nitdt und Seltenheit der Gallengangstumore hinken die Fortschritte im Bereich
der Therapie- sowie Diagnosemdoglichkeiten den haufigeren Krebsarten hinterher.
Klassische Krebszelllinien eignen sich fiir experimentelle Ansétze mit hohem
Probendurchsatz. Diese sind allerdings fiir das cholangiozellulare Karzinom
schwierig zu etablieren und folglich ist die Anzahl verfiigharer Zelllinien gering.

In dieser Arbeit konnten zwei cholangiozelluldre Krebszelllinien P68 und P83
ausgehend von humanen Tumoren iiber den Zwischenschritt als Organoidkul-
turen erzeugt und anschliefsend charakterisiert werden. Der Zwischenschritt
einer Organoidkultur erbrachte hierbei eine hohere Etablierungseffizienz. Das
anschliefende Uberfiihren in klassische zweidimensionale Zellenlinien hat den
Vorteil der leichteren Zuganglichkeit fiir Versuche mit hohem Probendurchsatz
und einer besseren Kosten- und Zeiteffizienz. Fiir die bessere Vergleichbarkeit
der Ergebnisse wurden die Experimente ebenfalls mit der haufig verwendeten
Gallengangskrebszelllinie TFK-1 durchgefiihrt. Die Zelllinien prasentierten das
klassische pflastersteinartige Wachstumsverhalten und die fiir Gallengangskrebs
typischen immunhistochemischen Marker Zytokeratin 7 und 19 sowie EpCAM.
Alle Zelllinien demonstrierten eine nukledre Akkumulation von P53, welches auf
einen mutierten Zustand dieses Tumorsuppressors hinwies. Trotz der unterschied-
lichen Urspriinge im Gallengangssystem zeigten die Zelllinien ein vergleichbares
Ansprechen auf Gemcitabin und Sorafenib. Sorafenib préasentierte dabei eine
gute antitumorale Wirkung, wohingegen sich die Zelllinien mittelgradig resistent
gegen Gemcitabin verhielten.

Die vergleichende genomische Hybridisierung (Array-Comparative-Genomic-

Hybridization) ist ein effektives Verfahren zur Detektion von DNA-Kopienzahl-
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verdnderungen. Solche Kopienzahlverinderung kénnen einen tiefgreifenden Ef-
fekt auf die Genexpression der betroffenen Zelle haben und die Identifizierung
alterierter Signalwege kann potenzielle Angriffspunkte fiir die personalisierte
gezielte Krebstherapie liefern. Jede Zelllinie wies ein individuelles Profil an
DNA-Kopienzahlverdnderungen auf mit gemeinsamen Hinzugewinnen bei 14q
sowie gemeinsamen Verlusten bei 4q, 9p und 18pq. Dabei deckten sich die
Ergebnisse zu einem grofen Teil mit denen von bereits publizierten Studien. Es
konnten Verluste in den genomischen Bereichen gefunden werden, welche fiir
SMAD4 (alle Zelllinien) und P53 (P68, TFK-1) codieren. Hinzugewinne umfass-
ten Genombereiche, welche KRAS (P83), EGFR (P83) und ERBB2 (TFK-1)

beinhalteten.
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