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Kurzreferat:
Das Cholangiokarzinom ist noch immer eine schwer zu behandelnde Tumorentitidt, welche

anndherungsweise zehn Prozent der primir in der Leber lokalisierten Tumoren darstellt und mit einer
hohen Mortalititsrate einhergeht. Neben der chirurgischen Intervention, welche fiir ausgewdhlte Félle
eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens bietet, sollten allerdings weitere Therapieoptionen
erarbeitet werden. Hier setzt die vorgelegte Arbeit an. Im Vordergrund stand die Entwicklung eines
Mausmodells zur Untersuchung eines intrahepatischen Cholangiokarzinoms. Zudem stand die
Evaluation einer moglichen Therapie mit genetisch modifizierten humanen mesenchymalen
Stammzellen (hMSC) und die wechselseitige Beeinflussung mit Cholangiokarzinomzelllinien (CCC)
im Fokus. Es ist gelungen, mit dem orthotopen NOD/SCID-Mausmodells eine Grundlage zur
Untersuchung des Cholangiokarzinoms zu entwickeln und ausgewéhlte Aspekte der Interaktion von

hMSC und CCC herauszuarbeiten.
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1 Einleitung
Das Cholangiokarzinom (CCC) stellt eine Tumorentitét dar, die mit einer epithelialen Differenzierung
aus dem hepatobilidren System hervorgeht. Bei der Diagnose zeigen sich die Tumoren zumeist in
einem fortgeschrittenen Stadium, das eine kurative Behandlung nicht mehr zulésst (Ustundag 2008;
Ustundag und Bayraktar 2008; Mosconi et al. 2009; Rizvi und Gores 2013; Razumilava und Gores
2014; Rizvi et al. 2018). Fiir die sich meist als Adenokarzinom prisentierenden Tumoren stellt die
chirurgische Intervention die einzige Moglichkeit dar, den Patienten von seiner Erkrankung zu heilen
(DeOliveira et al. 2007; Neuhaus und Thelen 2008; DeOliveira et al. 2013; Wang et al. 2014; Doussot
et al. 2015; Kambakamba et al. 2015; Neumann und Schmeding 2015). Allerdings bleiben die
chirurgischen Erfolge aufgrund der ausgepréigten Neigung zu Rezidiven weit hinter den gewtlinschten
Erwartungen an eine erfolgreiche Therapie zuriick (Razumilava und Gores 2014).
Bei dem Cholangiokarzinom (CCC) handelt es sich um die hiufigste neoplastische Verdnderung des
Hepatobilidren-Systems und um den zweithdufigsten malignen Primértumor der Leber.
Cholangiokarzinome umfassen einen Anteil von circa 3 % der gastrointestinalen Tumoren (Rizvi und
Gores 2013, S. 1215; Rizvi et al. 2018) und machen damit weltweit 10 -25 % der primér hepatischen
malignen Tumoren aus (Tyson und El-Serag 2011). Das CCC ist eine Erkrankung des héheren Alters,
da es selten vor dem 40. Lebensjahr auftritt. Eine Ausnahme stellt hier indes die autoimmune primér
sklerosierende Cholangitis (PSC) dar, bei der ein Auftreten eines CCC vor dem 40. Lebensjahr
moglich ist (Rizvi und Gores 2013, S. 1).
Die Fiinfjahresiiberlebensrate von Patienten mit einem CCC hat sich seit 1979 nicht wesentlich
verbessert, sie bleibt auf einem sehr niedrigen Niveau und rangiert im Mittel um 10 % (Everhart und
Ruhl 2009, S. 1138-1139). Tyson und El-Serag 2011 beschreiben sogar, dass die Mortalitédtsrate der
Inzidenzrate gleichzusetzen sei.
CCC prisentieren sich mit seltenen Ausnahmen histologisch als Adenokarzinome, die im
Gallengangepithel entstehen und als gut, mittel und schlecht differenziert eingeteilt werden konnen
(Nakanuma und Kakuda 2015).
Die Einteilung des Cholangiokarzinoms erfolgt an der Leber orientiert und kann als proximal und
distal beschrieben werden. Diese Beschreibung richtet sich nach dem Gallenfluss, wobei eine
Subklassifizierung mdglich ist. So wird das intrahepatische vom hilér (Klatskin-Tumor) auftretenden
Karzinom unterschieden (Razumilava und Gores 2014, S. 1; Nakanuma und Kakuda 2015, S. 278).
Klinisch présentiert sich das CCC meist mit sehr unspezifischen Symptomen, die allgemein von
Gewichtsverlust, Nachtschweifl und Oberbauchbeschwerden tiber ikterische Verldufe hin zu vagen
Laborwertverdnderungen reichen. Bei letzteren kann es zu einem Anstieg der Transaminasen,
Cholestaseparametern und eventuell zu einer Erhdhung des Tumormarkers CA 19-9 kommen
(Ercolani et al. 2015, S. 1163).
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Trotz intensiver Forschung ist es bisher nicht gelungen, eine addquate Therapie zu entwickeln, die zu
einer deutlichen Lebensverlangerung flihrt oder eine frithere Diagnose ermdglicht, da die meisten
Cholangiokarzinome in einem Stadium entdeckt beziehungsweise diagnostiziert werden, das einen
kurativen Ansatz nach heutigen Mdglichkeiten ausschlie3t. Dies ist vor allem der Ursache geschuldet,
dass sich erst spit Symptome zeigen, die auf die Erkrankung hinweisen konnten. Treten dann
Symptome auf, sind diese meist nicht charakteristisch und kénnen vielféltiger Natur sein, was eine
schnelle Diagnose erschwert. Aus diesem Grund ist eine interdisziplindre Zusammenarbeit in
Diagnostik und Therapie unerlisslich und der Schliissel zu einer optimalen Versorgung des Patienten.
In den letzten Jahren ist das Mikromilieu des Tumors (TME) vermehrt in den Fokus des Interesses
geriickt. Viele Errungenschaften in der Behandlung von konsumierenden Erkrankungen sind auf das
bessere Verstindnis der im Tumorstroma vorliegenden Bedingungen und des diffizilen
Zusammenspiels von Zellen und der bestimmenden zelluldren und entziindlichen Reaktion
zuriickzufiihren. Dabei kommen neben T- und B-Zellen tumorassoziierte Makrophagen, Adipozyten,
Endothelzellen, Fibroblasten und im Speziellen auch mesenchymale Stammzellen (MSC) vor. Den
MSC kommt dahingehend eine entscheidende und vielversprechende Rolle zu, da ihnen eine
Beeinflussung der Tumorzellen im Hinblick auf Proliferation, Adhéision, Invasion sowie auf die
Resistenzbildung gegeniiber chemotherapeutischen Regimen zugesprochen wird (Pittenger et al.
1999; Liechty et al. 2000; Spaeth et al. 2009; Bruyn et al. 2011; Barcellos-de-Souza et al. 2013).
Damit stellen MSC einen vielversprechenden Angriffspunkt einer antitumoralen Therapie dar. Im
Tiermodell wurden MSC bereits erfolgreich zur Behandlung verschiedenster maligner Tumoren
eingesetzt (Conrad et al. 2007; Zischek et al. 2009; Niess et al. 2011; Bao et al. 2012; Kim und Cho
2013; Moniri et al. 2014; Uchibori et al. 2014). Eine breite klinische Anwendung von MSC an
Patienten konnte allerdings bis dato nicht realisiert werden. Einzig mit einer Phase-I-I1I-Studie (Niess
et al. 2015) erfolgte die erste klinische Erprobung, wobei zum Abschluss dieser Arbeit endgiiltige
Ergebnisse abzuwarten waren.

Vor diesem Hintergrund ist eine eingehende weitere Erforschung unerldsslich, um Fortschritte auf
dem Gebiet der MSC-basierten Tumortherapie zu erzielen. An diesem Punkt setzt die vorliegende
Arbeit an. Zur Untersuchung der mdglichen Behandlung des Cholangiokarzinoms mit
mesenchymalen Stammzellen wurde ein orthotopes Mausmodell entwickelt und die wechselseitige
Interaktion von hMSC mit den Cholangiokarzinomzelllinien CL-6 und HuCCT-1 untersucht. Im
Fokus standen dabei die Rekrutierung der hMSC zum TME und ihre Verteilungsdynamik sowie die
Beeinflussung von Apoptose, Adhésion, Proliferation, Transmigration und die Auswirkung auf die

Behandlung mit zytoreduktiven und zytostatischen Agenzien.
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1.1 Epidemiologie, Pathogenese und Risikofaktoren

Die Privalenz des Cholangiokarzinoms divergiert bezogen auf die Kontinente und einzelne Regionen
stark (Shaib und El-Serag 2004; Blechacz 2017). Dies ldsst sich durch das Auftreten von regionalen
Einfluss- und Risikofaktoren erkldren (Bergquist und Seth 2015, S. 222).

Im Jahr 2004 wurden in den USA 6200 Patienten mit einem CCC gemeldet, wobei in mehr als 74 %
der Félle die Patienten das 65. Lebensjahr bereits liberschritten hatten (Everhart und Ruhl 2009, S.
1138). Dies entspricht einer Inzidenzrate von 1,6 pro 100.000 Einwohner (Khan et al. 2019).
Demgegeniiber ist in Deutschland die Inzidenz des Cholangiokarzinoms mit rund 3 Fillen auf
100.000 Einwohner geringfiigig erhoht (Khan et al. 2019; Banales et al. 2016).

Die alters- und genderabhéngige Verteilung der Inzidenz des CCC zeigt, dass es selten vor dem 40.
Lebensjahr (Tyson und El-Serag 2011, S. 1) auftritt und Ménner etwas hiufiger betroffenen sind als
Frauen (Bergquist und Seth 2015, S. 222; Blechacz 2017).

Anhand verschiedener Metaanalysen ldsst sich erkennen, dass es zum einen durch eine
Fehlklassifikation von hildr beziehungsweise intrahepatisch wachsenden Tumoren und zum anderen
durch eine spéte Diagnosestellung, die eine Unterscheidung der einzelnen Manifestationsorte nicht
mehr zuldsst, zu Schwierigkeiten in der Interpretation und Unterteilung des CCC kommen kann
(Welzel et al. 2006; Khan et al. 2012b; Bergquist und Seth 2015, S. 222).

Studien, die die Entwicklung der weltweiten Inzidenz des CCC analysieren, kamen selten zu einem
einheitlichen Ergebnis, abgesehen von der Aussage, dass es einen Anstieg der intrahepatischen CCC
zu verzeichnen gab (Saha et al. 2016; Bergquist und Seth 2015; Khan et al. 2012b; Shaib und El-
Serag 2004).

Auch bezogen auf Deutschland musste in den letzten Jahren ein Anstieg der Inzidenz des
intrahepatischen CCC festgestellt werden (Hahn et al. 2011, S. 1093).

Bei der Behandlung des CCC konnte in den letzten Jahren eine dezente Verbesserung beziiglich der
Einjahresiiberlebensrate erreicht werden. Eine Fiinfjahresiiberlebensrate von ~10 % bleibt aber
unverdandert schlecht und spiegelt die Aggressivitit und den zu lokalen Rezidiven neigenden
Phénotyp des CCC wider (Everhart und Ruhl 2009, S. 1138; Ustundag 2008). Hinzu kommt, dass das
CCC meist in einem Stadium diagnostiziert wird, in dem fiir den betroffenen Patienten kein kurativer
Ansatz angestrebt werden kann. Demgegeniiber zeigen sich nur circa 30 % der Tumoren in einer
Ausdehnung, die eine chirurgische Resektion und damit einen kurativen Ansatz zulassen, wobei
damit Fiinfjahresiiberlebensraten von bis zu 50 % erreicht werden kénnen (Neumann und Schmeding
2015, S. 296). Im Mittel iiberleben 40 % der Patienten die ersten flinf Jahre nach einer chirurgischen
Resektion (Ustundag und Bayraktar 2008, S. 6461).

Es sind verschiedenste Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Cholangiokarzinoms bekannt.

Neben diesen werden viele weitere begiinstigende Faktoren fiir die Entstehung dieser Tumorentitit
-8-
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vermutet, wenngleich es bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht gelungen ist, einen direkten Nachweis
fiir diese Zusammenhinge zu erbringen.

Zunichst muss festgestellt werden, dass es in Bezug auf das Cholangiokarzinom zwar etablierte
Risikofaktoren gibt, es aber nur selten gelingt, diese im individuellen Fall zu identifizieren (Tyson
und El-Serag 2011, S. 1).

Der Risikofaktor, der mit der hochsten Wahrscheinlichkeit verbunden ist, ein Cholangiokarzinom zu
begilinstigen, ist der Befall mit den Parasiten Opisthorchis viverrini und Clonorchis sinensis. Diese
treten vor allem in Asien auf und haben regional dazu gefiihrt, dass das Cholangiokarzinom in der
Inzidenz das hepatozelluldre Karzinom (HCC) von der ersten Stelle der priméren Leberkarzinome
verdrangt hat (Sriamporn et al. 2004, S. 590-592; Tyson und El-Serag 2011, S. 1). Ein Befall mit O.
viverrini und C. sinensis geht mit einem fiinffach erhdhten Risiko, an einem Cholangiokarzinom zu
erkranken, einher (Songserm et al. 2012).

Bezogen auf Europa sind die primér sklerosierende Cholangitis (PSC) und zystische Verdnderungen
der Gallengénge als groBte Risikofaktoren zu nennen (Tyson und El-Serag 2011, S. 3—4; Kirstein und
Vogel 2016, S. 397).

Weitere mogliche Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Cholangiokarzinoms sind Colitis
Ulzerosa, M. Crohn, Infektionen mit dem Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Virus, Leberzirrhose,
Diabetes, Adipositas per magna sowie Alkohol- und Nikotinabusus.

Zu den genannten Faktoren liegen zahlreiche Studien vor, die durch Tyson und El-Serag 2011

zusammengefasst wurden.

1.2 Lokalisationen und Klassifikationen

Das Cholangiokarzinom ist nach der WHO grob in zwei verschiedene Typen gegliedert (Ercolani et
al. 2015, S. 1162-1163). Diese Einteilung bezieht sich auf die Lage des Tumors zur Leber und wird
entweder als intrahepatisch oder extrahepatisch beschrieben, wobei eine genauere Unterteilung der
beiden Gruppen moglich ist. Liegt der Tumor extrahepatisch, so wird der hilér wachsende Tumor von
den distal wachsenden Tumoren abgegrenzt. Dieser wird auch als Klatskin-Tumor bezeichnet und
seine Subunterteilung orientiert sich an der Anatomie der Hepatikusgabel (Nakeeb et al. 1996;
Suarez-Munoz et al. 2013). Klatskin-Tumoren machen circa 50 % der CCC aus (Suarez-Munoz et al.
2013). Die entsprechende Einteilung von Bismuth und Corlette umfasst vier Typen, wobei Typ III in

eine A und B Form untergliedert wird (Suarez-Munoz et al. 2013).

1.3 Diagnostik im Rahmen eines CCC

Das Cholangiokarzinom manifestiert sich allgemein durch die fiir konsumierende Erkrankungen

typischen Symptome wie Gewichtsverlust, Abgeschlagenheit und Nachtschweil. Daneben treten je
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nach Manifestationsort Zeichen einer Cholestase, abdominelle Beschwerden und allgemeines
Unwohlsein auf (Blechacz et al. 2011). Bei der Labordiagnostik konnen zum einen die
Cholestaseparameter wie y-GT, Bilirubin und alkalische Phosphatase erhoht sein (Khan et al. 2002).
Des Weiteren lassen sich Beeintridchtigungen des Leberstoffwechsels detektieren, die zum einen mit
einer Erhohung der Transaminasen GPT und GOT (ALAT, ASAT) einhergehen kénnen, zum anderen
finden sich erniedrigte Werte von Albumin und den Vitaminen A, D, E und K. Je nach Fortschritt der
Tumorerkrankung lassen sich eine ausgeprigte Andmie und erhohte LDH-Werte als Marker fiir einen
gesteigerten Zellzerfall feststellen (Khan et al. 2002).

Bei der Diagnose eines Cholangiokarzinoms kommt der Bildgebung eine wesentliche Rolle zu. Da
ein CCC vielfach mit einer Cholestase einhergeht, ist zumeist die sonographische Untersuchung die
erste Modalitdt (Fabrega-Foster et al. 2017). Wie Fabrega-Foster et al. beschreiben, kann die
Spezifitit durch eine Kontrastmittelgabe erhoht werden. Daneben ist die Computertomographie (CT)
ein auch fiir den routineméfBigen Einsatz bedeutendes Bildgebungsverfahren, das die oft zufillig
diagnostizierten CCC gut in ihrem Ausmaf} darstellen kann (Fabrega-Foster et al. 2017; Guro et al.
2017). Zusétzlich zu CT und Sonografie kommt die Magnetresonanztomografie zur detaillierten
Darstellung der Infiltration etwa von Gallenwegen zum Einsatz (Fabrega-Foster et al. 2017, S. 69).
Erginzung finden die genannten Untersuchungstechniken durch die Positronen-Emissions-
Tomografie (PET) und die Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP), die zur
Abschitzung einer Resektabilitit am besten geeignet sind (Brandi et al. 2016, S. 233). Die
endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) und die Endosonografie (EUS)
komplettieren die Moglichkeiten zur Darstellung des Tumors (Brandi et al. 2016, S. 233; Khan et al.
2002).

Tumormarker spielen in der Diagnostik des CCC, wie bei vielen malignen Erkrankungen, nur eine
untergeordnete Rolle. Sie sind zwar in vielen Féllen erhoht, bleiben in ihrer Spezifitét allerdings auf
einem niedrigen Level und sind hier nur der Vollstindigkeit erwdhnt. CA 19-9 ist dabei der am
hiufigsten genannte Parameter mit einer Spezifitit von 63 % (Blechacz et al. 2011; Benavides et al.
2015, S. 983). Daneben existieren eine Reihe weiterer Marker: CEA, CYFRA 21-1, CA 242 (Uenishi
et al. 2003; Khan et al. 2002; Blechacz et al. 2011).

1.4 Therapie und Prognose

Die zurzeit einzige Moglichkeit fiir eine kurative Therapie des Cholangiokarzinoms ist die komplette
chirurgische Entfernung des Tumors und seiner eventuell aufgetretenen lokalen Metastasen (Khan et
al. 2012; Bridgewater et al. 2014). Jegliche weitere Therapie wird noch immer nur unter der Maxime
einer Lebensverldngerung durchgefiihrt, wodurch das Ziel einer kurativen Behandlung nicht erreicht

wird. Zur groben Orientierung kann gesagt werden, dass die Therapie auf zwei Sdulen fulit und auf
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der einen Seite die chirurgische Intervention und auf der anderen alle weiteren Therapien beinhaltet.
Unter diesen weiteren Therapien sind zu verstehen: die Chemotherapie mit ihren verschiedenen
Facetten (zum Beispiel systemisch, aber auch lokal verabreicht), Brachytherapie, Kryotherapie,
Chemoembolisation sowie die Phototherapie.

Als prognostischer Marker gilt in der Therapie zum einen der Resektionsrand (Mosconi et al. 2009;
Wang et al. 2015a, 2015b), der den hdchsten prognostischen Wert nach einer chirurgischen
Intervention besitzt, zum anderen geben die mikrovaskuldre Invasion, lokale beziehungsweise
Lymphknoten-Metastasen (Klempnauer et al. 1997; Bagante et al. 2015) und eventuelle
intraoperative Gefafirekonstruktionen einen Anhaltspunkt fiir das Langzeitiiberleben.

Daneben ist ein in der Histologie hochdifferenzierter Tumor als prognostisch giinstiger anzusehen

(Mosconi et al. 2009; Mao et al. 2015).

1.4.1 Die chirurgische Intervention einschlie8lich Lebertransplantation

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, stellt die chirurgische Intervention noch immer die einzige
Therapieoption dar, die in kurativer Intention durchgefiihrt werden kann (Khan et al. 2012a;
Bridgewater et al. 2014). Obwohl die chirurgischen Moglichkeiten in den letzten Jahren eine stete
Weiterentwicklung erfahren haben und viele intra-, peri- und postoperative supportive Maflnahmen
entwickelt wurden, sind die Ergebnisse und erreichbaren Ziele noch immer begrenzt (Wang et al.
2014; Neumann und Schmeding 2015, S. 296). Zudem ist anzumerken, wie auch Ercolani et al. 2015
berichten, dass es nur wenige ausfiihrliche Studien gibt, die alle Tumorlokalisationen und ihren
unterschiedlichen Outcome vergleichen.

Absicht der chirurgischen Intervention sollte eine RO-Resektion sein, da dies direkt mit dem Outcome
der Therapie korreliert und eine R1-Resektion im Gegenzug keine Therapievorteile gegeniiber einem
chemotherapeutischen Regime mit sich bringt.

Die chirurgische Intervention orientiert sich in ihrer Ausfiihrung und Radikalitdt zum einen an der
Ausdehnung und zum anderen an der Lokalisation des Tumors in Bezug auf die Leber und das
Gallengangsystem. Dabei stellen mogliche positive Lymphknoten keine absolute Kontraindikation
mehr dar (Razumilava und Gores 2014, S. 10). Jeder Operation sollte stets eine exakte Darstellung
des Tumors und der infiltrierten Strukturen vorausgehen. Dies kann durch eine MRT- oder CT-
Aufnahme erfolgen. Ergidnzend kommt die Gallengangdarstellung durch MRCP oder ERC zum
Einsatz, um zum Beispiel eventuell vorhandene Strikturen, die durch das Tumorwachstum verursacht
werden, zu erfassen, und, wenn notig, mit Hilfe einer Stentimplantation zu beheben. Zudem eignet
sich die ERC-Untersuchung, um mittels einer Biirstenzytologie einen Hinweis auf das Vorhandensein
von Tumorzellen zu erlangen (Razumilava und Gores 2014, S. 9). Ergidnzend kann eine Darstellung

mit Hilfe der Sonografie versucht werden, wobei eine Abgrenzung zum normalen Lebergewebe durch
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das diffus-infiltrative Wachstum jedoch oftmals erschwert ist. Auf eine Nadelbiopsie sollte aufgrund
der moglichen Tumoraussaat indes verzichtet werden, wenn eine kurative RO-Resektion moglich
scheint (Razumilava und Gores 2014).

Die chirurgische Intervention sollte fiir jeden Patienten individuell angepasst und nach
onkochirurgischen Gesichtspunkten durchgefiihrt werden. Hierzu zdhlen allgemein der Versuch einer
En-Bloc-Resektion sowie die No-Touch-Technik. Des Weiteren erfolgt eine chirurgische Therapie
unter dem Gesichtspunkt der anatomischen Ausbreitung, die nachfolgend kurz zusammengefasst ist.
Bei distal wachsenden Cholangiokarzinomen wird héufig eine Duodenopankreatektomie im Sinne
einer Operation nach Whipple durchgefiihrt (Neumann und Schmeding 2015).

Das hildr wachsende Cholangiokarzinom présentiert sich durch seine anatomische Lage in ca. 90 %
der Patienten initial mit einer Cholestase (Razumilava und Gores 2014, S. 9) und zum Zeitpunkt der
Diagnose ist nur eine geringe Anzahl an Tumoren dieser Lokalisation resezierbar (Kambakamba et
al. 2015). Eine RO-Resektion eines hildr wachsenden Cholangiokarzinoms ist hdufig nur durch eine
ausgedehnte Resektion zu erreichen, da diese Tumoren eine ausgeprdgte Tendenz zeigen, sich
perineural, vaskuldr sowie lymphatisch auszubreiten. Je nach Ausdehnung des hilir wachsenden
Tumors ist das chirurgische Vorgehen anzupassen. Dieses Vorgehen beinhaltet allgemein eine En-
Bloc-Resektion, Resektion infiltrierter GefdBe und Lymphknoten, Entnahme der infiltrierten
Gallengénge sowie Mitnahme von im Anschluss unzureichend drainierten Lebersegmenten und die
anschliefende Reanastomosierung verbleibender anatomischer Strukturen. Dies geschieht unter dem
Gesichtspunkt, dass postoperativ ein sicherer Gallenabfluss und eine addquate Blutversorgung
sichergestellt sind (Neumann und Schmeding 2015).

Bei intrahepatisch wachsenden CCC ist das Leberparenchym infiltriert, meist auch diffus und in einer
groBeren Ausbreitung. Oftmals kann allerdings durch eine anatomische, nichtanatomische oder
gegebenenfalls eine Hemihepatektomie eine RO-Situation geschaffen werden, vgl. hierzu Doussot et
al. 2015, S. 297. Diese Studie zeigt, dass in 80,4 % der Fille ein tumorfreier Rand erreicht werden
konnte, der als relevantester prognostischer Faktor mafigebend fiir das Langzeitiiberleben ist (s. 0.).
Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiithren, dass im Vergleich zu den anderen Lokalisationen eine
perineurale Infiltration und der Befall von Lymphknoten reduziert auftreten (vgl. Ercolani et al.
2015). Zusitzlich kann eine préoperative Portalvenenembolisation erwogen werden, was zu einer
Atrophie des betroffenen Lebersegments fiihrt und kompensatorisch eine Hypertrophie des gesunden
Leberparenchyms bewirkt. Gelegentlich kommt es dabei zu einer unzureichenden Hypertrophie des
gesunden Leberparenchyms. In dieser Situation kann iiber ein operatives Verfahren nachgedacht
werden, wobei mittels Ligatur der portalvendse Zustrom unterbunden wird. Zudem kann eine

perkutane Gallenableitung erwogen werden (Neumann und Schmeding 2015, S. 296).
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Die Lebertransplantation stellte friiher gerade in Deutschland aufgrund des Mangels an mdglichen
Organen priméar keine Therapieoption dar. Zudem lieRen schlechte Uberlebensraten und eine hohe
Quote an Rezidiven die Lebertransplantation nicht als mogliche Option erscheinen. Erst in den letzten
Jahren wurden auf diesem Gebiet groRere Fortschritte erzielt, was vermutlich auf eine bessere
Selektion und die Einfuhrung einer neoadjuvanten Therapie zuriickzufuhren ist (Sapisochin et al.
2015). Die Verfugbarkeit von Organen und die spate Diagnose eines CCC bleiben allerdings
weiterhin eine groRe Herausforderung. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass bessere
Resultate mit Patienten erzielt wurden, die an einer primar sklerosierenden Cholangitis erkrankt
waren (Rosen et al. 2012). Iwatsuki et al. und Sapisochin et al. machen als unguinstige prognostische
Marker ein hohes Alter, eine lange Wartezeit auf ein Spenderorgan, einen hohen CA-19-9-Spiegel
sowie eine vorangegangene Cholezystektomie mit starker Inflammation aus.

Clavien et al. beschreibt 2012, dass die Lebertransplantation als mdgliche Behandlungsoption erst
Zuspruch finde, wenn eine Flnfjahresuberlebensrate erreicht werden kénne, die tber 50 % liege.
Die bereits erwahnte neoadjuvante Therapie beinhaltet die Gabe von 5-Fluoruracil, Radiatio,
Brachytherapie und die orale Gabe von Capecitabin nach einem bestimmten Schema (Darwish Murad
et al. 2012). Sapisochin et al. zeigen auf, dass die Rate an Rekurrenz von 20 % bei neoadjuvant
behandelten Patienten im Vergleich zu unbehandelten signifikant niedriger ist. Zudem stellen sie fest,
dass bei intrahepatisch wachsenden CCC das Outcome im Vergleich zur hilaren Lokalisation nach
wie vor unbefriedigend ist und eine genauere Selektion vielleicht zu einem verbesserten

Gesamtergebnis fuhren kénnte.

1.4.2 Chemotherapien und adjuvante, radiologisch, interventionelle Therapien
Da sich die Mehrzahl der Patienten, bei denen die Diagnose eines CCC gestellt wird, bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium befindet, stellt die systemische Chemotherapie zumeist eine
Behandlungsoption dar, um die mediane Uberlebenszeit zu verlingern.

Als palliative Therapie kommt hierbei eine Kombinationstherapie aus Gemcitabin und einem
Platinderivat zum Einsatz. Valle et al. 2010 fanden in ihrer Studie heraus, dass eine Kombination aus
Cisplatin und Gemcitabin im Durchschnitt eine Verbesserung der Uberlebenszeit zur Folge hatte (11,7
vs. 8,1 Monate im Vergleich zu Gemcitabin als Monotherapie). Zudem konnte mit dieser
Kombination in der Studie das progressionsfreie Uberleben von 5,0 auf 8,0 Monate erhoht werden.
Ein Nachteil in der Toxizitdt konnte dabei nicht festgestellt werden. Gleichwohl zeigte sich eine
hohere Rate an Neutropenie, die allerdings keinen zusitzlichen negativen Effekt beziiglich
vermehrter Infektionen zur Folge hatte. Platinderivate wirken hierbei iiber die Quervernetzung der
DNA durch Bindung an Purinbasen, was zur Apoptose fiihrt (Ghosh et al. 2019). Die Wirkungsweise

von Gemcitabin auf Cholangiokarzinome ist noch immer nicht abschlieend untersucht. Toyota et al.
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2019 konnten nachweisen, dass Gemcitabin zu einem G1-Arrest durch die Reduzierung von Cyclin
D1 fiihrt; zudem wird eine Hochregulation von antitumoralen miRNA beschrieben.

Studien mit dem Multikinaseinhibitor Sorafenib fanden in Einzelfdllen (Pinter et al. 2011) einen
moglichen Vorteil fiir das Gesamtiiberleben, weshalb dieser Inhibitor in den Versuchsansétzen dieser
Arbeit eingesetzt wurde. Sorafenib wirkt {iber Rezeptorthyrosinkinasen sowie auf dem RAF-MEK-
ERK-Signalweg (Abdelgalil et al. 2019).

Eine Kombination von Cisplatin und Gemcitabin mit weiteren antikdrperbasierten Therapieoptionen,
wie zum Beispiel Cetuximab (Malka et al. 2014) konnten keine Verbesserungen der Uberlebensraten
bewirken.

Chemotherapeutische Regime konnen zudem in einem adjuvanten Setting nach einem chirurgischen
Eingriff in Betracht gezogen werden, woriiber jedoch in einem multidisziplindren Team entschieden
werden sollte. Mallgebende Faktoren hierfiir sind eine R1-Resektion, positive Lymphnoten und
mikrovaskuldre Invasion (Doussot et al. 2015, S. 453). Dabei kommt ebenfalls hdufig die
Kombination aus Cisplatin und Gemcitabin zum Einsatz. Dies beruht auf dem Wirkungsnachweis in
Patienten, die keine Resektion erhalten hatten und einer primiren Chemotherapie zugefiihrt wurden.
Ein einheitliches Schema diesbeziiglich ist aufgrund mangelnder Datenlage allerdings nicht etabliert.
Wie die o.g. Auffiihrung moglicher Therapieregime zeigt, ist die Datenlage zu einzelnen
chemotherapeutischen Therapieoptionen uneinheitlich und mit wenig suffizienten Studien belegt.
Aus diesem Grund muss festgestellt werden, dass kein chemotherapeutisches Therapieregime grofere
Fortschritte hin zu einer moglichen Wachstumskontrolle garantieren kann. Vor diesem Hintergrund
sollte eine chemotherapeutische Behandlung kritisch betrachtet werden, da das Cholangiokarzinom
damit nicht immer effektiv behandelt werden kann.

Neben der Chemotherapie stellt die radiologische Intervention gerade fiir nicht resezierbare CCC eine
Therapiemoglichkeit dar. Neben TACE, TACI und SIRT (Yang et al. 2015) existieren zahlreiche
weitere Methoden zur lokalen Behandlung eines CCCs. Es konnen SBRT (Mahadevan et al. 2015),
RFA (Patel et al. 2015) und eine Brachytherapie in Erwégung gezogen werden (Sahai und Kumar

2017), um dem Patienten ein angepasstes Therapieregime zu ermdglichen.

1.5 Der Tumor und sein Mikromilieu

In den letzten Jahren konnten der Einfluss und die Bedeutung des Mikromilieus von Tumoren, auch
Tumor microenvironment (TME) genannt, herausgearbeitet werden. Vor diesem Hintergrund
verwundert es nicht, dass die Einfliisse des TME auf das Wachstum, die Invasion, die Metastasierung
und die Rezidivraten von Tumoren immer besser verstanden werden. Ferner stellt das TME mehr und
mehr einen bedeutsamen Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Therapien dar, die sich aus den

gewonnenen Erkenntnissen iiber das diffizile Zusammenspiel der enthaltenen zelluldren Bestandteile
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und den bestimmten Einflussfaktoren ableiten. Eine grofle Herausforderung besteht allerdings in der
Komplexitit des TME, die zumeist eine individuelle Herangehensweise in der Entwicklung von
neuartigen Therapieansitze erfordert. Hinzu kommt, dass das TME einen unterschiedlichen Einfluss
auf die Proliferation, Invasion und Metastasierung von Tumoren ausiibt. Eine zentrale Rolle spielt
hierbei die chronische Inflammation als Bestandteil einer Immunantwort, die der Tumorentwicklung
voraus- oder mit dieser einhergeht. Zum einen kann eine chronische Inflammation zu einer erhohten
Inzidenz von Tumoren fiihren (beispielhaft bei kolorektalen Karzinomen als Folge einer chronischen
Darmerkrankung oder auch dem HCC, dem haufig eine chronische Leberzirrhose vorausgeht). Zum
anderen stellt eine Immunsuppression einen erheblichen Risikofaktor dar, einen Tumor zu
entwickeln. Prominentestes Beispiel ist die Infektion mit dem HI-Virus, die im Stadium AIDS zu
einer erheblichen Suppression der Immunantwort fithrt und Grundlage fiir die Entstehung AIDS-
assoziierter Tumoren ist (Quail und Joyce 2013).

Im TME kommen einzelnen Zellgruppen entscheidende Aufgaben zu, die die Immunantwort
regulieren. Hierzu zéhlen neben einer Vielzahl anderer Zellarten die mesenchymalen Stammzellen,
die in der vorliegenden Arbeit im Fokus stehen.

Die Wirkungen der MSC im TME sind vielfdltig. So kommen zahlreiche Untersuchungen zu
unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich deren Wirkung auf das Wachstum sowie die Apoptose,
Inflammation und Metastasierung von Tumoren (vgl. Sun et al. 2014; Kim und Cho 2013).

In Studien konnte nachgewiesen werden, dass mesenchymale Stammzellen in der Behandlung von
Tumoren aussichtsreich eingesetzt werden konnen (Niess et al. 2011; Moniri et al. 2014; Uchibori et
al. 2014).

Fundament hierfiir ist eine genetische Verdnderung der MSC, die auch die Grundlage fiir die bereits
initiierte Phase-I/I1-Studie zur Behandlung von fortgeschrittenen gastrointestinalen Tumoren darstellt

(Niess et al. 2015).

1.6 Mesenchymale Stammzellen

Die mesenchymalen Stammzellen (MSC) sind in den letzten Jahren vermehrt in den Fokus der
Forschung gertickt, da sie eine vielversprechende Quelle moglicher therapeutischer Optionen sowohl
in der regenerativen Medizin als auch bei immunvermittelten Erkrankungen darstellen. Dabei sind
MSC eine leicht zu gewinnende Zellart, die zumeist aus dem Knochenmark, Fettgewebe oder Blut
isoliert wird (Niess et al. 2011, S. 767; Uchibori et al. 2014). Zudem besitzen sie durch Multipotenz
die Fidhigkeit, sich unter einem bestimmten Selektionsdruck in Adipozyten, Chondrozyten,
Endothelzellen, Fibrozyten, Myozyten sowie im Binde- und Sehnengewebe zu differenzieren
(Pittenger 1999; Silva 2005).

Mesenchymale Stammzellen dienen im adulten Gewebe zur Aufrechterhaltung der Homdostase, auf
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die sie durch verschiedene Wechselwirkungen Einfluss nehmen. Dabei handelt es sich bei den MSC
um eine leicht zu gewinnende Zellart. Die Schwierigkeit besteht allerdings in der eindeutigen
Identifizierung dieser Zellen, da noch kein singuldrer und eindeutiger Zellmarker gefunden werden
konnte, der spezifisch fiir die MSC ist. Dies hat zur Folge, dass verschiedene Eigenschaften
herangezogen werden miissen, um mit Hilfe eines komplexen Musters an Markerproteinen eine
sichere Identifizierung zu ermoglichen. Dabei kommen verschiedene Zelloberflichen-
Markerproteine zum Einsatz, wie zum Beispiel CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 und
STRO-1. AuBlerdem ist das Fehlen von bestimmten Markerproteinen fiir MSC charakteristisch.
Hierzu zéhlen: CD34, CD45 sowie HLA-DR (Tsai et al. 2011a, S. 1047, BUHRING et al. 2007, S.
263).

Die in dieser Arbeit genutzten humanen MSC wurden aus dem Knochenmark von Spendern (hbMSC)

gewonnen, isoliert und durch die Firma apceth Biopharma GmbH bereitgestellt.

1.7 Gedanke hinter dem Einsatz von MSCs zur Tumortherapie

Wie lassen sich nun MSC zur Tumortherapie einsetzen? Eine direkte antiproliferative Wirkung der
MSC kann zum jetzigen Zeitpunkt weder ausgeschlossen noch bestitigt werden, da unterschiedliche
Arbeitsgruppen diesbeziiglich zu verschiedenen Ergebnissen kommen. Von einigen Arbeitsgruppen
wird in diesem Zusammenhang eine antiproliferative und antiangiogene Wirkung diskutiert (vgl.
hierzu Djouad 2003; Khakoo et al. 2006; Qiao et al. 2008; Gabashvili et al. 2016). Andere Studien
zeigen auf eine proliferative Wirkung von MSCs (Zhu et al. 2006)(Karnoub et al. 2007; Xu et al.
2009; Tsai et al. 2011b; Wu et al. 2016).

Grundlage fiir den Einsatz von MSC fiir eine antitumorale Therapie ist die Fahigkeit, in das TME zu
migrieren. Dieser Vorgang wird auch als Homing bezeichnet (Studeny et al. 2004; Karnoub et al.
2007; Kidd et al. 2009; Kim und Cho 2013; Sun et al. 2014, S. 2; Serakinci et al. 2014, S. 1526).
Dabei spielen zahlreiche Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren eine Rolle,
die durch das TME ausgeschiittet werden und zur Bildung eines inflammatorischen Mikromilieus
beitragen. In der Zusammenschau kann gesagt werden, dass IL-1p, IL-6, TNF-a, VCAM-1, TGF-3
SDF-1 und sein Rezeptor CXCR4, um die relevantesten zu nennen, einen entscheidenden Einfluss
auf das Homing haben (Studeny et al. 2004; Kidd et al. 2009; Uchibori et al. 2013; Kim und Cho
2013; Serakinci et al. 2014). Daneben existieren zahlreiche weitere Faktoren, die einen Einfluss auf
die Migration der MSC in das TME besitzen.

Diese aufgezeigten Eigenschaften bilden den Ausgangspunkt, MSC nach genetischer Modifikation in
der Tumortherapie einzusetzen. In diesem Zusammenhang wurden bereits einige Ansétze unter
Nutzung von MSC zur Therapie von Tumoren entwickelt, die durch (Bao et al. 2012; Gamba et al.

2015) zusammengefasst wurden.
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Abbildung 1: Klinikalgorithmus der hMSC-Therapie (Abkiirzungen: HSV-TK: Herpes-Simplex
Thymidinkinase, hMSC: humane mesenchymale Stammzellen, KMP: Knochenmarkpunktion)

Das vorliegende Modell basiert auf der Verwendung von genetisch verdnderten mesenchymalen
Stammzellen, die ein Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase exprimierendes Genkonstrukt
enthalten, das mit Hilfe eines Plasmides durch Transfektion in das Genom der humanen MSC
eingebracht wurde. Die Expression dieser HSV-Thymidinkinase steht unter der Kontrolle eines
CCL5-Promotors. Bei CCL-5 (auch RANTES) handelt es sich um ein Chemokin mit einer Grof3e von
8 kDa (Khalid et al. 2015), das in der Umgebung von Tumoren durch mesenchymale Stammzellen
ausgeschiittet wird und mit einer verstirkten Metastasierung in Verbindung gebracht wird (Karnoub
et al. 2007; Aldinucci und Colombatti 2014). Dabei wirkt CCLS5 iiber die Rezeptoren CCR1, CCR3
sowie CCR5 (Tanaka et al. 2005).
Die Kontrolle durch einen CCL5-Promoter hat zur Folge, dass die HSV-Thymidinkinase nur in der
Umgebung von Tumoren exprimiert wird (Karnoub et al. 2007) und so als tumorselektiver Aktivator
von Ganciclovir zur antiproliferativen Therapie eingesetzt werden kann (Gamba et al. 2015).
In der Klinik folgt nach der Selektion der Patienten zunéchst eine Knochenmarkpunktion. Das so
gewonnene Knochenmark wird aufbereitet und die mesenchymalen Stammzellen werden isoliert und
aufgereinigt, bevor die mesenchymalen Stammzellen im Anschluss transfiziert werden. Nach
entsprechender Vermehrung der transfizierten MSC werden diese nach vorher bestimmen
Qualitdtskriterien zu einem medizinischen Produkt aufgearbeitet und iiberpriift. Im Anschluss erfolgt
die 1. v. Gabe in mehrfachen Zyklen, jeweils gefolgt von einer Applikation von Ganciclovir. Dieses
Prinzip ist in Abbildung 2 zusammengefasst, wobei in Abbildung 1 die klinische Anwendung skizziert
ist.
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Abbildung 2: Prinzip der genetisch verinderten hMSC zur Tumortherapie (Abkiirzungen: MSC: mesenchymale
Stammzellen, HSV-TK: Herpes-Simplex-Thymidinkinase, CCL-5: Chemokine C-C motif ligand 5)

1.8 Cholangiokarzinom-Modelle

In der Literatur wurden bereits verschiedene Modelle zur Untersuchung des Cholangiokarzinoms
beschrieben (Lai et al. 2005; Sirica et al. 2008; Blechacz et al. 2009; Zhang et al. 2010; Saborowski
et al. 2013), die durch Ko et al. 2013 zusammengefasst wurden.

In der zur Verfiigung stehenden Literatur fehlte bisher allerdings ein geeignetes CCC-Mausmodell,
um die Effektivitat einer moglichen MSC-Tumortherapie eines Cholangiokarzinoms zu
untersuchen. Um den reellen Gegebenheiten eines humanen Cholangiokarzinoms nahe zu kommen,
wurde daher ein orthotopes NOD/SCID-Mausmodell entwickelt, wobei die Tumorzelllinien CL-6
und HuCCT-1 zur Induktion eines intrahepatischen Cholangiokarzinoms direkt in die Miuseleber
eingebracht wurden, um im Anschluss das Tumorwachstum zu charakterisieren. Zur Untersuchung
und Abschétzung einer erfolgreichen therapeutischen Behandlung eines CCC wurden die wie in

Abbildung 2 beschriebenen modifizierten humanen MSC in diesem Mausmodell eingesetzt.

1.9 Das orthotope-NOD/SCID-Mausmodell

In der Praxis wurde dazu orthotope NOD/SCID-Maéuse genutzt, denen die Tumorzellen direkt in die
Leber injiziert wurden. Als Grundlage wurde ein B- und T-Zell-defizitirer und an einem Diabetes
Mellitus Typ I leidender NOD/SCID-Méusestamm eingesetzt. Zusétzlich ist dieser Méiusestamm
nicht in der Lage, natiirliche Killerzellen zu bilden. Diese beschriebenen Eigenschaften bildeten die

Voraussetzung, um xenogene Zellen in einem In-vivo-Versuch zu untersuchen, da die Implantation
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humaner Tumorzellen zu keiner Immunantwort fiihrt und korperfremde Strukturen in diesem
Maiusestamm nicht erkannt werden (Shultz et al. 2014).

Bei der NOD/SCID-Maus handelt es sich um eine Albinomaus mit der Bezeichnung NOD/SCID
NOD.CB17/AlhnRj-Prkdc*“/R, die angesichts ihrer Immundefizienz unter besonders keimarmen
Bedingungen gehalten wird.

Im orthotopen NOD/SCID-Mausmodell werden die oben beschriebenen Eigenschaften der
NOD/SCID-Maus genutzt, um Tumoren der Leber zu untersuchen.

In unserem Modell wurden die Cholangiokarzinomzelllinien der CL-6- (Wongkajornsilp et al. 2009,
S. 141; Chaijaroenkul et al. 2011, S. 56) und der HuCCT-1-Reihe (Miyagiwa M 1989) direkt in die
Leber injiziert, um somit ein intrahepatisches Cholangiokarzinom zu induzieren und anschlie3end zu
analysieren. Da die Maus sehr anfillig fiir exogene mikrobiologische Noxen war, erfolgte eine
moglichst keimarme Haltung im Tierstall. Es wurden maximal fiinf Mause mit einem zwdlfstiindigen
Tagnachtrhythmus und bei konstant 21 °C in einem Kifig gehalten.

Der Versuchsaufbau und die sich daran anschlieBenden Ziele der Arbeit sind in Abbildung 3

zusammengefasst.
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2 Ziele der Arbeit
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Abbildung 3: Arbeitsiibersicht

Das Cholangiokarzinom mit seinem aggressiven Wachstum und zu lokalen Rezidiven neigenden
Phinotyp stellt im klinischen Alltag trotz intensiver Forschung weiterhin eine schwer zu behandelnde
Tumorentitit dar. Geeignete Tiermodelle, um eine effektive Simulation des Tumormikromilieus zu
erreichen, sind rar und bleiben vor dem Hintergrund unzdhliger mdglicher Interaktionen des
Wirtsgewebes sowie der Tumorzellen stets fehlerbehaftet. Zundchst ist es daher das Ziel der
vorliegenden Arbeit, ein Tiermodell zu entwickeln, das die bestmodgliche Interaktion von Tumor- und
Lebergewebe im Tiermodell simulieren kann. Im Anschluss soll die wechselseitige Beeinflussung
von Tumorzellen und mesenchymalen Stammzellen sowie deren Einfluss auf antiproliferative
Therapien untersucht werden. Im Detail wird dabei das Transmigrations- und Adhédsionsverhalten der
hMSC als indirekte Marker fiir die Invasion des Tumormilieus erforscht. Die Wirkung der
Chemotherapeutika Cisplatin und Gemcitabin sowie des Multikinaseinhibitors Sorafenib auf die
Tumorzelllinien und eine mogliche Beeinflussung des Therapieansprechens durch hMSC sind

weiterhin Gegenstand und Ziel dieser Arbeit.
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3 Methoden

3.1 In-vivo-Methoden

Die Tierversuche wurde nach Genehmigung durch das Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, unter
der Antragsnummer 42502-2-1266 UniMD, durchgefiihrt. Die Tierhaltung erfolgte in Gruppen zu
maximal fiinf Tieren sowie mit uneingeschranktem Zugang zu Wasser und Nahrung und in einem

zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus.

3.2 Methoden zur orthotopen Injektion der Tumorzellen

Vor Durchfiihrung einer Injektion der Tumorzellen wurden die Miuse durch intraperitoneale
Instillation von Ketamin in einer Dosis von 100 mg/kg Kopergewicht narkotisiert. Nach
anschlieBender kompletter Rasur des Abdomens und einer lokalen Desinfektion wurde eine mediane
Laparotomie durchgefiihrt und so weit bis an das Sternum heran prépariert, bis die Leber ohne Miihe
mit einem Wattestdbchen exponiert werden konnte. Bei der Darstellung der Leber war ein

vorsichtiges Vorgehen erforderlich, da es hierbei leicht zu einer Schidigung der groflen Gefdlle

kommen konnte.

1 .

Abbildung 4: Injektion der Tumorzellen in den exponierten Leberlappen

Die vorbereitete Menge an Tumorzellen (s. Tabelle 1) wurde direkt in den freigelegten Leberlappen
injiziert, wobei darauf geachtet werden musste, nicht zu tief, aber auch nicht zu oberflachlich zu
stechen, da bei einer zu oberfldchlichen Injektion die Gefahr einer peritonealen Aussaat und damit
der Instillation einer ungeniigenden Menge an verbliebenen Tumorzellen in das Lebergewebe bestand
(vgl. Abbildung 4). Bei einer zu tiefen Einbringung hétte es zu Verletzungen tieferliegender
Strukturen kommen kénnen, was zu einem Verlust der Maus oder einer ungewollten Lokalisation des
Tumors hétte fiihren konnen.

Nachdem die Injektion erfolgt war, musste die Injektionsstelle fiir einige Minuten unter leichtem
Druck verschlossen werden, um ein HerausflieBen von Tumorzellen zu verhindern. AnschlieBend
wurde die Maus Schicht fiir Schicht zugendht und lokal nochmals desinfiziert. Alle Arbeitsschritte

erfolgten unter einer Wirmelampe, um eine zu starke Auskiihlung der Maus zu verhindern.
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Eventuelles Austrocknen der Maus wurde durch die direkte intraabdominelle Gabe von 0,9 % NaCl-

Losung verhindert.

3.2.1 Vorbereitung der Tumorzellen zur orthotopen Injektion

Die Tumorzellen wurden nach dem Standardprotokoll (s. u.) aus den Zellkulturflaschen herausgeldst.
Nach Bestimmung der Zellanzahl und zweimaliger Waschung mit DPBS wurden 1*10° Zellen mit
20 ul DPBS und 20 pl Matrigel verdiinnt, wobei zu beachten war, dass eine homogene Zellsuspension
hergestellt wurde. Fiir den folgenden Transport zum Tierstall wurde die Zellsuspension bis zum
Zeitpunkt der Injektion auf Eis gelagert. Der Maus wurden nach der oben beschriebenen Préparation
der Leber 40 pl der Zellsuspension, was einer Zellzahl von 1#10° Zellen entsprach, direkt in die Leber

injiziert. Im Anschluss erfolgte eine engmaschige Uberwachung der Versuchstiere.

Tabelle 1: Tumorinduktion durch CL-6

Gruppe | Tumor App.-- App.-Art Tierart Tiere (n) Behandlungstag
Zellen/Tier Volume; pLL

1 1x10° 40 uL PBS + Intra-hepatic | SCID/NOD 4 1
40uL Matrigel

2 1x108 40 uL PBS + Intra-hepatic | SCID/NOD 4 1
40 pL Matrigel

3 1x108 40 uL PBS + Intra-hepatic | SCID/NOD 4 1
40 pL Matrigel

4 1x108 40 uL PBS + Intra-hepatic | SCID/NOD 4 1
40 pL Matrigel

5 1x10° 40 uL PBS + Intra-hepatic | SCID/NOD 4 1
40 pL Matrigel

3.2.2 Isolation der hMSC

Die Isolation, Qualitdtssicherung und Bereitstellung der hMSC erfolgten aus humanem Knochenmark
und wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Professor P. Nelson sowie der Firma Apceth
realisiert. In diesem Rahmen wurde uns fiir diese Arbeit ein Grundstock an MSC durch Apceth GmbH
& Co. KG, Munich, Germany zur Verfligung gestellt.

Die Aufarbeitung durch Apceth erfolgte jeweils nach den gleichen Protokollen, wie sie durch Niess
et al. 2015 und Einem et al. 2019 beschrieben wurden. Hierzu erfolgte die Isolation der MSC aus
Knochenmark welches 1:1 mit Lysepuffer fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur gemischt wurden. Bei
unzureichender Lyse wurde der Uberstand abgenommen und der Bodensatz mit Lysepuffer erneut
resuspendiert und fiir weitere 5-10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde alles

zentrifugiert und die Pellets wurden mit DPBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und
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Resuspension mit DMEM erfolgte die Aussaat in 75-ml-Kulturflaschen. Alle zwei Tage wurde das
Medium gewechselt und bei einer Konfluenz von 80-90 % wurden die hMSC in einem Verhéltnis

von maximal 1:4 gesplittet.

3.2.3 Differenzierungs-Assays

Die Differenzierungs-Assays der MSC erfolgten als Qualitdtssicherung vor dem Start der
Versuchsreihe und vor Bereitstellung durch Apceth GmbH & Co. KG. Neben den genannten Kriterien
von Niess et al. BMC Cancer (2015) wurden die Zellen zudem auf eine adipogene, chondrogene und
osteogene Differenzierung tUberpriift, wobei die Aussaat in 6-Well-Platten und 3 ml Medium
vorgenommen wurde. Bei einer Konfluenz von 80 % begann die Differenzierung und es wurden die
jeweiligen Medien hinzugegeben (s. Tabelle 3: Medien fiir h(MSC Differenzierung).

Zur chondrogenen Differenzierung erfolgte die Zentrifugation von 2x10° Zellen, die anschlieBend
mit Medium tiberschichtet wurden und nach 24 h Inkubation im Warmeschrank in eine 96-Well-Platte
iiberfithrt werden konnten (s. Tabelle 3: Medien fiir h(MSC-Differenzierung).

Der Nachweis der adipogenen Differenzierung wurde mit der Oil-Red-Farbung (unten beispielhaft
aufgefiihrt) erbracht. Dazu wurde das Medium abgesaugt und anschlie3end erfolgte die Fixierung mit
4 % Formalin fiir 20 Min. bei Raumtemperatur. Nach einmaliger Waschung mit DPBS wurde eine
0,03 % Oil-Red-L6sung hinzugegeben und fiir weitere 20 Min. inkubiert. Anschliel3end folgte erneut
eine dreimalige Waschung mit DPBS.

Der Nachweis der osteogenen Differenzierung wurde mit der Alizarinrot-Farbung vorgenommen.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, um anschlieBend die Fixierung mit 4 % Formalin fiir 20 Min.
bei Raumtemperatur durchzufiihren. Nach einmaliger Waschung mit NaCl-Losung wurde 1 %
Alizarinrot-LOsung hinzugegeben und fir weitere 10 Min. inkubiert. Anschlielend erfolgte die
nochmalige dreimalige Waschung mit NaCl-L&sung.

Zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung wurde die Alcianblau-Farbung verwendet. Nach
der Fixierung in Formalin wurde das Pellet in Paraffin eingebettet. Nach der Deparaftinierung erfolgte
die 30-miniitige Inkubation mit 0,5 % Alcianblau-Ldsung. An die Waschung mit H>O schloss sich die
Uberschichtung mit Kernechtrot fiir 5 Min. an, um anschlieBend erneut mit H>O gewaschen zu

werden. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Mikroskops.
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Abbildung 5: Beispiel der Oil-Red-Firbung nach adipogener Differenzierung

3.2.4 Markierung der hMSC

Zur spateren Detektion bei der histologischen Aufarbeitung wurden die hMSC im 2. Zyklus mit dem
CellTracker Red CMTPX markiert. Dazu wurden die Zellen aus den Kulturflaschen nach dem
Standardprotokoll (s. 4.3, 4.4) herausgelost und gezdhlt. Nach der ersten Waschung wurden die Zellen
abzentrifugiert. Nach Verdiinnung des Farbstoffes mit DMEM (1X) ohne Phenol Red im Verhiltnis
1:100 wurden die Zellen fiir 30 Min. inkubiert. Nach der Zentrifugation und zweimaliger Waschung
mit DPBS wurde eine Verdiinnung der Zellen mit dem Injektionsmedium auf eine Konzentration von
1*10° Zellen/300 pl Medium eingestellt. Die Effektivitit der Farbung wurde mit einem FACS-Geriit
iiberpriift, wobei im Mittel 90 % der Zellen als angefdrbt nachgewiesen werden konnten (vgl.

Abbildung 6).

3.2.5 Injektion der h(MSCs

Die Injektion der h(MSC erfolgte iliber die Schwanzvenen der Versuchstiere. Dazu wurden die Méuse
in einer Halterung fixiert, um mogliche Verletzungen durch Bewegungen der Maus so gering wie
moglich zu halten. Ein Auskiihlen der Tiere wurde durch eine Warmelampe verhindert. Nachdem die
Spritze luftleer gemacht wurde und sichergestellt war, dass sich keine Verklumpungen im
Injektionsmedium befanden, erfolgte die langsame und vorsichtige Injektion von 1*10° Zellen/300 pl

Medium.
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Abbildung 6: Beispiel FACS gestiitzter Nachweis der markierten hMSCs

3.2.6 Sonographische Untersuchung

Zwei Tage vor der Opferung erfolgte im 2. Tierversuchszyklus eine Sonographie zur moglichen
Tumordetektion sowie Abschitzung der Tumorgréfe und des Tumorwachstums. Hierzu wurden mit
freundlicher Unterstiitzung von Herrn PD Dr. Udelnow die Méuse kurzzeitig in einem Maus-
Restrainer teilfixiert, um mit Hilfe des Sonographiegeridtes LOGIQ E9 von GE die Untersuchung
durchfiihren zu konnen. Als Ultraschallkopf wurde der MS5-D-Schallkopf von GE verwendet.

Nach der Fixierung der Méuse wurde das Abdomen rasiert und etwas Ultraschallgel aufgetragen.
Hauptproblem der Untersuchung war die Beweglichkeit der Mduse, was eine genaue Einstellung der
zu untersuchenden Region teilweise erschwerte. Es wurden jeweils Einzelbilder im Bereich der

grofften Tumorausdehnung gemacht und am Gerit direkt vermessen.

4 In-vitro-Methoden

4.1 Die Zellkultur

Fir CL-6, HuCCT-1 und hMSC

Jede Arbeit mit den genannten Zelllinien wurde unter einer sterilen Werkbank mit Absaugvorrichtung
durchgefiihrt. Soweit es notig war (Ausnahme: Trypsin/EDTA), wurden die verwendeten Substanzen

vor threm Gebrauch in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt.
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4.2 Das Kulturmedium

Fiir CL-6 und HuCCT-1 wurden RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Medium 1640 (1X) +
GlutaMAX mit 10 % FBS, 1-prozentige Penicillin-Streptomycin- und 1-prozentige Normocin-
Losung verwendet.

Fiir die hMSC wurden DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium, 1g/L D-Glucose, L-Glutamin,
Pyruvat) mit 10 % FBS und 1-prozentige Penicillin-Streptomycin-Ldsung eingesetzt.

Die verwendeten Medien und Supplemente, mit Ausnahme der verwendeten Trypsin/EDTA-L6sung,
wurden vor ihrem Einsatz in den Zellkulturen in einem Wasserbad auf 37 °C erwérmt.

Das Kulturmedium in den Zellkulturen wurde alle zwei Tage durch frisches Medium ersetzt.

4.3 Subkultivierung der Cholangiokarzinomzelllinien und hMSC

Alle verwendeten Zelllinien wurden weitgehend nach der nachfolgend aufgefiihrten Vorgehensweise
angesetzt und kultiviert. Eine Ausnahme bildeten hierbei die hMSC, die von einem Grundstock
kultiviert und nach Bezug nur einmalig passagiert wurden, um keine Eigenschaften zu verédndern und
die Zellen nicht in ihrem Wachstum zu beeintrachtigen.

Die Zellen wurden geteilt, wenn eine Konfluenz von > 85 % in den Kulturflaschen erreicht wurde.
Nach dem Absaugen des Mediums und einmaligem Waschen mit DPBS wurde 0,05 % Trypsin-EDTA
(0,5ml fir T-25-, 1,5ml fiir T-75-, beziehungsweise 3,5 ml fir T-175-Zellkulturflaschen)
hinzugegeben und die Kulturen wurden bis zum Abldsen der Zellen fiir ca. drei bis 7 Min. inkubiert.
Dabei zeigte sich, dass die HuCCT-1-Zelllinie eine stirkere Adhédrenz aufwies, was sich in ldngeren
Einwirkzeiten des Trypsin/EDTA im Vergleich zur CL-6- Zelllinie niederschlug. Durch die Zugabe
von frischem Medium in die KulturgefdBe (2 ml je T-25-, 4 ml je T-75- beziehungsweise je 8 ml T-
175-Zellkulturflasche) wurde die Reaktion gestoppt, um im Anschluss die Zellen in ein 15-ml-
Falcon-Rohrchen zu tiberfithren und nach der Bestimmung der Zellzahl bei 1200 rpm fiir 5 Min. zu
zentrifugieren. Das Zellpellet wurde in 5ml des jeweiligen Mediums resuspendiert. Die
Rekultivierung erfolgte nach den experimentellen Erfordernissen und richtete sich nach der Anzahl

an Zellen, die fiir die jeweiligen Experimente benétigt wurde.

4.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zdhlkammer verwendet.

Nach Herstellung einer homogenen Zellsuspension, unter Vermeidung der Bildung von
Konglomeraten, wurden 50 ul der Suspension mit 50 ul Trypanblau vermengt (Verhiltnis 1:1), um
anschlieBend unter dem Mikroskop ausgezdhlt zu werden. Dazu wurden 10 pl der Suspension
blasenfrei unter ein Deckglidschen der Neubauer-Zdhlkammer pipettiert und unter 200-facher
VergroBBerung betrachtet. AnschlieBend wurden alle vitalen Zellen gezihlt, die ein nicht blaugefarbtes

Zytoplasma aufwiesen, da die Blaufarbung fiir einen Membrandefekt spricht und damit ein
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entscheidender Hinweis fiir eine tote Zelle ist.

4.5 Kryokonservierung

Die Kryokonservierung orientierte sich an einer Methode, die die Bildung von Eiskristallen in den
Zellen, die zu einer Zerstorung der Zellstrukturen flihren, verhindert und damit eine Langzeitlagerung
der Zellen ermdglicht. Die Zellen wurden dafiir wie unter dem Punkt der Subkultivierung beschrieben
durch Trypsinisierung aus den Zellkulturflaschen abgelost. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurde
der Zelltiter auf 2—4 Mio. Zellen/ml unter Verwendung eines leicht modifizierten Mediums, das 20 %
FBS und 5 % DMSO enthielt, eingestellt und die erhaltene Zellsuspension in sterile 2 ml-Kryotubes
iiberfithrt. Die Kryotubes wurden dann in einen speziellen Einfrierbehélter {berfiihrt, der
anschlieBend bei -80 °C iiber Nacht gelagert wurde, um ein langsames Einfrieren mit einer
Abkiihlrate von 1 K/Min. zu gewéhrleisten. Am néchsten Tag wurden die eingefrorenen Zellen in

einem Tiefkiihlschrank bei -150 °C eingelagert.

4.6 Rekultivierung nach Kryokonservierung

Die erneute Rekonditionierung der Zellen nach einer Kryokonservierung erforderte eine ziigige
Vorgehensweise, um eine nachfolgende Schidigung der aufzutauenden Zellen durch enthaltenes
DMSO zu verhindern. Die Kryotubes wurden dazu aus dem Tiefkiihlschrank entnommen und fiir
circa 1 Min. in das auf 37 °C vorgewarmte Wasserbad gegeben. Nachdem die gesamte Fliissigkeit
aufgetaut war, schloss sich die Zentrifugation fiir 5 Min. bei 1100 rpm an. Anschlieend wurde der
Uberstand abgesaugt und die Resuspension der Zellen erfolgte in je 2 ml frischem Kulturmedium.
Danach wurden die Zellen in einer T-75-Zellkulturflasche ausgesét und fiir 24 h kultiviert, bevor

schlielich das Medium gewechselt wurde.

4.7 Ermittlung der Zellviabilitit mit Hilfe eines Zellproliferations-Assays
Die Zellviabilitit wurde unter Verwendung eines Cell Proliferation and Cytotoxicity Assays ermittelt,
das fiir die einzelnen Versuche modifiziert eingesetzt wurde. Zur Bestimmung der Zellproliferation

wurde das Cell-Counting-Kit-8 (CCK-8) der Firma Dojindo Laboratoris, Japan, eingesetzt.

4.7.1 Zellviabilitit ohne weitere Behandlung

Fiir die Vorbereitung des Proliferationsassays wurden die beiden Zelllinien CL-6 und HuCCT-1 fiir
24 h in einer 96-Well-Platte in aufsteigender Konzentration (1*103, 2*103, 3*10°...10*10?) kultiviert.
Die jeweilige Anzahl an Zellen wurde in 200 ul FBS-freiem RPMI-Medium ausgesit, um eine
Beeinflussung der Ergebnisse durch das FBS zu verhindern.

Die Zellproliferation wurde nach Inkubation der Zellen mit Hilfe eines Cell-Counting-Kit-8 (CCK-

8) detektiert. Der Nachweis der vorhandenen Anzahl oder der metabolischen Aktivitit der Zellen
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wurde tiber das Ausmal3 der Reduktion des wasserloslichen Tetrazoliumsalzes WST-8 [2-(2-methoxy-
4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-Disulfophenyl)-mono-Natriumsalz] durch intrazellulare
Dehydrogenasen unter Beteiligung der Reduktionsidquivalente NADH/NAD bestimmt, die mit der
Bildung eines Formazan-Farbstoffes durch einen Farbumschlag von Gelb zu Orange reagiert. Dieser
Farbumschlag ist proportional zur Zellviabilitdt und kann durch eine photometrische Bestimmung
ausgewertet werden. Hierzu muss das Medium, das sich in den Wells befindet, entfernt und durch die
nach Anleitung hergestellte CCK-8-Losung ersetzt werden. Als Verdiinnungsmittel wurde farbloses
RPMI-Medium 1640 verwendet. Nach Herstellung der CCK-8-Losung wurden 110 pl der Losung in
ein Well pipettiert. Nach einer Inkubation bei 37 °C fiir eine Stunde in einem Zellkulturschrank

erfolgte die Auswertung bei 450 nm durch den Infinite M200 Pro Multimode Reader.

4.7.2 Zellviabilitit unter Einfluss von Sorafenib, Gemcitabin und Cisplatin
Behandlung

Der Versuch wurde nach dem in Punkt 4.7 genannten Prinzip durchgefiihrt. Dazu wurden 4*10?
Zellen pro Well ausgesit und die Zellen zum Anwachsen fiir 24 h inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen einer Chemotherapeutika-Behandlung unterzogen. Hierfiir wurden in parallelen Ansétzen in
einer aufsteigenden Konzentrationsreihe 1, 2, 5, 10 mM/ml Sorafenib sowie 1, 10, 100, 1000 ng/ml
Gemcitabin beziehungsweise 10, 20, 40, 60 pg/ml Cisplatin in die Wells pipettiert. Es wurden 200 pl

der so hergestellten Losung appliziert, was dem Volumen bei der Aussaat entsprach.

4.7.3 Zellviabilitit unter Einfluss von hMSC-Uberstand

Die oben beschriebene Vorbereitung zur Bestimmung der Zellviabilitdit wurde mit Hilfe eines
kommerziell verfiigbaren Cell-Counting-Kit(CCK-8)-Assays durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen
4*10* Zellen pro Well. Nach 24 h wurde das Medium entfernt und durch den hMSC-Uberstand
(Supernatant; Herstellung s. u.) ersetzt. Als Kontrolle kam das RPMI zum Einsatz. In drei zeitlichen
Stufen (24 h, 48 h, 72 h) erfolgte die Farbung der Zellen mit Hilfe des CCK-8-Assays und einer
anschliefenden kolorimetrischen Bestimmung des intrazellular umgesetzten Formazanfarbstoffes bei
einer Wellenldnge von 450 nm unter Nutzung eines Mikrotiterplattenreaders.

Zur Herstellung des hMSC-Uberstands wurden hMSC in einer T-75- oder T-175-Kulturflasche mit
DMEM, 10% FBS und 1% Penicillin-Streptomycin-Losung ausgesit (abhingig von der
erforderlichen Menge an hMSC-Uberstand). Nachdem eine Konfluenz von 70-80 % erreicht wurde,
wurde das DMEM durch RPMI ausgewechselt, das ohne FBS und PS zum Einsatz kam. Vor diesem
Schritt wurde eine zweimalige Waschung mit DPBS vorgenommen, um eventuellen
Verunreinigungen mit dem eingesetzten DMEM entgegenzuwirken. Nach einer 24-stiindigen
Inkubation wurde der Uberstand enthommen und durch eine Filter Unit Millex-OR 0,22 um filtriert.

Der so gewonnene Uberstand wurde danach entweder direkt in einem angeschlossenen Experiment
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verwendet oder fiir maximal zehn Tage bei -20 °C in 15-ml-Falcon-Tubes eingelagert, um bei

entsprechenden Erfordernissen aufgetaut zu werden.

4.7.4 Zellviabilitit unter hMSC-Uberstand und Sorafenib, Gemcitabine und
Cisplatin

Fiir diesen Versuch wurden am ersten Tag des Experiments 4*10* Zellen pro Well in 200 pul RPMI

ausgesdt und iiber Nacht kultiviert. Nach 24 h wurde das Kulturmedium entfernt, durch den zuvor

gewonnenen hMSC-Uberstand ersetzt und fiir weitere 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde der

hMSC-Uberstand enthommen und die Therapie mit den genannten Substanzen konnte durchgefiihrt

werden. Die Zellviabilitdt wurde dann nach nochmaliger 24-h-Inkubation ausgewertet.

4.8 Adhisions-Assay

Die Tumorzelllinien (CL-6 und HuCCT-1) wurden fiir das Zelladhdsionsassay in einer 96-Well-Platte
ausgesit und iiber 24 h inkubiert. Pro Well wurden hierfiir 1*10* Zellen in 200 ul RPMI verwendet.
Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen und es wurden 5*10° hMSC,
die mit CellTracker Red CMTPX markiert waren, hinzu pipettiert (Protokoll zur CMTPX-Markierung
siehe oben). Als Kontrolle wurde DMEM eingesetzt. Nach 5, 15 und 30 Min. wurde der Uberstand
entnommen und die Zellen wurden mit 4 % Formalin fixiert.

Die Auswertung wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop vorgenommen, wobei fiinf représentative
Felder des jeweiligen Wells ausgezéhlt wurden. Fiir eine genauere Auswertung wurden die Bilder mit

Imagel bearbeitet.

4.9 Transmigrations-Assay (Boyden-Chamber)

Die Transmigration von hMSC wurde mit einem Doppelkammersystem untersucht. In der unteren
Kammer befand sich dabei der Tumorzell-Uberstand, in die obere Kammer wurden die hMSC
pipettiert. Abgetrennt waren beide Kammern durch eine Membran, die den direkten Austausch
verhinderte. Der fiir die Transmigration bendtigte Tumorzell-Uberstand wurde gewonnen, indem die
jeweilige Tumorzelllinie in eine T-75-Zellkulturflasche ausgesét und bis zu einer Konfluenz von
> 80 % kultiviert wurde. Dies war nach zwei bis drei Tagen der Fall. Anschlieend wurde das RPMI-
Medium, das 10 % FBS enthielt, nach dreimaligem Waschen mit DPBS durch ein FBS-freies RPMI-
Medium ersetzt. Die Zellen wurden darauthin iiber 24 h erneut kultiviert. Nach der Kultivierung
wurde das Medium entnommen und durch einen Filter mit 0,22 um groflen Poren filtriert, um
eventuelle zellulire Bestandteile abzutrennen. 500 pl dieses Uberstands wurden dann in eine 24-Well-
Platte pipettiert und es wurde der spezielle Transmigrationseinsatz aufgesetzt. In die obere Kammer
dieses Einsatzes erfolgte die Pipettierung von 5*10* hMSC in 200 ul DMEM. Diese Anordnung

wurde wiederum fiir 24 h inkubiert. Danach wurde der Transmigrationseinsatz entnommen, die
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verbliebende Fliissigkeit abgesaugt und die obere Kammer dreimal mit DPBS gespiilt sowie mit
einem Wattestdbchen vorsichtig trocken gesaugt. AnschlieBend erfolgte die Fixierung in 4 %
Formalin fiir 30 Min. Daraufhin wurden die Zellen nach Entfernen des Formalins mit Crystal-violet-
Solution-Férbeldsung beschichtet und fiir 20 Min. inkubiert.

Zur Auswertung wurde ein Mikroskop verwendet, indem fiinf reprdsentative Felder der
Transmigrationsmembran ausgezdhlt wurden. Dafiir wurden die Membranen aus den Einsétzen
herausgeschnitten, mit 40 ul Kaiser’s Glycerol-Gelatine auf einem Objekttréger fixiert und mit einem
Deckgléschen eingedeckt.

4.10 Angiogenese-Assay

Bei diesem Experiment wurde getestet, ob CL-6 und HuCCT-1 in der Lage sind, sogenannte
GefaBvorliuferstrukturen in einem Angiogeneseassay auszubilden. Dazu wurden 1x10* HUVECS-
Zellen auf einer p-Slide-Angiogenese-Platte pipettiert und nach 24 h Inkubation mit Sorafenib
(5 uM/ml, 10 uM/ml), Gemcitabin (10 ng/ml, 100 ng/ml) sowie einem FBS-freien RPMI-

Kontrollmedium analysiert. Die Auswertung wurde mit Hilfe eines Auflichtmikroskops durchgefiihrt.

4.11 Transfektion von hMSC

Die Bereitstellung und Gewinnung der verwendeten mesenchymalen Stammzellen erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Firma Apceth Biopharma GmbH (Munich, GroBhadern). Die Entnahme
beinhaltete eine Knochenmarkentnahme im Bereich des Beckenkamms bei Patienten, die einer
wissenschaftlichen Nutzung zugestimmt hatten. Das gewonnene Knochenmark wurde im Anschluss
in Zellkultur gebracht und die mesenchymalen Stammzellen wurden zunédchst durch ihre
Plastikadhédrenz selektiert (Niess et al. 2015). Daran schloss sich die genetische Modifikation mit
Hilfe einer retroviralen Transfektion an (s. Abbildung 7: Vektor in msc_Apceth 101 (nach Niess et
al. 2015) vereinfacht nach Niess et al. 2015). Hierbei wurde unter anderem ein Genabschnitt
eingebracht, der eine Herpes-Simplex-Thymidinkinase kodiert. Diese Thymidinkinase sollte dann im
Tumor durch die hMSC sekretiert werden und Ganciclovir phosphorylieren, um {ber einen

Bystander-Effekt die Tumorzellen zu bekdmpfen.

5‘| du3 |R| us I I pRANTESI HSV-TK I HAI I pPPGK I Puro | I WPRE | I du3 |R| us I3‘

Abbildung 7: Vektor in msc_Apceth_101 (nach Niess et al. 2015)

Die selektive Aktivierung und Expression der HSV-TK konnte durch die Kontrolle des
RANTES/CCLS5-Promoters erreicht werden (vgl. Abbildung 2: Prinzip der genetisch verdnderten
hMSC zur Tumortherapie). Diese selektive Aktivierung konnte erstmalig in Brustkrebszellen

nachgewiesen werden (Karnoub et al. 2007), wobei Effekte auf das Invasions- und
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Metastasenverhalten belegt werden konnten. Weitere Studien konnten einen dhnlichen Nachweis in
Pankreaskarzinomen (Zischek et al. 2009) wie auch im hepatozelluldren Karzinom (Niess et al.

2011) erbringen.

4.12 PCR zum Nachweis des Woodchuck-hepatitis-post-transcriptional-
regulatory-element (WPRE)

Der Nachweis der hMSCs in den untersuchten Geweben erfolgte mit der Hilfe der PCR-Methode und
eines in die hMSCs eingebrachten Reportergens und wurde in Kooperation mit der Firma Apceth
durchgefiihrt. Bei diesem transduzierten Reportergen handelt es sich um das WPRE, ein cis-
wirkendes Element, das eine entscheidende Rolle in der Regulation von Transgenen spielen kann
(Klein et al. 2006; Powell et al. 2015).

Tabelle 2: Primer und Sonde zum WPRE-Nachweis

Name Sequenz
Forward Primer | WPRE for (Roche) 5-TCATGCTATTGCTTCCCGTA-3’
Reverse Primer WPRE rev (Roche) 5'-AAAGAGACAGCAACCAGGATTT-3"
Sonde Universal Probe 5-AGGAGGAG-3’

4.13 Herstellung der histologischen Schnitte

Die Paraftinschnitte wurden nach einer 20-miniitigen Lagerung in einem -20 °C-Kiihlschrank auf Eis
zum Schneiden vorbereitet. Nach dem Entfernen der oberen Paraffinschicht und der ersten Anschnitte
des Gewebes wurde die Schnittdicke von 20 um auf 5 pm reduziert, bevor anschlieBend die
endgiiltigen Schnitte angefertigt wurden, die nach dem Schneiden vorsichtig in ein vorgewérmtes
Wasserbad gegeben wurden. Von diesem Wasserbad aus wurden sie auf einen Objekttrager tiberfiihrt,
der dann zum Trocknen auf eine vorgeheizte Warmeplatte gelegt wurde. Nach dem vollstindigen
Abtrocknen der Objekttrager konnten die so angefertigten Schnitte bei Raumtemperatur gelagert

werden.

4.14 Fiarbungen

4.14.1DAPI-Firbung

Bei der Farbung mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) handelt es sich um eine Farbung, die
eingesetzt wird, um die DNA in lebenden oder toten Zellen darzustellen.

Hier wurde eine Verdiinnung von 1:100 (DAPI: DPBS) verwendet, die in 2-ml-Eppendorfrohrchen
angesetzt wurde. Die einzelnen Schnitte wurden dann mit circa 100 ul der Losung bedeckt und fiir

15-20 Min. in einer lichtundurchldssigen Farbewanne inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
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dreimalige Waschung mit DPBS. Um die Kryoschnitte auf den Objekttragern zu fixieren, wurden
diese mit einem Tropfen Mounting-Medium beschickt und unter leichtem Druck wurde ein

Deckglédschen darauf gelegt

4.14.2Kryoschnitte

Zunéchst wurden die Schnitte fiir 20 Min. bei Raumtemperatur erwédrmt. AnschlieBend erfolgte die
Fixierung mit 4 % Formalin, wobei die Schnitte erst mit DPBS gewaschen und dann 15 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Darauf folgte die dreimalige Waschung mit DPBS.

Im nichsten Schritt wurden 50 pl 8-%-Serum und 1 % Triton in DPBS auf die Schnitte gegeben, um
sie bei Raumtemperatur fiir 30 Min. einwirken zu lassen, wobei bei KI-67, CD31 und VEGF kein
Triton zum Einsatz kam. Um die genaue Stelle der Schnitte auf dem Objekttrager zu lokalisieren und
ein ,Weglaufen® der Fliissigkeit zu verhindern, wurde ein Olstift verwendet.

Der erste Antikorper wurde in seiner jeweilig anzuwendenden Verdiinnung in 4 % Serum, bei 4 °C
iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag schloss sich eine dreimalige Waschung mit DPBS bei
Raumtemperatur an. Der zweite Antikorper wurde anschlieBend 60 Min. bei Raumtemperatur

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Farbung mit DAPI fiir 15 Min.

4.14 3Paraffinschnitte CD31, CK-7, KI-67, Hep-Par-1

Da die histologischen Schnitte in Paraftin eingebettet waren, wurde ein Deparaffinierungsschritt der
eigentlichen Fiarbung vorangestellt, dem sich eine Rehydrierung der Schnitte anschloss. Fiir die
Deparaffinisierung wurden die Paraffinschnitte fiir 10 Min. bei 60 °C in einem Wérmeschrank
erwdrmt, um dann fiir 2 x 8 Min. in Xylol eingetaucht zu werden. Es folgten 2 x 5 Min. in 100 %
Alkohol, 1 x3 Min. in 90 % Alkohol und zum Abschluss weitere 3 Min. in 70 % Alkohol.
AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 5 Min. in Milliporewasser gewaschen. Nach diesen
Arbeitsschritten folgten die eigentlichen Farbungen. Nach der Deparaffinierung und Rehydrierung
wurde die Demaskierung vorgenommen. Dazu wurden die Schnitte fiir 30 Min. in Dako, Target
Retrieval Solution gekocht. Nach angeschlossener fiinfminiitiger Abkiihlung wurden die Schnitte fiir
2 x 3 Min. in TRIS-CL gewaschen. Es folgte der endogene Peroxidaseblock, fiir den die Schnitte fiir
10 Min. in 7,5-prozentige H2O2-Losung getaucht wurden. AnschlieBend wurden sie fiir weitere
10 Min. unter Leitungswasser sowie 2 x 5 Min. in DPBS gewaschen. Darauffolgend wurde fiir
20 Min. der Serumblock mit 8 % Goatserum und 3 % BSA in DPBS durchgefiihrt. Bevor der 1. AK
auf die Schnitte gebracht wurde, wurde der Blocking-Puffer entfernt. Der 1. AK wurde in einem
Verhiltnis von 1:100 mit DBPS und 3 % BSA verdiinnt auf die Schnitte gegeben (ca. 50 ul pro
Gewebeschnitt) und iliber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Paraffinschnitte fiir
2 x 5 Min. in DPBS gewaschen. Es folgte der Avidin/Biotin-Block. Hierbei wurde zunichst ein

Tropfen der Avidinlésung auf die Schnitte gebracht und fiir 15 Min. inkubiert, bevor anschlieend ein
-32.-



-33 -

Tropfen Biotin fiir 15 Min. aufgebracht wurde. Es folgte dreimaliges Waschen mit DPBS fiir jeweils
1 Min. Der sekundire AK wurde, wie der erste AK, mit DBPS und 3 % BSA verdiinnt und fiir 30 Min.
inkubiert. Im Anschluss wurde dann fiir 2 x 5 Min. mit DPBS abgewaschen. Darauffolgend wurde
der ABC-Komplex in DPBS aufgebracht und wiederum nach 30 Min. durch eine Waschung mit
DPBS entfernt. Die Schnitte wurden dann mit DAB-+-Chromogen fiir 15 Min. gefarbt und danach ca.
5 Min. unter flieBendem Leitungswasser gespiilt sowie 2 x 3 Min. in DPBS gewaschen. Die
Gegenfarbung erfolgte, indem die Schnitte fiir 30 Sekunden in H&matoxylin-Losung eingetaucht
wurden. Als Kontrolle, damit keine falschpositiven Ergebnisse entstanden, wurde der 1. AK
weggelassen und die Schnitte wurden auf eine eventuelle unspezifische Bindung des 2. AK

untersucht.
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5 Materialien

5.1 Technische Geriite

Applied Biosystems 7000 Real-Time PCR System
Automatic Tissue Processors Model 2065/2
AxioCam MRc5 camera

CO2-Inkubator HERAcell 150i 12326
CO2-Inkubator BBD 6220

Handstuickzahler

Herasafe KS EN12469 2000 Class Il Safety Cabinet

Infrarotlampe

Kihlschrank 4°C

Labor-Trockenschrank

Leica DFC 450 C-Kamera

Leica RM2255, Fully Motorized Rotary Microtome
Mikroskop 1
Mikroskop 2 Leica DM IL LED

Mikroskop 3 fir Zellkultur, Olympus CK2
Mikrowelle

Multimode microplate reader, Infiniti M200 Pro 200
Pipettierhilfe, pipetus

Prazisionswaage,
Sonographiegerat LOGIQ E9
Thermomixer 5436
Tiefkihlschrank -150°C
Tiefkuhlschrank -20°C
Tiefkthlschrank -80°C
Vortexmischer, VORTEX1
Wasserbad

Zentrifuge 1 Multifuge 3S-R
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Applied Biosystems, USA

MDS Group GmbH, Buseck, Germany
Carl Zeiss GmbH, Germany
ThermoFischer Scientific, Germany
ThermoFischer Scientific, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Thermo Fisher Scientific Inc, Germany
Philips Consumer Lifestyle, Drachten,
Netherlands

Liebherr

Kendro Laboratory Products, Osterode,
Germany

Leica Microsystems CMS GmbH,
Germany

Leica Microsystems, Nussloch, Germany
Carl Zeiss GmbH, Germany

Leica Microsystems CMS GmbH,
Germany

Olympus, Japan

Alaska

Tecan Austria GmbH, Austria
Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG, Germany

Sartorius AG Goéttingen, Germany
General Electric Company, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Panasonic Healthcare CO. Ltd., Japan
Liebherr

Heraeus, Hanau, Germany

IKA Works, Wilmington, NC, USA
GFL, Burgwedel, Germany

Kendro Laboratory Products, Germany
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Zentrifuge 2 Heraeus Fresco 17
Zentrifuge 3 Biofuge 13 Heraeus Sepatech

5.2 Material fiir die Zellkultur
24-Well Kulturplatten

6-Well Kulturplatten

96-Well Kulturplatten

Cellstar Tubes 15 mL

Cellstar Tubes 50 mL

Cryotube (2.0 mL), DNase-, RNase-, DNA,- Pyrogen-frei

Eppendorf safe-lock tubes (0,5ml, 1,5 mL, 2,0 mL)
Filter Unit, Millex-OR 0,22um

Hemacytometer and cover-slip (Cell counting chambers)

Sterile Pipetten 5ml, 10ml, 25ml
Sterile Zellkulturflaschen 175 cm?
Sterile Zellkulturflaschen 25 cm?
Sterile Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellschaber M, Lange 300mm

5.3 Medien, Puffer fiir die Zellkultur

0.05% Trypsin-EDTA (1x)

Ca2+ and Mg2+ 100 mL

DMSO (Dimethylsulphoxide)
DPBS-buffer

Fetal-Bovine-Serum 500 mL
Penicillin/Streptomycin 100 mL
RPMI 1640 + GlutaMAX-1 500 mL
Trypan Blue (0.4%)

5.4 Medium fiir die Kryokonservierung
RPMI oder DMEM mit 20% FBS und 5% DMSO

5.5 Materialien fiir Transmigration

Companion-Platte, 24-Well

Cell Culture Insert 24 Well 8.0um pore size
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ThermoFischer Scientific, Germany

Heraeus Instruments GmbH, Germany

Greiner Bio-One GmbH, Germany
Nunc, Roskilde, Danmark

Sarstedt AG& Co. Niirnberg, Germany
Greiner Bio-One GmbH, Germany
Greiner Bio-One GmbH, Germany
Carl Roth GmbH+Co. KG, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Tullagreen, Ireland

Burker-Turk, Germany

Greiner Bio-One GmbH, Germany
Greiner Bio-One GmbH, Germany
TPP, Switzerland

Greiner Bio-One GmbH, Germany
TPP, Switzerland

Gibco Invitrogen, UK

PAN Biotech GmbH, Germany
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
Life Technologies Corporation, UK
Biochrom AG, Berlin, Germany
Gibco Invitrogen, UK

Gibco Invitrogen, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany

Corning Sciences,

USA

Incorporated-Life

Corning Incorporated- Life Sciences,
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5.6 Materialien fiir CCK-8-Assay
Cell Counting Kit-8

5.7 Materialien fiir Angiogenese-Assays

u-Slide Angiogenesis

5.8 Materialien fiir die Isolierung der hMSCs

Medium fiir die hMSC-Kultur:
DMEM mit GLUTAmax 500ml
5 % Thrombolysat 25ml

1% Pen-Strep Sml

1000 IE Na-heparin

Tabelle 3: Medien fiir hMSC Differenzierung

USA

Dojindo Laboratoris, Japan

ibidi GmbH, Germany

ThermoFischer Scientific, Germany
Blutbank Schwabing
ThermoFischer Scientific, Germany

ratiopharm, Ulm, Germany

Medium zur osteogenen Differenzierung 10ml (12Tage)
10nM Dexamethason 2ul
10mM B-GP 100pl
50pg/ml Ascorbinsdure 100ul
Medium zur adipogenen Differenzierung 10ml (14-20Tage)
10uM Dexamethason 100ul
0,5 mM IBMX Sul
50uM Indometacin Sul
Ipg/ml Insulin 0,5 ul
Medium zur chondrogene Differenzierung 10ml (21 Tage)
50pg/ml Ascorbinsdure 100ul
Ipg/ml Insulin lul
10ng/ml TGFB1
1% Alizarinrot Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
0,5% Alcianblau Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
0,5% Oil-Red Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
Lysepuffer:

8,29g Ammoniumchlorid NH4Cl
1g K-hydrogenkarbonat KHCO3
11 H20, steril
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0,037g Triplex III Na;-EDTA

5.9 Materialien fiir immunhistochemische Firbungen

Albumin from bovine serum (BSA)
Avidin/Biotin blocking kit

Biotinyl Anti-mouse 1gG (H+L)
Biotinyl Anti-rabbit IgG (H+L)
CD31 AK, Rat mAb

ChemMate Hematoxylin

CK-7 AK

Ethanol 70%, 80%, 100%

Ethanol 96% mit MEK vegallt
HepPar-1 AK

Kaisers Glycerin-Gelatine phenolfrei
KI-67 AK, Rb mAb [SP6]

Liquid DAB+ Substrate Chromogen System
Monoclonal rabbit anti-Ki67 antibody
Mounting Medium

Natriumchlorid, 95,5%

Neo-Cleare (Xylene substitute)
Normal goat serum

Normal rabbit serum

Polyclonal rabbit anti-CD31 antibody
Roti-Histofix 4%

Target retrieval solution 10x
TRIS-hydrochloride

Tritone X-100

TRIZMA Base

Wasserstoffperoxid 30%, stabilisiert

Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
Vector Laboratories, CA, USA
Vector Laboratories, CA, USA
Vector Laboratories, CA, USA
Abcam plc, England

Dako North America, Inc., CA, USA
Abcam plc, England

Carl Roth GmbH+Co. KG, Germany

Otto Fischer GmbH & Co. KG, Germany

Abcam plc, England

Carl Roth GmbH+Co. KG, Germany
Abcam plc, England

Dako North America, Inc., CA, USA
Abcam, UK

Dako North America, Inc., CA, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Vector Laboratories, CA, USA

Vector Laboratories, CA, USA
Abcam, UK

Carl Roth GmbH+Co. KG, Germany
Dako North America, Inc., CA, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
Carl Roth GmbH+Co. KG, Germany

5.10 Material fiir qRT-PCR, in Kooperation mit Apceth

(VIC/ITAMRA Probe, Primer Limited)
CCL5, Hs00174575_m1
CCR5, Hs99999149 s1

Applied Biosystems, USA
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Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control
High-capacity cDNA reverse transcription kit

Mortar and Pestle

Platinum Quantitative PCR SuerMix-UDG with ROX
RNase-free filter tips

RNeasy Mini Kit (250)

TagMan Gene Expression Assays:

B-Mercaptoethanol

5.11 Material fiir die Tierexperiment

5.11.1Tiere

NOD/SCID NOD.CB17/AlhnRj-Prkdc*®Y/Rj

5.11.20p-Instrumente und Zubehor

Chirurgisches Nahtmaterial, VICRYL 4-0
Einmal-Injektions-Kanile 23G, BD Microlance
Einmal-Injektions-Kaniile 30G, Sterican
Nadelhalter

Pinzette

Schere

Skalpell, Feather Disposable Scalpel NO. 10
Spritze 1ml, Omnifix-F 1ml

Stieltupfer

5.11.3Medikamente

Cisplatin, Teva

Ganciclovir (Cymevene) 500mg
Gemcitabine Hydrochlorid, Hospira

Growth Factor Reduced (GFR) BD Matrigel
Isofluran, Forene 100% (V/V)
Ketaminhydrochlorid (Ketavete) 100mg/mL

Sorafenib (Nexavar®)
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Applied Biosystems, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Invitrogen, USA

Starlab GmbH, Ahrensburg, Germany
QIAGEN, Hilden, Germany

Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany

JANVIER LABS, France

Johnson & Johnson, Belgium

Becton Dickinson S.A., Carretera, Spain
B. Braun Melsungen AG, Germany
Dosch GmbH, Heidelberg, Germany
Dosch GmbH, Heidelberg, Germany
Dosch GmbH, Heidelberg, Germany
Feather Safety Razor Co., Japan

B. Braun Melsungen AG, Germany
Lohmann & Rausch International GmbH
& Co. KG, Germany

Teva GmbH, Ulm, Germany
Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany
Hospira Deutschland GmbH

Abbott GmbH & Co. KG, Germany

Pfizer Pharmacia GmbH, Berlin

Germany

Bayer Healthcare, Leverkusen, Germany
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Xylazinhydrochlorid, Xylazin (Rompune) 2% 25mL

5.12 Weitere Materialien

Aceton

Cell Tracker, green CMFDA

Cell Tracker, red CMTPX
standard/Bulk 0,5-10pl

epT.l.P.S. standard/Bulk 2-200pl
epT.l.P.S. standard/Bulk 50-1000pl
Essigséure

NaCl-Ldsung

Pasteurpipetten aus Glas

Rotilabo-embedding cassettes
Salzsdure rauchend 37%, Rotipuran
Spritzen 5ml, 10ml, BD Discardt Il
Wattestabchen

5.13 Software

Adobe Acrobat Reader DC

Axio Vision 4.9 SE64 Rel.

Citavi 5

i-control™ — Microplate Reader Software

Leica LAS V4.6

Microsoft Word 2010 (Word, Excel, PowerPoint)
SPSS Statistics 22
GraphPad Prism 6.01
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Bayer Healthcare, Leverkusen, Germany

VWR Chemicals, Frankreich

life technologies, Eugen, USA

life technologies, Eugen, USA epT.l.P.S.
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
AppliChem GmbH- An ITW Company,
Germany

B. Braun Melsungen AG, Germany
BRAND GmbH + CO., Wertheim,
Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Becton Dickinson S.A., Carretera, Spain
NOBA, Wetter, Germany

Adobe Systems Inc., USA

Carl Zeiss GmbH, Germany

Swiss Academic Software

Tecan Trading AG, Switzerland

Leica Microsystems CMS GmbH,
Germany

Microsoft Corporation, USA

SPSS STATISTICS Inc., USA
GraphPad Software, Inc.
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5.14 Die Zelllinien

5.14.1Cholangiokarzinomzelllinien

Zur orthotopen Induktion eines humanen Cholangiokarzinoms in der Maus wurden die Zelllinien CL-
6 (auch HubCCA) und HuCCT-1 (gelegentlich auch HuCC-T1) ausgewéhlt und verwendet.

Bei CL-6 handelt es sich um eine Cholangiokarzinomzelllinie, welche bei einer ERCP gewonnen und
von Professor Dr. Adisak Wongkajornsilp etabliert wurde. Bei dem untersuchten Patienten wurde ein
intrahepatisches Cholangiokarzinom diagnostiziert. Die Zellen wurden aus dem durch die ERCP
gewonnenen Material nach Zentrifugation und dem so entstandenen Pellet isoliert (Wongkajornsilp
et al. 2009, S. 141; Chaijaroenkul et al. 2011, S. 56).

HuCCT-1 ist eine Cholangiokarzinomzelllinie, welche in Japan etabliert wurde. Die Isolation der
Zellen erfolgte dabei aus Aszites eines 56-jdhrigen Patienten, welcher sich mit einem moderat

differenzierten Adenokarzinom prisentierte (Miyagiwa M 1989).

5.14.2hMSC

Die nicht transfizierten hMSCs wurden durch Prof. Dr. rer. nat. P. Nelson, Klinikum der Universitét
Miinchen, Medizinische Klinik und Poliklinik IV Nephrologisches Zentrum, bereitgestellt. Die
Isolation erfolgte aus humanem Knochenmark. Eine Transfektion wurde nicht durchgefiihrt und der

urspriingliche Zellstock wurde ebenfalls durch Apceth Biopharma GmbH bereitgestellt.

5.14 3 Transfizierte hMSC

Die transfizierten humanen mesenchymalen Stammzellen fiir diese Arbeit wurden aus humanem
Knochenmark gewonnen und uns freundlicherweise durch die Firma Apceth Biopharma GmbH,

Germany zur Verfiigung gestellt.
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6 Ergebnisse

Fir die Etablierung eines intrahepatischen Cholangiokarzinoms wurde nach entsprechender
Recherche die NOD/SCID-Maus als geeignetes Untersuchungsmodell ausgewéhlt. Durch die bereits
beschriebene Eigenschaft dieser Mauslinie, aufgrund einer Beeintridchtigung der Lymphopoese keine
reifen B- und T-Zellen auszubilden, stellt diese eine solide Grundlage dar, um Tumoren in einem
Tiermodell zu induzieren und entsprechend zu untersuchen. Zudem ist diese Mauslinie auf Grund
eines NOD (engl. Non-Obese Diabetic) durch eine Beeintrachtigung der NK-Zellen und
antigenreprésentierenden Zellen gekennzeichnet. Dies verhindert eine AbstoBung von fiir die Maus
korperfremden Zellen und bildet in unserem Modell die Grundlage fiir die Induktion eines humanen
Cholangiokarzinoms. Fiir die Tumorinduktion wurde die CL-6-Zelllinie ausgewéhlt, die durch ihre

schnelle Zellteilung eine hohe Effizienz hinsichtlich der Tumorinduktionsrate versprach.

6.1 Ergebnisse aus dem orthotopen NOD/SCID -Modell

Mit der Tumorzelllinie CL-6, die durch eine ERCP-Untersuchung gewonnen und fiir die In-vivo-
Versuche ausgewihlt wurde, konnte bei Injektion von 1*10° Zellen eine hundertprozentige
Tumorinduktionsrate erreicht werden. Fiir diese Arbeit wurden zwei Experimenttierreihen mit der

NOD/SCID-Maus durchgefiihrt (Zyklus 1 und Zyklus 2).

6.1.1 Zyklus 1 (CL-6 induzierter Tumor)

Das Ziel dieses Versuchs bestand darin, den optimalen Zeitpunkt der Tumorentnahme herauszufinden,
bei der die hochste Zellzahl von hMSC im Tumorstroma lokalisiert war. Der Nachweis erfolgte durch
PCR und wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Apceth realisiert. Die Mduse waren zum Zeitpunkt

der Initiierung sechs Wochen alt und wiesen ein mittleres Korpergewicht von 23,68g+0,5¢g auf.

Tabelle 4: hMSC Applikation und Opferung Zyklus 1

Gruppe | Agens Dosis/ | App.- Weg | Tiere | Behandlungs- | Tag der
Maus Vol.; pLL (n) tag Opferung

1 Kontrolle | n.a. 300 iv. |4 7 15

2 hMSC 1x10° 300 L.v. 4 7 9

3 hMSC 1x10° | 300 iv. |4 7 11

4 hMSC 1x10° 300 Lv. 4 7 13

5 hMSC 1x10° 300 Lv. 4 7 15
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Die orthotope Instillation der Tumorzellen erfolgte am ersten Tag des Experiments. Im weiteren
Zeitverlauf nach sieben Tagen erhielten die Miuse eine intravendse Gabe von hMSC von 1x10°
Zellen, wihrend der Kontrollgruppe zellfreies Medium appliziert wurde. Nachfolgend wurden die

Maiuse in einem Zeitzyklus von zwei Tagen zugeordnet nach Gruppen geopfert (vgl. Abbildung 8)

304
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Abbildung 8: Entwicklung des Korpergewichts sowie des Tumor- und Lebergewichts der Miuse im
Versuchszeitraum

Die Abbildung 8 zeigt die Entwicklung des Korpergewichts der NOD/SCID-Maus, aufgetragen nach
den einzelnen Versuchsgruppen, sowie die Entwicklung des Leber- und Tumorgewichts. Es konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und 4 sowie Gruppe 2 und 4 festgestellt werden.

Durch den Verlust zweier Versuchstiere in der Kontrollgruppe ergab sich der kritische
Ausgangspunkt, der eine statistisch valide Bewertung sowie Schlussfolgerung der Verldufe des
Korper- und Lebergewicht erschwerte. Zusammenfassend konnte liber die Zeit eine Zunahme des

Leber-Tumorgewichts festgestellt werden.

6.1.1.1 PCR von Lungen- und Tumorgewebe
Zum Nachweis von hMSC in Lunge und Leber wurde eine PCR durchgefiihrt, um die entsprechende
Menge an vorhandenen hMSC zu quantifizieren. Dabei wurde das WPRE nachgewiesen, das mit

Hilfe der Transfektion in das Erbgut der hMSC eingebracht wurde.
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Abbildung 9: PCR-Analyse des Lungen- und Tumorgewebes

Bei der PCR-Analyse konnte in sieben Versuchstieren aus den Gruppen 1 und 2 eine Translokation
der applizierten hMSC in der Lunge nachgewiesen werden. Die gro3te Menge an hMSC wurde in der
ersten Gruppe detektiert. Aulerdem gelang es, hMSC im Tumorgewebe eines Versuchstieres aus der
Gruppe 3 nachzuweisen. Zum Teil gelang der ein- bis zweimalige Nachweis von hMSC im
Tumorgewebe anderer Versuchstiere, die eingeforderten drei Nachweise waren allerdings nicht

moglich.

6.1.1.2 Charakterisierung des gewonnenen Tumorgewebes

Nach Abschluss des Zyklus wurden die einzelnen Gewebe einer histologischen Aufarbeitung
unterzogen. Dabei offenbarten sich bereits makroskopisch in den Untersuchungen zumeist
extrahepatisch wachsende Tumoren. Dies konnte mit einer HE-Farbung bestdtigt werden, wobei sich
mafig bis schlecht differenzierte Tumoren nachweisen lieen (vgl. Abbildung 10).

Um eine Unterscheidung zwischen einem Cholangiokarzinom und einem hepatozelluldren Karzinom
vornehmen zu konnen, bedarf es zunédchst zweier unterschiedlicher Farbungen: auf der einen Seite
einer negativen HepParl-Fiarbung, die das Vorliegen von von hepatischen Vorlduferzellen
abstammenden Zellen ausschlieBt, und auf der anderen Seite einer CK-7-positiven Férbung. Bei
Zytokeratin 7 (CK-7) handelt es sich um ein basisches Intermedidrfilament, das in der
Tumordiagnostik zur histopathologischen Identifizierung von Cholangiokarzinomen herangezogen
wird. Bei HepPar-1 ist die genaue Bindungsstruktur nicht vollstidndig identifiziert; es wird von einer

Mitochondrien-assoziierten Struktur ausgegangen.
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Abbildung 10: Himatoxylin-Eosin(HE)-Firbung, Zytokeratin-7-(CK-7) -Firbung, Hepatozytenspezifisches-
Antigen-1 (HepPar-1)-Fiirbung

Wie in Abbildung 10 dargestellt, prisentiert sich das Tumorgewebe als diffuse, das Lebergewebe
infiltrierende, schlecht differenzierte Raumforderung. Mit Hilfe der durchgefiihrten Farbungen mit
HepPar-1 und CK-7 konnte gezeigt werden, dass es sich um ein Cholangiokarzinom handelt, da das
Tumorgewebe in der Immunfirbung negativ fiir den Marker HepPar-1 beziehungsweise positiv fiir

CK-7 reagierte.

Abbildung 11: Links HE-Firbung Lungengewebe mit einer Metastase, rechts Lebergewebe (jeweils 100 x
Vergrofierung)

In der HE-Férbung des Lungengewebes zeigte sich in jedem untersuchten Tier eine
Lungenmetastasierung, was beispielhaft aus Abbildung 11 hervorgeht. Diese hier zentral im Bild
befindliche Mikrometastasierung lie sich auch im anschlieBenden 2. Zyklus erkennen. In der Leber
waren hingegen, bis auf den soliden induzierten Tumor, keine lokalen Metastasen zu detektieren. Wie
in Abbildung 11: beispielhaft dargestellt, wurden im Parenchymgewebe der Leber, neben den
Hepatozyten und angeschnittenen Zentralvenen, keine weiteren lokalen Metastasen nachgewiesen.

Zur weiteren Evaluation des Tumorgewebes wurde eine CD3 1-Féarbung durchgefiihrt, mit der die fiir
das Tumorhoming essenziellen Blutgefia3e in der Leber dargestellt werden konnten. Zudem erfolgte

die Detektion der Zellen, die sich in einer Mitose befanden, mit Hilfe der KI-67-Farbung, um die
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Proliferation des Gewebes kenntlich zu machen.
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Abbildung 12 links: KI-67-Firbung
Abbildung 13 rechts: CD31-Fiirbung

Abbildung 12 ist eine KI-67-Féarbung des Leber- und Tumorgewebes ersichtlich. Hierbei ist auf der
linken Seite des Bildes ein solider Tumoranteil angeschnitten, der sich mit einer hohen
Wachstumsfraktion prédsentiert und hier relativ scharf zum {ibrigen Lebergewebe abgegrenzt ist.

Bei der Analyse der CD31-Farbung (Abbildung 13) konnten zahlreiche Gefdle im Tumorstroma

nachgewiesen werden, die hier in der rechten oberen Bildhélfte angeschnitten sind.

6.1.2 Zyklus 2 (CL-6 induzierter Tumor)

In diesem Versuch galt es, bei festgesetztem Tag der Opferung und Reduzierung der Gruppenanzahl
(Kontroll- und Behandlungsgruppe) die Rekrutierung von hMSC zum Tumorstroma nachzuweisen
beziehungsweise zu evaluieren. Im Vergleich zum Zyklus 1 erfolgten zusitzlich zwei weitere hMSC-
Applikationen von jeweils 1x10° Zellen, am 7., 12. und 17. postoperativen Tag (in Abbildung 14 mit
* gekennzeichnet). Es konnte mit der CL-6-Reithe wiederholt eine 100-prozentige

Tumorinduktionsrate sichergestellt werden.

CL-6
35 1 8-
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-®- Kontrolle P=0.019 Kontrolle
* * * - hMSC I 1 B hMSC
61 ..
301 *hMSC i.v. Injektion

254 °
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IS
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Abbildung 14: Entwicklung des Korpergewichts sowie Tumor- und Lebergewicht
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Wie aus Abbildung 14 hervorgeht, waren bei der Entwicklung des Gewichts der Versuchstiere
signifikante Unterschiede zwischen den mit hMSC behandelten Mausen und denen, die nur ein
Kontrollmedium erhalten hatten, festzustellen. Das Tumor- und Lebergewicht der Behandlungs- und
der Kontrollgruppe wies eine signifikante Gewichtsdifferenz auf (P =0,019), wobei die
Kontrollgruppe im Mittel ein Tumor- und Lebergewicht von 1,85 g + 0,42 g besal}, wahrend die mit
hMSC behandelten Mause ein Tumor- und Lebergewicht von 4,27 g + 1,43 g hatten.

Tumorvolumen

P=0,04
10000 A

: Kontrolle
80001 Hl Behandelt

60004

4000

Volume in mm?3

2000

Abbildung 15: Tumor- und Lebervolumen der Versuchstiere, Kontrolle: Keine hMSC-Therapie, Behandelt: Mit
hMSC-Therapie

Das Tumor- und Lebervolumen der analysierten Mause unterschied sich, wie bereits das Gewicht,
signifikant zwischen der Gruppe, die mit hMSC behandelt wurde, und der Gruppe, die eine
Kontrollsubstanz erhalten hatte (P = 0,04).

6.1.2.1 Gewicht und Sonografie

Um den GroBenzuwachs der induzierten Tumoren beurteilen zu konnen, wurde zwei Tage vor der
Opferung eine Sonografie durchgefiihrt. Bei der Untersuchung war es moglich, in 8/10 Méusen einen
Tumor nachzuweisen. Wie sich nach der Ex-vivo-Analyse der TumorgroB3e sowie des Gewichtes
herausstellte, ist der ultraschallgestiitzte Nachweis eines Tumors zwar moglich, die ermittelte Grofie
sowie das berechnete Volumen entsprechen aber in keiner Anndherung den gefundenen Ausmafien.
Anzumerken ist zudem, dass es sich bei den beiden Tumoren, die in der Sonografie nicht
nachzuweisen waren, um die beiden Tumoren aus der Kohorte handelte, die die geringsten Ausmalle
hatten und keine hMSC-Applikation erhielt. Dies geht aus Abbildung 16 hervor. Die Tumoren sind
sowohl nach der Behandlungs- und Kontrollgruppe als auch nach der ex vivo gefundenen

TumorgroBe geordnet.
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Kontrolle:
ﬁl ‘ ' l l l cm
Gewicht: 24g 2,1 1,5¢

1L0.90cm 1L 0.62 cm Kein Tumor Kein Tumor

2L 0.67 cm 2L 1.14 cm detektierbar detektierbar
Behandlungsgruppe :
' I ;h . ‘ ‘ ‘ . lcm

Gewicht: 5 8g

1L 1,73 cm 1L 0.47 cm 1L 0.89 cm IL 1.51 em IL 1.72 em © 1L0.60cm
2L 0.51 cm 2L.0.91 cm 2L 0.78 cm 2L 0.73 cm 2L 0.81 cm

Abbildung 16: Ubersicht der makroskopischen Tumor-Leberpriparate und Sonografiebilder

Abbildung 16 zeigt zunichst die entnommenen Leberpraparate mit der entsprechenden Tumorlast,
aufgeteilt in Kontroll- und Behandlungsgruppe. Des Weiteren sind die Bilder der zuvor

durchgefiihrten Sonografie aufgefiihrt.

6.1.2.2 Detektion von Aszites
Bei der Sonographie der Versuchstiere fiel die Gruppe auf, die die hMSC-Therapie erhalten hatte.

Die Miuse hatten mit einer Ausnahme Aszites entwickelt, wohingegen sich bei der Gruppe, die

keine Therapie erhalten hatte, nur bei einem Fall Aszites nachweisen lielen.
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Entwicklung von Aszites
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Abbildung 17: von Aszites betroffene Miuse, Kontrolle: Keine hMSC Therapie, Behandelt: Mit hMSC Therapie

Zur Veranschaulichung wurde in Abbildung 17 die Inzidenz der mit Aszites belasteten Méuse vs. der
nicht belasteten Mause in der Versuchsgruppe der hMSC-behandelten Tiere im Vergleich zu den

unbehandelten Kontrolltieren gegeniibergestellt. Hier ist ein Hinweis darauf enthalten, dass die

hMSC-Therapie zur Ausbildung von Aszites beigetragen hat.

Abbildung 18 links: Primértumor
Abbildung 19 rechts: Lungenmetastase (Pfeilmarkierung)

Bei der Aufarbeitung des Tumorgewebes des 2. Zyklus konnte die makroskopisch bereits festgestellte
hohe Invasivitit bestdtigt werden. Die Tumoren présentierten sich als mifig bis schlecht
differenzierte Adenokarzinome und wiesen in vielen Fillen, wie aus Abbildung 18 hervorgeht,
einzelne Nekroseareale auf (hier im oberen rechten Bildteil angeschnitten).

Auch das untersuchte Lungengewebe zeigte deutliche Verdnderungen (vgl. hierzu Abbildung 19

rechts: Lungenmetastase als beispielhafte Darstellung einer Lungenmetastase) hinsichtlich einer
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Lungenmetastasierung. Hier mit gelben Pfeilen markiert.

Nach der Analyse lieBen sich bei 6/6 Mausen der Behandlungsgruppe und 2/4 Maéusen der
Kontrollgruppe Lungenmetastasen feststellen. Angesichts des unten aufgefiihrten Scores (s. Tabelle
5) ergab sich der Hinweis, dass hMSC zu einer vermehrten Lungenmetastasierung fithren (p = 0,07).
Hierzu wurden beispielhaft charakteristische Gewebeschnitte der Lungen aller Versuchstiere
ausgewihlt und ohne Wissen der Gruppenzugehorigkeit ausgewertet, um repriasentativere Ergebnisse

zu erzielen.

Tabelle 5: Score der Lungenmetastasen (LM im ausgewéihlten Abschnitt: +: 1, ++: 2, +++: 3 und mehr)

Maus Kontrolle Maus hMSC-Behandlung
M1 --- M4 +
M5 --- M10 +
M2 + M6 ++
M8 ++ M7 ++
M3 +++
M9 +++

hMSC in der Lunge nach Farbung mit DAPI und Markierung mit Cell Tracker, red CMTPX

—_—

Abbildung 20 links: hMSCs-Nachweis im Lungengewebe (B 400x Vergrofierung)
Abbildung 21 rechts: hMSCs-Nachweis im Lungengewebe (A 200x Vergriofierung)

Es konnte der Nachweis erbracht werden, dass in 5/6 Méusen markierte hMSC in der Lunge
detektierbar waren. In den mit DAPI gefarbten Gewebeschnitten der Lunge sind deutlich die
markierten hMSC zu erkennen (Pfeilmarkierung). Zur weiteren Evaluation des Tumors wurde eine
KI-67-Farbung durchgefiihrt, um einen Eindruck iiber die Mitoserate im Tumorgewebe zu erhalten.

Auch eine CD31-Féarbung wurde ausgefiihrt, um Gefdlle darzustellen, die essenziell fiir die Invasion
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Abbildung 22 links: CD31-Firbung des Tumorgewebes
Abbildung 23 rechts: KI-67-Farbung des Tumorgewebes

Das angefiarbte Gewebe in der KI-67-Farbung prasentiert sich mit einer hohen Anzahl an Zellen, die
sich in der Mitose befanden. Wie aus dem Bild der CD31-Farbung hervorgeht (vgl. Abbildung 22),

waren deutlich positive Signale im Tumorstroma feststellbar.

Abbildung 24 links: Anreicherung der CMTPX red markierten hMSCs im Bereich einer Lungenmetastase
Abbildung 25 rechts: DAPI-Firbung des Lungengewebes und Nachweis der mit CMTPX red markierten hMSCs

Bereits bei der Analyse der Gewebe aus dem 1. Zyklus zeigte sich eine Anreicherung der MSC im
Lungengewebe. Die zundchst plausible Annahme, dass die MSC aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften im Lungengewebe verblieben sind, wurde dahingehend spezifiziert, dass sich die MSC
im Bereich der Lungenmetastasen angereichert haben. Dies ist aus Abbildung 24 und Abbildung 25
ersichtlich. Hierbei wurde das gewonnene Lungengewebe zundchst mit einer KI-67-Farbung gefarbt
(Griin), um die Metastasen anzufdrben, bevor anschlieBend eine DAPI-Farbung erfolgte.

Abbildung 24 ist beispielhaft eine Lungenmetastase dargestellt. Deutlich sind hier die mit CMTPX
red markierten MSC zu erkennen, die sich im Bereich der Metastase konzentrieren. Dies konnte in

den Versuchstieren mit Lungenmetastasierung nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 5).
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6.2 In-vitro Ergebnisse

6.2.1 Proliferation iiber 48h sowie Wirkung von Cisplatin, Gemcitabine und

Sorafenib
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Abbildung 26: Proliferation von CL-6 und HuCCT-1 sowie die Auswirkung von Cisplatin, Gemcitabine und
Sorafenib

Der CCK-8-Assay liel3 fiir die beiden untersuchten Tumorzelllinien CL-6 und HuCCT-1 nach einer
Kultivierungszeit von 48 h einen signifikanten Unterschied erkennen (Hier beispielhaft fiir 6000
sowie 10.000 Zellen, mit p < 0.05, aufgefiihrt).

Die weiterhin aufgefiihrten Graphen zeigen den Einfluss der getesteten Substanzen Cisplatin,
Gemcitabin und Sorafenib. Es konnten deren inhibitorische Wirkung und die Abhéngigkeit zur

Konzentration in der Zellkultur nachgewiesen werden.
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6.2.2 Proliferation nach Behandlung mit hMSC-Uberstand
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Abbildung 27: Auswirkung von hMSC-Uberstand auf das Zellwachstum von CL-6 und HuCCT-1

Um den Einfluss des hMSC-Uberstands auf die Proliferation von CL-6 und HuCCT-1 zu untersuchen,
wurden die Tumorzelllinien mit dem Uberstand vorbehandelt. Nach der Behandlung mit dem hMSC-
Uberstand offenbarten die Kontroll- und auch die Behandlungsgruppe der beiden untersuchten
Tumorzelllinien einen signifikanten Unterschied. Die Gruppe, die mit hMSC-Uberstand vorbehandelt
wurde, zeigte sich mit einer hoheren Viabilitit (Kontrolle vs. vorbehandelte CL-6 und HuCCT-1:
p <0.05). Dies konnte durch eine Basislinienkorrektur hervorgehoben werden. Hierfiir wird die

Kontrollgruppe als 100 % angenommen und mit der entsprechenden Behandlungsgruppe verglichen.

6.2.3 Proliferation nach Behandlung mit hMSC-Uberstand und Cisplatin,
Gemcitabine und Sorafenib

Ziel war es, den Einfluss des hMSC-Uberstands auf das Wachstum und Therapieansprechen von CL-
6 und HuCCT-1 zu untersuchen. Dazu wurden die Tumorzelllinien mit hMSC-Uberstand
vorbehandelt, um anschlielend die Wirkung verschiedener Substanzen, die in der Tumortherapie
eingesetzt werden, zu untersuchen. Es zeigte sich, dass der h(MSC-Uberstand in beiden untersuchten
Zelllinien zu einem signifikanten Anstieg der Resistenzen gegeniiber den getesteten Substanzen

fihrte.
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Abbildung 28: Zunahme der Resistenz der Tumorzelllinien CL-6 und HuCCT-1 aufgrund einer Vorbehandlung
mit hMSC-Uberstand in Abhiingigkeit unterschiedlicher Cisplatin-Konzentrationen

Es konnte festgestellt werden, dass die Vorbehandlung mit hMSC-Uberstand eine erhohte Resistenz
gegeniiber Cisplatin bewirkte, wobei der grote Unterschied zwischen Kontroll- und
Behandlungsgruppe fiir CL-6 bei 40 pg/ml lag (CL-6: Cisplatin 40 pg/ml Kontrolle vs. hMSC-
Uberstand vorbehandelt: p < 0.0001), hingegen zeigte sich fiir HuCCT-1 der groBte Unterschied bei
einer Cisplatinkonzentration von 60 pg/ml (HuCCT-1: Cisplatin 60 pg/ml Kontrolle vs. hMSC-
Uberstand vorbehandelt: p < 0.0001).
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Abbildung 29: Zunahme der Resistenz von CL-6 und HuCCT-1 gegeniiber Gemcitabin, nach der Behandlung mit
hMSC-Uberstand

Auch bei der Behandlung mit Gemcitabin mit vorangegangener Inkubation mit hMSC-Uberstand
konnte ein Unterschied bei beiden untersuchten Zelllinien beobachtet werden, wobei gerade die
HuCCT-1-Zellen in den einzelnen Behandlungsgruppen einen dhnlichen Unterschied zwischen
vorbehandelten und unbehandelten Zellen aufwiesen (Bsp.: HuCCT-1: Gemcitabin 100 ng/ml
Kontrolle vs. hMSC-Uberstand vorbehandelt: p < 0.016).

-53 -



-54 -

Bei der CL-6-Zelllinie gab es einen Unterschied zwischen den Gruppen, wobei die mittlere
Konzentration von 10 ng/ml Gemcitabin (CL-6: Gemcitabin 10 ng/ml Kontrolle vs. hMSC-Uberstand

vorbehandelt: p < 0.0001) den grofiten Unterschied zur Kontrolle erkennen lieB3.

Setting: Behandlung mit Sorafenib nach Anwendung von hMSC-Uberstand
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Abbildung 30: Einfluss der Vorbehandlung von CL-6 und HuCCT-1 mit hMSC-Uberstand auf die Wirkung von

Sorafenib

Die Vorbehandlung mit hMSC-Uberstand zeigte keine Verinderung der Resistenz der Tumorzelllinie
HuCCT-1 nach einer Behandlung mit Sorafenib im Vergleich zu den vorhergehend beschriebenen
Experimenten. Einzig bei den CL-6-Zellen war ein Unterschied bei einer niedrigen Konzentration

von Sorafenib von 0,5 uM (p = 0,001) sowie 2,0 uM (p = 0,0114) ersichtlich.

6.2.4 Zelladhisions-Assay

Mit dem Zelladhédsionsassay wurde die Adhdrenz von hMSC an CL-6 und HuCCT-1 untersucht.
Dabei konnte beobachtet werden, dass die Tumorzellen zu einer verstiarkten Adhirenz der hMSC
fiihrten, was aus Abbildung 31 hervorgeht (Adhérierte hMSC fiir CL-6: 5 Min.: p = 10,0001, 15 Min.:
P =0,0001, 30 Min.: p=0,0001 und HuCCT-1: CL-6: 5 Min.: p=0,0001, 15 Min.: P =0,0001,
30 Min.: p = 0,0001).
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Abbildung 31: Adhésion von hMSCs an CL-6 u. HuCCT-1
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Kontrolle

CL-6

HuCCT-1

Abbildung 32: hMSCs Adhision an CL-6- und HuCCT-1

Auch aus dieser Abbildung 32, die die adhérierten hMSC zeigt, ist ein deutlicher Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den beiden Tumorzelllinien zu erkennen. Zudem spiegelt die
Abbildung die Zunahme der adhérierten hMSC iiber die untersuchten Zeiteinheiten wider. So konnte
nachgewiesen werden, dass ein signifikanter Unterschied zwischen 5 Min. und 30 Min. Adhédrenzzeit

besteht.
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6.2.5 Transmigration

Bei der Transmigration wurde die Invasion von hMSC in das Tumorstroma simuliert. Diese sollten,
stimuliert durch Tumorzelliiberstand (von CL-6 und HuCCT-1), eine Porenmembran (Porengrof3e

betrug 8 um) durchwandern.
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Abbildung 33: Transmigration von hMSCs zum Tumorzelliiberstand von CL-6 und HuCCT-1

Die Auswertung der Transmigrationsmembranen erbrachte den Nachweis, dass die hMSC durch den
Tumorzelliiberstand dazu angeregt wurden, durch die entsprechenden Membranen zu transmigrieren.
Durch eine Verdiinnung des Uberstands war es zudem moglich, eine Abhéngigkeit zur Konzentration
aufzuzeigen. Hierbei konnte fiir jede verwendete Verdiinnung von CL-6- und HuCCT-1-Uberstinden
ein signifikantes Ergebnis erzielt werden (CL-6: Negativkontrolle (Neg.) vs. CL-6 25 %: p = 0.0002;
Neg. vs. CL-6 50 %: p=10.0032; Neg. vs. CL-6 75 %: p=10.0005; HuCCT-1: Neg. vs. HuCCT-1
25 %: p =0.0009; Neg. vs. HuCCT-1 50 %: p = 0.0079; Neg. vs. HuCCT-1 75 %: p = 0.0002).

Bei beiden Tumorzelliiberstinden konnte beobachtet werden, dass sie die hMSC zur Transmigration
befdhigen beziehungsweise diese anziehen (Die angegebenen Prozentangaben entsprechen dem

Volumenanteilanteil des Tumorzelliiberstandes am gesamten Medium).
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7  Diskussion

7.1 Einleitung

Das Cholangiokarzinom als zweithdufigster maligner Primédrtumor der Leber ist aufgrund seines
aggressiven Phédnotyps und seiner eingeschrinkten Therapiemdglichkeiten eine schwer zu
behandelnde Tumorentitdt. Die chirurgische Therapie, die sich nach der Lokalisation und Ausbreitung
des Tumors richtet, ist nur nach ausfiihrlicher Patientenselektion und individueller Therapieplanung
mit einem Vorteil fiir den Patienten versehen. Ein lingerer asymptomatischer Verlauf flihrt zu einer
spiten Diagnose und damit einhergehend zu einer Limitierung der Therapieoptionen, da die Tumoren
dann meist in einem fortgeschrittenen Stadium detektiert werden. Obwohl in den letzten Jahren in der
Therapie einige Fortschritte erzielt werden konnten, bleiben die Uberlebensraten weiterhin niedrig.
Dies spiegelt sich in den niedrigen Fiinfjahresiiberlebensraten wider (Everhart und Ruhl 2009;
Ustundag 2008). Vor diesem Hintergrund ist es essenziell, weitere Therapiemdglichkeiten zu
eruieren, um diese in die Klinik transferieren zu kénnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, zunichst ein therapeutisches Maus-Modell fiir ein
Cholangiokarzinom zu entwickeln, um mogliche neue Therapieoptionen in vivo testen zu konnen.
Hierfir sollte die NOD/SCID-Maus verwendet werden, die durch ihre bereits beschriebenen
Eigenschaften eine gute Moglichkeit bietet, humane Tumoren im Mausversuch zu untersuchen, ohne
eine immunologische Abwehrreaktion zu induzieren.

Da die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tiermodellen eine stete Herausforderung darstellt (Lutz
und Bueter 2016), galt es, die Gegebenheiten des humanen Tumormilieus bestmoglich nachzustellen.
Deshalb wurde die Entscheidung getroffen, die Cholangiokarzinomzellen direkt in die Leber zu
injizieren, um ein intrahepatisches Cholangiokarzinom zu induzieren. Dies sollte den Ausgangspunkt
bilden, um die wechselseitige Beeinflussung von Tumorzellen und dem umgebenden Lebergewebe
zu simulieren sowie eine bessere Erreichbarkeit der Tumoren durch die verwendeten mesenchymalen
Stammzellen zu erreichen. Ziel war es dabei auch, dass durch die intrahepatische Injektion der
Tumorzellen und die Etablierung eines Cholangiokarzinoms, die Mdoglichkeit einer optimierten
Interkation von Tumor- und Leberzellen und insbesondere die lokale Wirkung modulierenden
Faktoren, wie Chemokine, Wachstumsfaktoren und Tumorassoziierter Zellen, wie Makrophagen und
Fibroblasten zu erreichen.

Mit dem hier vorgestellten Modell gelingt es im Vergleich zu zahlreichen anderen Tumormodellen,
die die Injektion von Tumorzellen meist subkutan vorsehen, die direkte Interaktion von Tumorzellen
und Lebermilieu zu erschlieBen. Gleichzeitig stellt dieser Versuchsaufbau allerdings eine Reihe an
Anforderungen beziiglich Durchfithrung und Analyse. Beispielsweise ist eine direkte Messung der

TumorgréfBe nicht moglich und das Einbringen der Tumorzellen ist wesentlich invasiver als eine
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einfache subkutane Injektion. Hierin liegt ein nicht zu vernachlédssigender Schwachpunkt des
Mausmodells, da durch das invasive Induzieren des Cholangiokarzinoms in den ersten Versuchen
eine erhohte Verlustrate an Versuchstieren zu verzeichnen war. Dies konnte jedoch durch eine
Verbesserung der Operationstechnik hin zu einem weniger invasiven Verfahren deutlich verbessert
werden.

Zudem sollte nicht vernachldssigt werden, dass durch die Applikationsmethode die Moglichkeit
besteht, eine peritoneale Aussaat der Tumoren zu verursachen, was sich negativ auf die
Versuchsergebnisse auswirken kann.

Des Weiteren musste eine Tumorzelllinie ausgewidhlt werden, mit der eine hohe Tumor-
Induktionsrate zu erwarten war, um vorzeitige Tierverluste zu vermeiden. Mit der fiir die Tierversuche
verwendeten CL-6-Zelllinie konnte eine hohe Tumorinitiierungsrate erzielt werden.

Parallel zur Etablierung des Mausmodells wurde der Versuch unternommen, durch In-vitro- und In-
vivo-Daten den Einfluss von hMSC auf das Cholangiokarzinom im Hinblick auf den Einsatz als
mogliches therapeutisches Tool zu untersuchen. Im Tiermodell sollten dabei die Dynamik sowie der
Einfluss auf das Tumorwachstum evaluiert werden. AuBerdem wurden zum genaueren Verstindnis
einzelne Komponenten des Modells und ihre wechselseitige Beeinflussung untersucht und mit
zusitzlichen In-vitro-Versuchen untermauert, wobei die explorierten Eigenschaften vor dem
Hintergrund der unzéhlbaren mdoglichen Zusammenhinge nur einen eingeschriankten Ausschnitt
reprasentieren, der unter dem Gesichtspunkt der Komplexitit des Systems nur im gegebenen Kontext
analysiert werden kann.

In Anbetracht dessen weist das NOD/SCID-Modell gewisse Limitierungen auf, die sich aus den
vorzufindenden Gegebenheiten ableiten. Ein wesentliches Problem besteht dabei in der
unterschiedlichen Interaktion von Xenograft und Host, die sich von jenen Konstellationen im
humanen Mikromilieu des Tumors wesentlich unterscheiden kénnen. Dieses Problem wurde zum
Beispiel von (Rizvi und Gores 2013, S. 1220-1223) beschrieben, die auch auf die zum Teil schwierige
technische Umsetzung und die nicht zu vernachldssigen Kosten fiir die Durchfiihrung hinweisen.
Nichtsdestoweniger stellen Tiermodelle ein entscheidendes Tool zur Untersuchung von Tumoren dar
und mit dem orthotopen NOD/SCID-Modell auf Basis der NOD/SCID-NOD.CB17/AlhnRj-
Prkdcs“9/Rj-Maus ist es gelungen, ein Modell zu entwickeln, das sich zur Untersuchung des
Cholangiokarzinoms eignet. Zudem handelt es sich bei richtiger Durchfiilhrung um eine
vergleichsweise einfache Methode, ein intrahepatisches CCC zu induzieren.

Gleichwohl sollte festgehalten werden, dass eine direkte Ubertragung der Ergebnisse in die Klinik

stets schwierig ist und zumeist nur Hinweise auf mogliche Interaktionen festgestellt werden kdnnen.
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7.2 Induktion der Tumoren

Mit der ausgewéhlten CL-6-Zelllinie konnte eine hundertprozentige Tumorinduktionsrate erreicht
werden, die einen essenziellen Bestandteil eines Therapiemodells darstellt. Als besonderes Merkmal
der CL-6-induzierten Tumoren ist die hohe Rate an Lungenmetastasen zu nennen, weshalb dieses
Modell zur Untersuchung dieses Spezialfalls ideal geeignet ist. Es bleibt indes die Frage offen, ob die
Lungenmetastasierung im Zuge der Einbringung der Tumorzellen in die Leber oder im Laufe des
rapiden Wachstums aufgetreten ist beziehungsweise einen additiven Effekt der Behandlung mit
hMSC darstellt, wie bereits durch (Karnoub et al. 2007) nachgewiesen werden konnte. Dies konnte
zumindest eine Erkldrung fiir das geringere Auftreten von Metastasen in der Kontrollgruppe sein (vgl.
Tabelle 5). Vor diesem Hintergrund ist die Kombination aus NOD/SCID-Maus und der CL-6-Zellinie
als Modell zur Untersuchung eines intrahepatischen Cholangiokarzinoms mit Lungenmetastasierung
als geeignet anzusehen.

Im Versuchsablauf préasentierten sich die durch CL-6 induzierten Tumoren als duBerst aggressiv und
miBig bis schlecht differenziert in der HE-Farbung. Dieser Phianotyp spiegelte sich zum einen in der
hohen Tumorinduktionsrate und zum anderen in einem hohen mitotischen Index wider (vgl.
Abbildung 23 rechts: KI-67-Farbung des Tumorgewebes), der mit einer KI-67-Férbung

hervorgehoben werden konnte.

7.3 Immunbhistologischer und histochemischer Nachweis des
Cholangiokarzinoms

Die eindeutige Identifikation des Tumorgewebes als intrahepatisches Cholangiokarzinom gelang
durch die in der klinischen Diagnostik etablierte Methode der antikorpergestiitzten Immunfarbung
mit HepParl und CK-7 (vgl. Abbildung 10). Die untersuchten Gewebeschnitte zeigten sich als
HepPar-1 negativ (Fan et al. 2003; Bridgewater et al. 2014) und CK-7-positiv, was fiir das Vorliegen
eines Cholangiokarzinom spricht (Geramizadeh und Seirfar 2015). Allerdings sollte dahingehend
angemerkt werden, dass zur eindeutigen Identifizierung eines Cholangiokarzinoms ein singuldrer
Marker nicht zur Verfiigung steht (Bridgewater et al. 2014; Hoyos et al. 2018). Deshalb ist es
weiterhin unumgénglich, mehrere Marker zu Diagnosesicherung heranzuziehen. Mdglicherweise
kann hier in der ndheren Zukunft auf eine groBere Anzahl an Identifikationsmerkmalen
zuriickgegriffen werden, beispielsweise in Form von Mutationen im Isozitratdehydrogenase-1-und-
2-Gen oder der Translokation im Fibroblast-Growth-Factor-Receptor-2-Gen(Borger et al. 2012; Arai
et al. 2014).

7.4 Histologische Aufarbeitung
Nach der histologischen Aufarbeitung der durch CL-6 induzierten Tumoren wurde ersichtlich, dass
es sich um miBig bis schlecht differenzierte Cholangiokarzinome handelte. Die bereits
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makroskopisch festgestellte hohe Invasivitdt und die hohe Tumorinduktionsrate konnten durch eine
HE- und KI-67-Féarbung hervorgehoben werden. Die Tumoren wiesen einen hohen Mitoseindex auf
und es konnte eine diffuse Invasion der Leber festgestellt werden. AuBlerdem présentierten sich die
einzelnen Versuchstiere mit Mikrometastasierungen in den Lungen.

Um die fiir das Homing der MSC in das Tumorstroma essenziellen Blutgefia3e hervorzuheben, wurde
eine CD31-Farbung durchgefiihrt. Diese offenbarte in allen Proben das Vorhandensein von Gefafien
(vgl. Abbildung 22). Daneben wiesen die untersuchten Tumoren allerdings durchgédngig Areale mit
ausgeprigter Nekrose auf (vgl. Abbildung 18), was in Hinblick auf den hohen KI-67-Index fiir ein
schnelles Wachstum des Tumors spricht und sich damit in das Gesamtbild der durch CL-6-Zellen
induzierten Cholangiokarzinome einfligt.

Ausgeprigte Areale mit nekrotischem Gewebe ohne Zugang zum Herz-Kreislauf-System stellen
vermutlich gerade fiir die Praxis eine gro3e Herausforderung in Bezug auf eine mogliche Therapie
mit mesenchymalen Stammzellen dar, da ein direktes Homing der MSC und damit die optimale

Wirkstoffkonzentration im Tumormilieu schwerer erreicht werden konnten.

7.5 Sonographie und Evaluation der Tumorgrofie

Zur Uberpriifung der TumorgrdBe im 2. Tierversuchszyklus wurde zwei Tage vor der Opferung eine
Sonographie-Untersuchung durchgefiihrt. Dabei konnte, mit Ausnahme von zwei Mausen, bei allen
anderen Méusen ein Tumor nachgewiesen werden, eine Korrelation der gefundenen TumorgréBen ex
vivo konnte allerdings nicht festgestellt werden (vgl. Abbildung 14).

Dies kann an der Préaparation der Tumoren liegen, da sie nach der Entnahme gréBer erschienen als in
vivo, was sich vermutlich auf Substanzdefekte zuriickfiihren ldsst, die durch die Préparation
entstanden sind. Auflerdem erfolgte mittels der Sonografie ausschlieflich einer zweidimensionalen
Darstellung. Die Tumoren, die sich mittels der Sonografie nicht detektieren lieBen, waren beide aus
der Kontrollgruppe und dem Tumor-Lebergewicht nach die kleinsten. Somit ist die nicht erfolgte
Detektion aller Wahrscheinlichkeit nach auf die geringe Tumorgrof3e zuriickzufithren. Zudem sollte
die erschwerte Darstellung durch die Tierbeweglichkeit nicht vernachléssigt werden. Diesbeziiglich
konnte eventuell durch eine Kurznarkose Abhilfe geschaffen werden. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass sich diese Methode zwar zum Nachweis eines entsprechenden Tumors in
der Maiuseleber eignet, die Bestimmung der Tumorausmalle bleibt allerdings fehleranfillig.
Nichtsdestoweniger stellt sie eine gute Moglichkeit dar, um den Erfolg einer Tumorinduktion in der
Maiuseleber zu dokumentieren, um die Entscheidung einer Opferung bei ausreichendem
Tumorwachstum zu evaluieren.

In Zukunft sollten weitere, weniger vom Untersucher abhingige Methoden eingesetzt werden, um die

Vergleichbarkeit einzelner Studien zu erhdhen und somit eine bessere Uberpriifbarkeit zu erreichen.
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Denkbar sind hier beispielsweise die Computertomografie oder Magnetresonanztomografie (Bao et
al. 2012).

Bei der kurz vor der Opferung durchgefiihrten Sonografie wurde in 8/10 Maiusen Aszites
nachgewiesen. Werden die gefundenen Ergebnisse korreliert, so ergibt sich der Hinweis, dass die mit
hMSC behandelten Mause vermehrt zur Bildung von Aszites neigten (vgl. Abbildung 17; p=0,06 fiir
hMSC-Therapie vs. Kontrollgruppe). Dies ist mdglicherweise auf den Phénotyp der aus Aszites
isolierten CL-6-Zellen zuriickzufithren und wurde gleichzeitig durch die mesenchymalen

Stammzellen und ihre wachstumsfordernden Eigenschaften unterstiitzt.

7.6 Der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen

Der Einsatz von genetisch verdnderten mesenchymalen Stammzellen stellt ein vielversprechenden
Ansatz zu Behandlung von Tumoren dar (Conrad et al. 2007; Zischek et al. 2009; Niess et al. 2011;
Bao et al. 2012; Kim und Cho 2013; Moniri et al. 2014; Uchibori et al. 2014; Gamba et al. 2015;
Niess et al. 2015). Die selektive Aktivierung der transfizierten hMSC im Tumorstroma ist dabei der
zu vermutende Mehrwert im Vergleich zu einer herkémmlichen Chemotherapie, wie sie von Valle et
al. 2010 fiir das Cholangiokarzinom beschrieben ist, da diese Therapiemdglichkeit von einer
systemischen Gabe eines Chemotherapeutikums abweicht und gezielt an den Orten der
Tumormanifestation ihre Wirkung entfalten soll. Die Grundlage bildet dabei das sogenannte Homing
der hMSC (Studeny et al. 2004; Kidd et al. 2009; Uchibori et al. 2013; Serakinci et al. 2014), wobei
es vermehrter Anstrengung bedarf, die dahinter verborgenen Mechanismen zu entschliisseln und zu
verstehen, da man sich dadurch eine Verbesserung beziehungsweise eine mogliche Optimierung der
Akkumulation der hMSC im Tumorgewebe versprechen kann und auf diese Weise einen Fortschritt
einer moglichen MSC-basierten Therapie erzielen wiirde.

Unschwer ist hier der mogliche Vorteil fiir Patienten auszumachen, die sich in einem fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung befinden. So konnten durch das Homing der hMSC in das Tumorstroma und
gleichzeitig auch in mdgliche Filiae sowie die darauffolgende selektive Aktivierung der hMSC die
Nebeneffekte einer antitumoralen Therapie, im Vergleich zu einer herkdmmlichen Chemotherapie,
reduziert werden. Studien diesbeziiglich konnten bereits in eine klinischen Phase 1/2- Studie zur
Behandlung von gastrointestinalen Tumoren iiberfiihrt werden (Niess et al. 2015). Des Weiteren
konnten Studien zur Behandlung von Ovarkarzinomen und Lungentumoren wie auch Lebertumoren
etabliert werden (Lin et al. 2019) Die Ergebnisse sind abzuwarten.

Zudem konnte eine klinische Studie beziiglich der Wirksamkeit von mesenchymalen Stammzellen
im Hinblick auf die Sicherheit und Effektivitit des Homings bei Patienten mit Prostatakarzinom
etabliert werden (Schweizer et al. 2019). Alle klinischen Versuche sind jedoch bis zuletzt die
Ergebnisse schuldig.
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7.7 In-vivo-Dynamik der hMSC: Einfluss auf Tumorwachstum und
Metastasierung

Die Tierexperimente hatten unter anderem zum Ziel, den optimalen Zeitpunkt zu finden, bei dem sich
die groBte Anzahl an hMSC im Tumorstroma detektieren ldsst, um die Effektivitit einer
antiproliferativen Therapie zu erhohen. Dabei wies der 1. Zyklus eine Dynamik auf, die auf eine
limitierte Verweildauer der hMSC im Lungengewebe hindeutete (vgl. Abbildung 9). Im 1. Zyklus war
in der ersten Gruppe in 4/4 Méausen hMSC im Lungengewebe nachweisbar und in der zweiten Gruppe
in 3/4. In den folgenden Gruppen 3 und 4 waren dagegen keine hMSC im Lungengewebe detektierbar.
Dafiir gelang der Nachweis im Tumorstroma von einer Maus in Gruppe 3. Zudem gelang der
einmalige, beziehungsweise in manchen Tumoren der zweimalige Nachweis von hMSC, der
eingeforderte dritte Nachweis allerdings nicht. Diese Ergebnisse legen eine gewisse Dynamik der
hMSC im Versuchstier nahe und bildeten die Grundlage fiir den modifizierten 2. Zyklus. Das Ziel des
2. Zyklus bestand darin, bei gleichbleibender Anzahl von applizierten hMSC einer Einzeldosis die
Anzahl an nachweisbaren hMSC im Tumorstroma zu erhdhen. Hierzu wurden die Applikationstage
auf 3 erhoht (7., 12. und 17. postoperative Tag). In Abbildung 14: Entwicklung des Kdrpergewichts
sowie Tumor- und Lebergewicht sind die einzelnen Injektionszeitpunkte gekennzeichnet.

Um eine genaue Lokalisation der hMSC in den gewonnenen Geweben zu realisieren, erfolgte der
Nachweis der h(MSC im 2. Zyklus mit Hilfe des fluoreszierenden Markers CMTPX (vgl. Abbildung
6). Auch bei dieser Versuchsreihe gelang ein addquater Nachweis von markierten hMSC im
Tumorstroma nicht. Es zeigte sich allerdings eine starke Anreicherung im Lungengewebe, die bereits
im vorhergehenden Versuch zu finden war. Dieses Phanomen wurde zunéchst auf die physikalischen
Eigenschaften der hMSC und des Lungengewebes zuriickgefiihrt, da ein einfaches ,Héngenbleiben’
wahrscheinlich war. Nach der histologischen Aufarbeitung des Lungengewebes lieB3 sich allerdings
eine hundertprozentige Lungenmetastasierung in der Behandlungsgruppe feststellen (vgl. Abbildung
11, Tabelle 5). Die histologische Aufarbeitung ergab eine Anreicherung der hMSC im Bereich der
filidren Ausbreitung (s. Abbildung 25), was ein Erkldrungsansatz des wenig suffizienten
Tumorhomings der MSC darstellt.

Daneben konnte beobachtet werden, dass die Tumoren des 2. Zyklus eine Tendenz hatten, durch
hMSC in ihrer Proliferation angeregt worden zu sein. Dahingehend sei auf Abbildung 14 verwiesen,
die einen signifikanten Unterschied in der mit hMSC behandelten Gruppe sowie der Kontrollgruppe
erkennen lédsst (P = 0,019). Zudem konnte ein Unterschied im Tumor- und Lebervolumen festgestellt
werden (vgl. Abbildung 15, p=0,04). Diese Ergebnisse legen eine stimulatorische Beeinflussung des
Tumorwachstums durch die applizierten hMSC nahe. Umso deutlicher wird dies im Kontext der In-
vitro-Ergebnisse (s. u.). Dies steht im Einklang mit anderen Tumormodellen, in denen eine die

Proliferation fordernde Wirkung der hMSC nachgewiesen werden konnte (Zhu et al. 2006; Xu et al.
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2009, S. 37-38; Tsai et al. 2011b; Melzer et al. 2018).

Wie bereits anfangs beschrieben, wiesen die durch CL-6 induzierten Tumoren eine hohe Rate an
Lungenmetastasen auf, wobei sich der Hinweis auf eine Beeinflussung der Metastasenrate durch die
applizierten hMSC ergab (vgl. Abbildung 19 als beispielhafte Darstellung einer Lungenmetastase).
Mithilfe des Scorings aus Tabelle 5 ergibt sich ein P-Wert von 0,07, was den Schluss zuldsst, dass
hMSC einen, wenn auch nicht hochsignifikanten, Einfluss auf die Lungenmetastasierung haben, wie
er bereits durch Karnoub et al. 2007 beschrieben wurde.

Die hohe Rate an Lungenmetastasen in den mit hMSC behandelten Miusen konnte eine Erklérung
dafiir sein, dass die Stammzellen vermehrt in der Lunge nachgewiesen werden konnten (vgl.
Abbildung 9 und Abbildung 24). Es bleibt allerdings zu untersuchen, ob die Lungenmetastasierung
bereits vor der Behandlung mit hMSC bestand oder im Zuge dieser gefordert wurde, was sich als

Schluss aus Tabelle 5 ergeben wiirde.

7.8 In-vitro-Experimente

Um die Ergebnisse aus den Tierexperimenten zu bekréftigen, wurden zusitzliche In-vitro-Tests
durchgefiihrt, die die wechselseitige Beeinflussung der Tumorzellen und hMSC untersuchen sollten.
Grundlage bildeten die bereits in den Tierexperimenten verwendeten hMSC und CL-6-Zellen sowie
zusitzlich die Cholangiokarzinomzelllinie HuCCT-1, die in vorangegangenen Tierexperimenten zum
Einsatz kam.

Dabei wurde die Beeinflussung des Transmigrationsverhaltens von hMSC durch CL-6- und HuCCT-
1-Uberstéinde untersucht. Zudem standen die Beeinflussung der Proliferation von CL-6 und HuCCT-
1 durch hMSC-Uberstinde sowie ihre Wirkung auf antiproliferative Substanzen im Fokus dieser
Arbeit. Ein weiteres Augenmerk lag auf der verédnderten Adhédsion von hMSC gegeniiber CL-6 und
HuCCT-1. Zudem wurden die Fahigkeit zur Ausbildung sogenannter Gefalvorlduferstrukturen mit
Hilfe von Angiogeneseassays sowie die Beeinflussung der Tumorzelliiberstinde auf die Expression
von bestimmten fiir das Homing relevanten Markern mittels Western-Blot untersucht. Hierbei zeigte
sich ein fiir die Proliferation von Zellen bedeutsamer Marker erhoht (pAKT Verhiltnis zu tAKT),
allerdings flossen diese Ergebnisse aufgrund ihrer zum Teil unzureichenden Signifikanz nicht in die
vorliegende Arbeit mit ein.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Tumorzelllinien einen entscheidenden Einfluss auf die hMSC
ausiibten. Auch die umgekehrte Beeinflussung von hMSC auf CL-6 und HuCCT-1 wurde in den

verschiedenen Experimenten zur Proliferation und antiproliferativen Therapie offensichtlich.

7.9 Proliferation von CL-6 und HuCCT-1
Um einen Eindruck des Proliferationsverhaltens von CL-6 sowie HUCCT-1 zu erhalten, wurden beide

Zelllinien hinsichtlich ihres Wachstums untersucht. Diesbeziiglich konnte festgestellt werden, dass
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CL-6 eine hohere Proliferationsrate in der Zellkultur hatte (vgl. Abbildung 26). Zudem wurde der
antiproliferative Effekt von Cisplatin, Gemcitabin und Sorafenib untersucht, wobei fiir beide
Tumorzelllinien eine &hnliche Dynamik nachgewiesen werden konnte. Dabei zeigten die
Standardchemotherapeutika Cisplatin und Gemcitabin (Valle et al. 2010; Razumilava und Gores
2011) eine dhnliche antiproliferative Wirkung in beiden Zelllinien. Sorafenib besal3 in der Zellkultur
eine im Vergleich etwas geringere Auswirkung auf die Proliferation von CL-6 und HuCCT-1. Dies ist
vermutlich auf die Wirkungsweise des Multikinaseinhibitors zuriickzufiihren, da dieser nicht nur
direkt an den Tumorzellen angreift, sondern seine Wirkung erheblich iiber die Inhibition der fiir die
Proliferation bedeutsamen Angiogenese entfaltet, die mit den CCK-8-Assays nicht simuliert werden

kann (Strumberg 2005; Blechacz et al. 2009).

7.10 Beeinflussung der Adhision von hMSCs durch CL-6 und HuCCT-1

Beziiglich der Adhision von hMSC und ihrer Beeinflussung durch CL-6 und HuCCT-1 ergab sich bei
beiden Zelllinien ein einheitliches Bild. Die Adhésion der hMSC wurde durch die Tumorzelllinien
verstdrkt, wobei CL-6 zu einer verstirkten Adhdrenz der hMSC fiihrte. Wie aus Abbildung 31 und
Abbildung 32 hervorgeht, bewirkte die Anwesenheit von CL-6 und HuCCT-1 eine vermehrte
Adhérenz und zu jedem untersuchten Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Adhérierte hMSC fiir CL-6: 5 Min.: p=0,0001, 15 Min.: P =0,0001, 30 Min.:
p =0,0001 und HuCCT-1: CL-6: 5 Min.: p = 0,0001, 15 Min.: P =0,0001, 30 Min.: p = 0,0001). Dies
lasst den Schluss zu, dass die Cholangiokarzinomzelllinien CL-6 und HuCCT-1 nicht nur eine
vermehrte Transmigration (s.u.) hervorrufen, sondern auch eine verstirkte Adhédrenz dieser
angelockten Stammzellen. Im Kontext des TME kann dies dahingehend gedeutet werden, dass die
angezogenen hMSC durch die Tumorzellen effektiver gebunden werden, wenn sie in das TME

migrieren.

7.11 Invasionsverhalten der hMSC

Mit den sogenannten Transmigrationsassays besteht die Moglichkeit, das Invasionsverhalten von
Zelllinien in vitro zu simulieren (Karnoub et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde das
Transmigrationsverhalten von hMSC untersucht, die angezogen durch den Tumorzelliiberstand in
unterschiedlichen Konzentrationen die Transmigrationsmembran durchwandern sollten. Wie aus den
Ergebnissen zum Transmigrationsverhalten hervorgeht, zeigten sich die Tumorzellen in der Lage,
hMSC in signifikanter Weise in ihrem Transmigrationsverhalten zu beeinflussen (vgl. hierzu
Abbildung 33). Anhand dieser Abbildung lésst sich erkennen, dass beide Zelllinien allein durch ihren
Uberstand in der Lage waren, die hMSC zur Transmigration zu befihigen beziehungsweise diese zu
verstirken (CL-6 (Neg. vs. CL-6 25 %: p = 0.0002; Neg. vs. CL-6 50 %: p = 0.0032; Neg. vs. CL-6

75 %: p=0.0005) HuCCT-1 (Neg. vs. HUCCT-1 25 %: p =0.0009; Neg. vs. HuCCT-1 50 %:
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p =0.0079; Neg. vs. HuCCT-1 75 %: p = 0.0002). Zudem konnte eine Abhéngigkeit zur verwendeten
Konzentration des Uberstandes beobachtet werden, was darauf hindeuten kann, dass die
Transmigration durch in den Uberstinden befindliche Stoffe entscheidend stimuliert wird.
Gleichwohl bedarf es zur Identifizierung der fiir das Tumorhoming relevanten Chemo- und Zytokine
sowie von Rezeptoren und ihren Liganden weiterer Arbeit, da bereits vielen eine entscheidende Rolle
dahingehend zugesprochen wird (vgl. Barcellos-de-Souza et al. 2013, Uchibori et al. 2013; Hong et
al. 2014; Moniri et al. 2014; Rhee et al. 2015) und sie vermutlich mit ihren beteiligten Signalkaskaden
den Schliissel zum Verstdndnis bilden und ihr moglicher Einsatz ein Bestandteil einer

stammzellbasierten Therapie ist.

7.12 Einfluss von hMSC auf die Proliferation von CL-6 und HuCCT-1

Um den Einfluss der mesenchymalen Stammzellen auf das Zellwachstum von CL-6 und HuCCT-1
zu untersuchen, wurden CCK-8-Assays durchgefiihrt, wobei die Vorbehandlungen nach den jeweilig
erarbeiteten Protokollen variiert wurden.

In nahezu allen Untersuchungen lieB3 sich ein ausgeprégter Einfluss der hMSC beziehungsweise deren
Uberstiinden auf die Proliferation der Tumorzelllinien feststellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
hMSC einen signifikanten Einfluss auf eine zytoreduktive Therapie mit Cisplatin und Gemcitabin
haben.

Bei der Literaturrecherche in Bezug auf die Beeinflussung von Tumorzellen durch hMSC ergab sich
kein einheitliches Bild. Zum einen werden antiproliferative Eigenschaften der hMSC beschrieben
(vgl. Djouad 2003; Zhu et al. 2006; Khakoo et al. 2006; Xu et al. 2009; Qiao et al. 2008; Gabashvili
etal. 2016), zum anderen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich die eingesetzten
hMSC-Uberstinde wachstumsférderlich auf die untersuchten Tumorzelllinien auswirkten. Dies geht
aus Abbildung 27 hervor und steht im Einklang mit den Hypothesen von Tsai et al. 2011b; Haga 2015;
Wu et al. 2016, wonach sich MSC forderlich auf die Proliferation von Tumorzellen auswirken. Dies
war bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen und konnte dabei an anderen Tumorzelllinien
nachgewiesen werden. Die einzelnen Mechanismen, die zu diesem Effekt fiihren, sind weiterhin
Gegenstand der aktuellen Forschung, wobei gezeigt werden konnte, dass IL-6 (Tsai et al. 2011b; Haga
et al. 2015) diesbeziiglich vermutlich eine entscheidende Rolle zukommt.

Aus den vorangegangenen Versuchen ergab sich die Frage, wie sich der hMSC-Uberstand auf die
Behandlung mit Cisplatin, Gemcitabin und Sorafenib auswirkt. Wie bereits Roodhart et al. 2011
belegen konnten, besitzen hMSC die Eigenschaft, Tumorzellen gegeniiber einer Behandlung mit
Cisplatin resistenter zu machen. Die Arbeitshypothese lautete somit, dass hMSC eine vermehrte
Resistenz gegeniiber den zytoreduktiven Agenzien bewirken. Dies konnte bei den untersuchten

Cholangiokarzinomzelllinien bestitigt werden (vgl. Abbildung 28, Abbildung 29, Abbildung 30).
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Den groBten Effekt hatte dabei Cisplatin fiir CL-6 bei 40 ug/ml (p < 0.0001); hingegen zeigte sich
fiir HuCCT-1 der grof3te Unterschied bei einer Cisplatinkonzentration von 60 ug/ml (p < 0.0001) (vgl.
Abbildung 28). Die Wirkung von Gemcitabin offenbarte fiir CL-6 mit einer Konzentration von
10 ng/ml (p <0.0001) den groBten Unterschied zur Kontrolle. Fiir HuCCT-1 konnte indes kein
bedeutender Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden, allerdings ergaben
sich signifikante Unterschiede bei den Gruppen, die mit hMSC-Uberstand vorbehandelt wurden.
Diese wiesen ebenfalls eine erhdhte Resistenz gegeniiber Gemcitabin auf (Abbildung 29, HuCCT-1
und 100ng/ml: p<0.016). Die vermehrte Resistenz, die durch MSC vermittelt wird, war bereits
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (vgl. Roodhart et al. 2011; Low et al. 2015, 2015; Le Naour
und Couderc 2017), wobei auch hier die genauen Wirkungsmechanismen bis zum jetzigen Zeitpunkt
unklar bleiben. Ein mdglicher Mechanismus wird durch (Roodhart et al. 2011) beschrieben. Hier
gelang der Nachweis, dass die vermehrte Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika, die Platinderivate
als Grundlage haben, mit einer vermehrten Ausschiittung von Fettsduren einhergeht.

Der ebenso getestete Multikinaseinhibitor Sorafenib, der zum Beispiel zur Behandlung des
fortgeschrittenen HCC eingesetzt werden kann (Zhu et al. 2017), erbrachte nicht den erwarteten
Effekt in der Zellkultur, wie er von Blechacz et al. 2009 im Tierexperiment gefunden wurde. Einzig
bei der Behandlung von CL-6 konnte bei Konzentrationen von 0,5 uM (p =0,001) sowie 2,0 uM
(p = 0,0114) ein signifikanter Effekt durch die h(MSC beobachtet werden. Diesen Ergebnissen sollten
weitere Untersuchungen folgen, um die genaue Beeinflussung von Sorafenib auf das
Cholangiokarzinom evaluieren und mogliche therapeutische Konsequenzen erdrtern zu konnen.
Dabher stellt die weitere Exploration der Wirkungsmechanismen hinter einer zytoreduktiven Therapie

einen entscheidenden Schritt hin zu einem besseren Verstandnis von Resistenzen dar.
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8 Zusammenfassung

Mit den beschriebenen Untersuchungen und Ergebnissen konnte die beidseitige Beeinflussung von
Cholangiokarzinomzelllinien und mesenchymalen Stammzellen herausgearbeitet werden.

In der Zusammenschau kann festgestellt werden, dass mit dem orthotopen NOD/SCID-Mausmodell
fiir das intrahepatische Cholangiokarzinom ein Tiermodell entwickelt werden konnte, das die
Untersuchung des Cholangiokarzinoms in der Zukunft vereinfachen kann. Die dabei zum Einsatz
gekommene Zelllinie CL-6 war in der Lage, als essenzielle Grundlage eines Therapiemodells eine
hundertprozentige Tumorinduktionsrate zu erreichen. Die orthotope Injektion der Tumorzellen in die
Leber und die damit verbundene Induktion eines intrahepatischen Cholangiokarzinoms bieten die
Moglichkeit, den Tumor in seiner ,natlirlichen Umgebung‘ zu untersuchen und damit das Ansprechen
auf etwaige Therapien zu detektieren.

Auf Grundlage des orthotopen NOD/SCID-Mausmodells konnte die Dynamik der verabreichten
hMSC erforscht werden (Abbildung 9). Die Proliferation und Metastasierung des induzierten
Cholangiokarzinoms wurden dabei stimulatorisch signifikant durch die intravends verabreichten
hMSC beeinflusst (Tabelle 5, Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung 16)

Diese konnten im Anschluss vermehrt in der Lunge detektiert werden, wobei eine Anreicherung im
Bereich der Filiae des Cholangiokarzinoms zu verzeichnen war. Die Detektion im Tumorstroma
gelang in beiden Tierexperimenten nur unzureichend. In den angeschlossenen In-vitro-Experimenten
gelang die weitere Herausarbeitung der wechselseitigen Beeinflussung von hMSC und den
Cholangiokarzinomzelllinien CL- 6 und HuCCT-1.

Es konnte gezeigt werden, dass hMSC durch CL-6 und HuCCT-1 signifikant in ihrem
Transmigrationsverhalten angeregt werden konnten (Abbildung 33). Zudem fiihrten beide
Tumorzellreihen zu einer verstiarkten Adhiarenz der hMSC (Abbildung 31).

Im Gegenzug konnte durch die mesenchymalen Stammzellen eine starke Einflussnahme auf die
native Proliferation von CL-6 und HuCCT-1 nachgewiesen werden (Abbildung 27). Bei der
Behandlung unter Cisplatin (Abbildung 28), Gemcitabin (Abbildung 29) und Sorafenib (Abbildung
30) offenbarte sich eine verstirkte Resistenz der Tumorzellen gegeniiber den angewendeten
Agenzien, wobei der genaue Wirkungsmechanismus hinter der erhhten Widerstandsfahigkeit offen

bleibt.
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9 Ausblick

Das Cholangiokarzinom ist noch immer eine schwer zu behandelnde Tumorentitit, die
anndherungsweise 10 % der primir in der Leber lokalisierten Tumoren darstellt (Sia et al. 2013) und
mit einer hohen Mortalititsrate einhergeht. Neben der chirurgischen Intervention, die fiir ausgewahlte
Félle eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens bietet (DeOliveira et al. 2007; Neuhaus und Thelen
2008; DeOliveira et al. 2013; Wang et al. 2014; Doussot et al. 2015; Kambakamba et al. 2015;
Neumann und Schmeding 2015), sollten allerdings weitere Therapieoption erarbeitet werden
(Razumilava und Gores 2014; Zhu 2015). Im Fokus steht dabei das Tumormikromilieu, das mit vielen
moglichen Angriffspunkten aufwartet. Dabei konnten MSC in vielen Tumormodellen bereits positive
Therapieeffekte erzielen (vgl. Conrad et al. 2007; Zischek et al. 2009; Niess et al. 2011; Bao et al.
2012; Kim und Cho 2013; Moniri et al. 2014; Uchibori et al. 2014; Gamba et al. 2015; Niess et al.
2015).

Es gilt, die vielen Interaktionsmdglichkeiten, wie sie exemplarisch in der vorliegenden Arbeit
analysiert wurden, besser zu verstehen. Die nachgewiesenen Effekte der hMSC auf die
Metastasierung, Invasion und Proliferation sowie die Auswirkungen auf zytoreduktive Therapien gilt
es zu erkldren, um die wechselseitige Beeinflussung von Tumor- und Stammzellen fiir zukiinftige
Therapien zu nutzen und damit dem Cholangiokarzinom weitere Therapieoptionen entgegenstellen
zu konnen. Des Weiteren ist die Umsetzbarkeit einer stammzellbasierten antitumoralen Therapie zu
erortern. Dazu bildet, fiir das Cholangiokarzinom, die vorliegende Arbeit eine erste Grundlage. Mit
Hilfe des orthotopen Cholangiokarzinom-Mausmodells sollte es in der Zukunft leichter gelingen,
wechselseitige Wirksamkeitsnachweise antitumoraler Therapien zu evaluieren und zu verbessern.
Eine Weiterentwicklung hin zu einer weniger invasiven Einbringung der Tumorzellen, zum Beispiel
mit Unterstiitzung einer sonographisch gestiitzten Punktion der Méuseleber, ist dabei in Betracht zu
ziehen, um eine allzu grofe Verlustrate der Versuchstiere sowie ein schnelleres und effektiveres
Arbeiten zu ermoglichen.

Ein zunichst vielversprechender Ansatz konnte durch die Phase-I-I1I-Studie TREAT-ME1(Niess et al.
2015) verfolgt werden. Die ersten klinischen Daten legen nahe, dass die Therapie mit genetisch
modifizierten mesenchymalen Stammzellen sicher und gut tolerabel erscheint (Einem et al. 2019). Es
konnte in 5/10 Patienten eine gleichbleibende TumorgroBe festgestellt werden. Eine
Tumorvolumenreduktion lief sich allerdings in keinem der eingeschlossenen Patienten nachweisen
und auch die untersuchten Spiegel von Tumormarkern blieben auf einem konstanten Niveau (Einem
et al. 2019). Die genannten Ergebnisse zeigen abschlieBend, dass es wesentlich mehr Anstrengung
auf diesem Gebiet bedarf, um weitere signifikante Ergebnisse zu erzielen und dem Patienten damit

weitere Therapieoptionen anbieten zu konnen.
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