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Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden kaum Fortschritte in der Verbesserung des Uberlebens beim Duktalen
Adenokarzinom des Pankreas (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) erreicht. Mdoglicherweise
kann jedoch, in seltenen PDAC-Fillen mit besonderen Tumoreigenschaften, mittels
Prazisionsonkologie ein verbessertes Uberleben erreicht werden. Fiir die Entwicklung dieser
zielgerichteten Therapien sind praklinische Modelle unabdingbar. Fir das medullare
Pankreaskarzinom (MPC), einen seltenen Subtyp des PDACs, gab es bisher noch kein solches Modell.
HROP68 ist der erste MPC-Fall aus dem eine 2D-Zelllinie etabliert werden konnte und einer von

lediglich 35 beschrieben Fallen in der Literatur.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daneben vier weitere PDAC-Zelllinien etabliert, mit deren
Eigenschaften die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 verglichen werden konnte. HROP68Tu2 zeichnete sich

durch eine langsamere Wachstums- und Migrationsgeschwindigkeit als die anderen vier Zelllinien aus.

Es wurden ein T-Zell Infiltrat und durchflusszytometrisch die Expression von MHC-2, PD-L1 und eine
verringerte CD40-Expression nachgewiesen. Der Tumor besald also einen immunogenen Phanotyp.
Gegeniliber den etablierten Therapieregimen FOLFIRINOX, Gemcitabin-Monotherapie, der
Kombinationstherapie aus Gemcitabin und Paclitaxel (GemPac) und der Kombinationstherapie aus
Gemcitabin und Erlotinib (GemErlo) zeigte die MPC-Zelllinie HROP68Tu?2 eine vergleichbare Sensitivitat

wie die anderen vier Normaltyp-PDAC-Zelllinien.

Das Mutationsrepertoire der Normaltyp-PDAC-Zelllinien war hingegen typisch fiir ein PDAC und
gekennzeichnet durch eine geringe Tumormutationslast sowie typische Mutationen in den Genen
KRAS und TP53. Im Gegensatz dazu imponierte HROP68Tu2 mit einer hohen Tumormutationslast und
mit Mutationen in FOXG1, KRAS und SOS1 sowie einer hohen Anzahl an Frameshift-Mutationen. In
Zusammenschau mit dem bestimmten MSI-Score war von Alterationen im Mismatch-Reparatur-
System und einer damit einhergehenden niedriggradigen Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) (MSI-Low)

auszugehen.

Mit dem ersten MPC-Modell kdnnen nun die Eigenschaften dieses Tumors mit denen des Normaltyp-
PDACs besser verglichen werden und erste praklinische Rickschliisse auf das Therapieansprechen
gewonnen werden. Die hohe Tumormutationslast mit einer Vielzahl an Frameshift-Mutationen sowie
der immunogene Phanotyp machen HROP68Tu2 zu einem idealen praklinischen Forschungsmodell,
um neue gezielte Tumortherapien wie Immuntherapien in vitro beim MPC zu testen. So kann
moglichweise auch bei der weiterhin schlechten Prognose des PDACs mittels personalisierter

Tumortherapie in Zukunft die Prognose von MPC-Patientinnen und -Patienten verbessert werden.



Abstract

In recent years, there has only been limited progress in improving survival rates for pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC). However, precision oncology might offer a chance to enhance survival in rare
PDAC cases with unique tumor characteristics. Developing targeted therapies relies heavily on
preclinical models, and until now, there hasn't been one for Medullary Pancreatic Carcinoma (MPC), a
rare subtype of PDAC. Including HROP68 only 35 cases of MPC have been described in the literature

so far. HROP68 is the first one from which a 2D cell line has been successfully established.

This study also discusses four additional common-type PDAC cell lines, allowing for a comparison with
the MPC cell line HROP68Tu2. Notably, HROP68Tu2 demonstrated slower growth and migration
compared to the other four cell lines. When tested against the established therapeutic regimens
FOLFIRINOX, Gemcitabine monotherapy, GemPac, and GemeErlo, the MPC cell line HROP68Tu2 showed

a comparable sensitivity to the other four common-type PDAC cell lines.

Analysis revealed T-cell infiltration and a distinctive immunogenic phenotype, with flow cytometry
showing expression of MHC-2, PD-L1, and reduced CD40 expression. Unlike other tumors with a typical
PDAC mutation profile, HROP68Tu2 displayed a high tumor mutational burden and mutations in
FOXG1, KRAS und SOS1 along with numerous frameshift mutations. In summary, based on the specific
MSI score, alterations in the mismatch repair system and the associated low-grade microsatellite

instability (MSI) (MSI-LOW) were to be assumed.

The first MPC model now allows for a better comparison of the tumor properties with those of
common-type PDAC, enabling initial preclinical insights into therapeutic responses. The high tumor
mutation burden, characterized by numerous frameshift mutations, along with the immunogenic
phenotype, positions HROP68Tu2 as an ideal preclinical research model for testing new targeted tumor
therapies, such as in vitro immunotherapies in MPC. This approach may potentially contribute to
improving the prognosis for MPC patients in the future through personalized tumor therapy, despite

the current dismal prognosis for PDAC.
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1. EINLEITUNG
1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2018 erkrankten in Deutschland 19.020 Menschen an einem Karzinom der Bauchspeicheldriise
(Pankreas), fast ebenso viele Patientinnen und Patienten (18.332) starben in diesem Jahr an den Folgen
dieser Krebserkrankung. Damit waren bdsartige Neubildungen am Pankreas die vierthiufigste
Krebstodesursache sowie die elfthdufigste Todesursache in diesem Jahr (Robert Koch Institut, 2021).
Dabei stellt das Pankreaskarzinom bei Frauen lediglich die sechsthaufigste Tumorlokalisation (3,9 %)
und bei Minnern die siebthiufigste Tumorlokalisation (3,7 %) dar. Das relative 5-Jahres-Uberleben
betrug im Jahr 2018 bei beiden Geschlechtern 10 %, das relative 10-Jahres-Uberleben bei Frauen 7 %
und bei Manner 8 % (Robert Koch Institut, 2021).

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms steigt mit dem Alter an (Bray et al., 2018), bei Patientinnen und
Patienten unter 55 Jahren handelt es sich um eine seltene Diagnose (Malvezzi et al., 2016). Das mittlere
Erkrankungsalter in Deutschland lag im Jahre 2018 bei Frauen bei 78 Jahren und bei Mannern bei 74
Jahren (Robert Koch Institut, 2021). Somit handelt es sich vornehmlich um eine Erkrankung des

hoheren Lebensalters.

Weltweit handelt es sich beim Pankreaskarzinom um die elfthdufigste Krebsdiagnose. In der
industrialisierten Welt ist es die siebthaufigste Krebstodesursache (Bray et al., 2018), in den USA die
dritthaufigste (Wong et al., 2017). Weltweit zeigten sich regionale Unterschiede in der Inzidenz und
Mortalitat. Diese Unterschiede sind am hochsten in Nordamerika, Europa, Neuseeland und Australien.
Eine hohere Inzidenz und Mortalitat korreliert dabei mit einem héheren Human Development Index
und Bruttoinlandsprodukt (Wong et al., 2017). Voraussichtlich wird das Pankreaskarzinom im Jahre

2030 die zweithaufigste Krebstodesursache in den USA darstellen (Rahib et al., 2014).

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie eines Pankreaskarzinoms ist komplex und multifaktoriell. Zu den modifizierbaren
Risikofaktoren gehéren unter anderem das Rauchen, Alkoholkonsum, Ubergewicht und
Essgewohnheiten. Den groRten Einfluss hat dabei das Rauchen. Im Rahmen einer britischen Studie aus
dem Jahre 2011 konnte das Rauchen bei 26,2 % der Patientinnen und 31,0 % der Patienten mit der

Entwicklung eines Pankreaskarzinoms in Verbindung gebracht werden (Parkin et al., 2011).

Die wichtigsten nicht-modifizierbaren Risikofaktoren sind Alter, Diabetes mellitus, familiare Belastung,
Helicobacter Pylori Infektion und genetische Faktoren. Bei 10 % der Patientinnen und Patienten liegt

eine Keimbahnmutation vor (Ghiorzo, 2014). Zu den haufigsten geh6ren BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM,
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1. EINLEITUNG

CDKN2A, APC, HLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PRSS1 und STK11 (Solomon et al., 2012; Vincent et al., 2011).
Den groRten Anteil mit 5 bis 17 % haben dabei Mutationen des BRCA2 Gens (Hahn et al., 2003).

1.3 Pathologie

Bei 90 % der Neoplasien des Pankreas liegt ein PDAC vor. Dieses entwickelt sich aus Zellen des
exokrinen Anteils des Organes. Aus den endokrinen Zellen des Pankreas erwachsen etwa 10 % der
Pankreaskarzinome; diese sind neuroendokrine Tumoren. Im Folgenden wird auf die pathologischen

Besonderheiten des PDACs eingegangen. Etwa zwei Drittel der PDACs sind im Pankreaskopf lokalisiert.

Makroskopisch stellt sich das PDAC als derber Tumor mit einer weil3-grauen Schnittflache dar. Invasive
duktale Infiltrate sind dabei typischerweise in reichlich desmoplastischem Stroma eingebettet,
welches haufig bis zu 90 % des Tumorvolumens ausmacht (Esposito et al., 2014). Etwa 70 bis 80 % der
Tumoren sind gut bis maRig differenziert (G1-G2) (Esposito et al., 2014). Immunhistochemisch lassen
sich Cytokeratin 7 (CK7), Cytokeratin 18 (CK18), Mucin-1 (MUC1, CD227), Mucin-5AC (MUC5AC),
Carcinoembryonales Antigen (CEA) und Carbohydrat-Antigen 19-9 (CA19-9) anfarben (Schlitter et al.,
2019). An der Karzinogenese sind eine Vielzahl von Vorlauferldsionen beteiligt, welche auch im
ausgereiften Tumor zu finden sind (Pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN), atypisch flache
Lasionen, intraduktale papillar-muzinése Neoplasien, intraduktale tubulopapillare Neoplasien,

muzinds-zystischen Neoplasien) (Esposito et al., 2014).

Die gangige pathologische Klassifikation von soliden Tumoren beruht auf der TNM-Klassifikation,
welche mittels der UICC-Klassifikation (Union internationale contre le cancer) in Stadien

zusammengefasst wird. Diese wiederum haben Implikationen fir die Prognose (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: UICC-Stadien sowie Medianes- und 5-Jahres-Uberleben

uicc T N M Medianes Uberleben [M] 5-Jahres-Uberleben [%)]
0 Tis NO MO n.a. n.a.

1A Tl NO MO 24-42 31-39

1B T2 NO MO 20-26 22-27

2A T3 NO MO 15-30 16-25

2B T1-T3 N1 MO 12-21 8-10

3 T4 Alle N MO 11-14 0-7

4 Alle T Alle N M1 5-12 0-4

Anmerkung. Staging mittels UICC-Klassifikation modifiziert nach Sobin LH (2009). Medianes Uberleben in Monaten wurde iibernommen
von Hartwig and Buchler (2013), n.a. (nicht angegeben), Monate (M).
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Stroma

Der Grol3teil der Tumormasse des PDAC besteht wie zuvor beschrieben aus desmoplastischem Stroma
und nicht aus den Tumorzellen. Darin unterscheidet sich das PDAC stark von anderen soliden
Tumorentitaten. Friher wurde das Stroma als Begleitreaktion auf die Tumorzellen verstanden. Neue
Erkenntnisse hingegen zeigen, dass das Stroma an vielen pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist.
Dazu zdhlen Tumorgenese, Progression, Invasion, Metastasierung und Chemoresistenz (Neesse et al.,
2015). Das Zusammenspiel von Stroma und Tumorzellen wird als Tumor-Stroma-Interaktion
bezeichnet. Das Stroma besteht aus einer zellularen Komponente, zu der Fibroblasten, Immunzellen,
BlutgefdaRe und LymphgefaRe gehoren sowie einer azellularen Komponente, der extrazelluldren Matrix

(Ferrara et al., 2021). Das Stroma bildet dabei eine spezielle Mikroumgebung (Feig et al., 2012).

Es hat sich gezeigt, dass sich in der PDAC-Forschung die Ergebnisse aus in vitro-Experimenten haufig
nicht in vivo reproduzieren lassen. Dies ist wahrscheinlich durch den Einfluss der Mikroumgebung des
Tumors begriindet. Somitist in den letzten Jahren das Stroma als Zielstruktur fir neue Therapieansatze
in den Fokus der Forschung geriickt. Bisher gibt es noch keine gezielte Therapie, die auf die Depletion
des Tumorstromas abzielt. Das ist vermutlich auf die vorhandenen Tumormodelle zurtckzufiihren,
denn es ist noch nicht gelungen, ein Modell der Tumormikroumgebung in der Maus zu etablieren (Liot

et al., 2021).

1.3.1 Das medullare Pankreaskarzinom (MPC): Ein seltener Subtyp

Haeberle and Esposito (2019) beschrieben sieben verschiedene histologische Subtypen des PDACs, das
adenosquamose Karzinom, das kolloidartige Karzinom, das hepatoide Karzinom, das siegelringzellige
Karzinom, das undifferenzierte Karzinom, das undifferenzierte Karzinom mit osteoklastenartigen
Riesenzellen und das medulldre Karzinom. Das MPC wurde erstmals von Goggins et al. (1998)
beschrieben. Stand Januar 2025 finden sich 35 Fallberichte in der Literatur (Taboada et al., 2025).
HROPG68 ist das erste beschriebene MPC zu dem ein Patient Derived Xenograft (PDX) sowie eine

primare Zelllinie entwickelt werden konnte (von den Driesch & Fl6ttmann et al., 2022).

In der Zusammenschau der beschriebenen MPC-Falle zeigt sich, dass sich dieser Subtyp stark vom
PDAC unterscheidet. Die Bezeichnung medullar ergibt sich dabei aus der besonderen mikroskopischen
Morphologie dieses schlecht differenzierten PDACs. Goggins et al. (1998) beschrieben das MPC als
einen in drisenartigen Formationen wachsenden Tumor mit schlecht definierbaren Zellgrenzen
(syncytiales Wachstumsmuster). Darliber hinaus zeichnet er sich durch haufige peripankreatische
Gewebsinvasion, ausgedehnte Nekrosen sowie intraepitheliale als auch stromale Lymphozyten-

infiltration aus (Wilentz et al., 2000).
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Genetisch unterscheidet sich das MPC vom Normaltyp-PDAC, welches meist KRAS mutiert ist (Bailey
et al., 2016) durch den in der Halfte der MPC-Fille vorliegenden KRAS-Wildtyp (Taboada et al., 2025).
Bei dem PDAC ist eine Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) mit 1-2 % sehr selten (Saad & Saikaly, 2022),
wahrend im Vergleich dazu eine Mismatch-Reparatur-Defizienz (AMMR) bzw. eine MSI beim MPC in
etwa einem Drittel der Falle vorliegt (Taboada et al., 2025). In seltenen Féllen sind Tumore des
Pankreas mit histologisch medulldrem Erscheinungsbild Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert (Samdani

et al., 2015; Wilentz et al., 2000).

Wie auch beim PDAC korreliert die Haufigkeit eines MPCs stark mit der Pravalenz von
Tumorerkrankungen bei Angehorigen ersten Grades (Wilentz et al., 2000). Allerdings konnten Taboada
et al. (2025) trotz der Uiberschaubaren Datenlage nachweisen, dass MPC-Patientinnen und -Patienten,
die primar operiert wurden, ein langeres Gesamtliberleben erreichen als Betroffene mit Normaltyp-

PDACs.

Aktuell gibt es keine MPC-spezifischen Leitlinien und kaum Erfahrung im klinischen Umgang mit diesem
seltenen Subtyp. Jedoch scheint das FOLFIRINOX-Therapieschema beim MPC das langste
Gesamtliiberleben zu erreichen (de Jesus et al., 2024; Taboada et al., 2025). In einzelnen Fallberichten
ist dartiber hinaus auch der erfolgreiche Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren bei MPCs mit

dMMR/MSI beschrieben worden (Andre et al., 2023; Marabelle et al., 2020; Taboada et al., 2025).

1.4 Molekularpathologie

Die Induktion einer azinar-duktalen Metaplasie im Rahmen einer Pankreatitis ist eine der Theorien,
welche als erster Schritt in Richtung der Formierung von Vorlauferlasionen, den PanlINs, diskutiert wird
(Wang et al., 2019). In der Pathologie werden drei Grade unterschieden (PanIN I-IIl). Daneben kommt
es zu einer desmoplastischen Reaktion des Stromas, welche durch die Tumorzellen induziert wird.
Diese unterliegt einer Entwicklung, parallel zu den PanINs. Zuerst kommt es zu einer Umstrukturierung
des Bindegewebes, gefolgt von der Aktivierung von Fibroblasten und der Vermehrung der
extrazelluldaren Matrix. Wahrend das Stroma initial etwa 5 % des Tumorgewebes ausmacht, nimmt es
mit fortschreitender Entwicklung des Tumors anteilig zu und kann final bis zu 90 % der Tumormasse

bilden (Leppanen et al., 2019).
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Abbildung 1: Tumorprogression (PanIN und desmoplastisches Stroma).

Anmerkung. Modifiziert von Liot et al. (2021). Schematische und mikroskopische Darstellung von gesundem und pankreatitisch
verandertem Pankreasgewebe. Progression von PanlIN | hin zum invasiven PDAC mit entsprechender Entwicklung des
desmoplastischen Stromas.

Onkogene KRAS-Mutation

Der Beginn der Tumorgenese liegt nach aktuellem Verstandnis im Auftreten einer Mutation des KRAS-
Onkogens, die in 92 % der PDACs nachzuweisen ist (Bailey et al., 2016). Dabei handelt es sich in 82 %
der Falle um eine Substitution am Codon 12, in 14 % geschieht dies am Codon 16 und in <1 % am
Codon 13 (Cox et al., 2014). Diese Codons kodieren fiir den Teil der katalytischen Doméane des GTPase-
Transduktorproteins KRAS. Die katalytische Domdne dephosphoryliert KRAS GTP zu inaktivem
KRAS GPD. Eine Alteration dieser GTPase fuhrt zu einer dauerhaften Phosphorylierung von KRAS (KRAS
GTP) und entsprechend zu einer dauerhaften Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege
RAF/MEK/ERK und RAL-GEF. Diese wiederum fiihren zu einer Gewebsproliferation (Stephen et al.,
2014). Eine onkogene KRAS-Mutation fiihrt zu der Entstehung einer PanIN-Grad-I-Lasion. Erst der sich
anschlieRende Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen (CDKN2A, TP53 und SMAD4) macht eine

Progression zu einem PDAC moglich (Aguirre et al., 2003).

Inaktivierung der Tumorsuppressorgene CDKN2A, TP53, SMAD4

CDKN2A codiert fiir die Proteine ARF/p14 und p16/INK4A. Letzteres hat in der Pathogenese des PDACs
einen gréReren Einfluss und wird daher nachfolgend vorgestellt. Es handelt sich bei p16/INK4A um
einen Inhibitor der Cyclin-abhdngigen Kinase CDK4, welche den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus
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blockiert (Sherr, 2001). Auf die Mutation des KRAS-Onkogens folgt in der Tumorgenese meist ein
Funktionsverlust von CDKNZ2A. Dieser Funktionsverlust ist elementar in der Entwicklung eines PDACs,
da sonst ein nicht alteriertes p16, auch bei Vorliegen einer KRAS-Mutation, den Zellzyklus stoppen
wirde (Maitra et al., 2003). Auf Grund dieses Zusammenspiels kommt ein Funktionsverlust von
CDKN2A beim PDAC mit 95 % ahnlich haufig vor wie eine onkogene KRAS-Mutation (Rozenblum et al.,
1997).

TP53 codiert fur den Transkriptionsfaktor p53, dieser induziert bei DNA-Schaden oder zellularem Stress
einen Zellzyklus-Arrest. Bei etwa 75% der PDACs wurde ein Funktionsverlust dieses Gens

nachgewiesen (Barton et al., 1991; Rozenblum et al., 1997).

Bei etwa 90 % der PDACs liegt ein Verlust der Heterogenitat in dem SMAD4-Gen vor, wahrend eine
homogene Inaktivierung nur in etwa 50 % der PDACs nachweislich auftritt. SMAD4 ist zentraler
Regulator des TGF-B-Signalweges, welcher als Tumorsuppressor und -promoter agiert (Hahn et al.,

1995).

Neben den zuvor angefiihrten Mutationen (KRAS, CDKN2A, TP53, SMADA4) treten im PDAC eine Reihe
weiterer variabler Mutationen auf. Diese beeinflussen vor allem die DNA-Reparatur, die Zellzyklus-

Regulation, den TGF-B-Signalweg und die Chromatinmodifikation (Lennon et al., 2014).

1.5 Diagnostik

Eine groRRe Herausforderung in der Detektion des Pankreaskarzinoms ist, dass lokal begrenzte Tumoren
meist keine Symptome hervorrufen. Deshalb werden etwa 85% der Tumoren erst im
fortgeschrittenen, nichtoperablen Stadium entdeckt (Keane et al., 2014). In fortgeschrittenen Stadien
ist das 5-Jahres-Uberleben gering (regional fortgeschritten: 14,7 %, metastatisch: 3,1 %) (Keane et al.,

2014).

Wenn der Tumor allerdings frith entdeckt wurde und lokal begrenzt war, lag das relative 5-Jahres-
Uberleben in den USA, laut der Uberlebensanalyse ,,Surveillance, Epidemiology, and End Results“ des
National Cancer Instituts, zwischen 2013 und 2019 bei 44,3 % (National Cancer Institute, 2022) (Die
Daten wurden am 08.05.2023 abgerufen). Der Weiterentwicklung der Friiherkennung kommt damit

eine tragende Rolle in der klinischen Forschung zu.

Zu den ersten Symptomen der fortgeschrittenen Erkrankung zdhlen Oberbauchschmerzen,
Riickenschmerzen, der schmerzlose lkterus sowie Gewichtsverlust. Friihe Stadien der Erkrankung
werden meist als Zufallsbefund entdeckt. Bei Verdacht auf ein Pankreaskarzinom kommen

unterschiedliche diagnostische Verfahren zum Einsatz. Zuerst wird ein Staging mittels Kontrastmittel-
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unterstitzter Computertomografie (CT) durchgefiihrt. Die Sensitivitdt bei Tumoren mit einer GréRe
von < 2 cm liegt allerdings nur bei 65 % (Chang et al., 2017). Die Diagnostik kann bei Bedarf mittels
Magnetresonanztomografie bzw. Magnetresonanz-Cholangiopankreatikografie, Osophagogastro-
duodenoskopie und Positronenemissionstomografie in Kombination mit der Computertomographie
komplementiert werden. Die Diagnose kann mittels endosonografisch gestiitzter Feinnadelaspiration
oder diagnostischer Laparoskopie histologisch gesichert werden (Seufferlein et al., 2022). Die
Tumormarker CEA und CA19-9 sind meist nur bei fortgeschrittener Erkrankung nachzuweisen

(Seufferlein et al., 2022).

1.6 Therapie

Die Grundsaulen der Therapie des PDACs stellen die Operation und die Chemotherapie dar. Abbildung
2 illustriert die klinische Einteilung der Stadien mittels Bildgebung, von der das therapeutische

Vorgehen abhingig ist. Diese Einteilung ist eng mit einer Prognose fiir das Uberleben verbunden.

Inzidenz 20% 5-10% 20% 50-60%
tumorbedingte keine/geringe moderate ausgepragte

Veneninfiltration| tumorbedingte tumorbedingte tumorbedingte metastasiert
Metastasen Veneninfiltration Veneninfiltration Veneninfiltration

Resektabilitat resektabel borderline irresektabel keine Resektion
erreichbarer R-Status RO R1 wahrscheinlich R2 wahrscheinlich R2

Rolle primarer OP qut suboptimal kein Benefit kein Benefit
Uberleben 20-24 Monate abhangig von 9-15 Monate 6-12 Monate

Resektabilitat

Abbildung 2: Stadieneinteilung des PDACs (cT1—-cT4) anhand der Bildgebung und Prognose

Anmerkung. Ubernommen von Belyaev and Uhl (2019). Vena mesenterica superior (V), Arteria mesenterica superior (A), und Tumor (T).

Die Entscheidung welche Therapie gewahlt wird hangt neben dem Tumorstadium (s. Abbildung 2) auch
von der physischen Verfassung der Patientin oder des Patienten ab. Letztere wird mittels des Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) Performance-Status objektiviert. Das Zusammenspiel von
chirurgischer und medikamentdser Therapie, abhangig von Tumorstadium und ECOG Performance-

Status, folgt einem Behandlungsalgorithmus, wie er in Abbildung 3 dargestellt ist.
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Abbildung 3: Behandlungsalgorithmus des PDACs

Anmerkung. Ubernommen von Neoptolemos et al. (2018). Der Behandlungsalgorithmus ist abhingig von dem Tumorstadium und dem
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Performance-Status.

1.6.1 Chirurgie

Trotz massiver Bemihungen in der Entwicklung neuer medikamentdser Therapien, stellt die radikale
operative Resektion bis heute die einzige Chance auf Heilung dar (Wei & Hackert, 2021). Allerdings ist
der Tumor zum Zeitpunkt der Diagnose lediglich bei etwa 20 % der Patientinnen und Patienten
resektabel (Kleeff et al., 2016). Verbesserungen in der chirurgischen Therapie des PDACs sind vor allem
der Einflihrung neuer operativen Herangehensweisen zuzuschreiben, wie Artery First Approach,
Uncinate Process First, Triangle Operation und weiteren (Wei & Hackert, 2021). Durch die Einfihrung
einer adjuvanten Chemotherapie nach erfolgter Priméarresektion konnte das Uberleben von
30 Monaten auf 54 Monate und das 5-Jahres-Uberleben auf etwa 30 % gesteigert werden (Conroy et
al., 2018; Neoptolemos et al., 2012). Somit ist eine adjuvante Chemotherapie, auch nach erfolgreicher

RO-Resektion, zwingend notwendig.
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1.6.2 Chemotherapie

Die Chemotherapie wird in der Behandlung des PDACs unter anderem als neoadjuvante Therapie
eingesetzt, um bei einem initial nicht operablen, lokal fortgeschrittenen Karzinom ein Downstaging zu
erreichen und den Tumor dann sekundar resezieren zu konnen. Weitaus haufiger wird die
Chemotherapie als adjuvante Therapie, also nach erfolgreicher Operation, eingesetzt. Bei
fortgeschrittenen Befunden, bei denen zum Zeitpunkt der Diagnose schon Metastasen vorliegen, wird
eine palliative Chemotherapie angestrebt (Erstlinientherapie). Sollten sich im Verlauf nicht
beherrschbare Nebenwirkungen einstellen oder der Tumor auf die Behandlung nicht ansprechen, wird

auf die so genannte Zweitlinientherapie ausgewichen.

In der S3-Leitlinie (Seufferlein et al., 2022) werden aktuell unter anderem folgende medikamentdse
Therapieoptionen fiir das PDAC aufgefiihrt: Gemcitabin-Monotherapie, Gemcitabin und Paclitaxel,
Gemcitabin und Erlotinib sowie FOLFIRINOX. Nachfolgend werden die Wirkmechanismen der
Substanzen sowie klinische Studien, welche maRgeblich zur Implementierung dieser Therapieregime
in die Leitlinie beitrugen, vorgestellt. Die in vitro-Chemosensitivitatstestung, die in dieser Arbeit an den
funf Zelllinien durchgefiihrt wurde, sollte evaluieren, ob sich die Wirkung der etablierten

Chemotherapie-Regime auf die MPC-Zelllinie von der Wirkung auf Normaltyp-Zelllinien unterschied.

Gemcitabin-basierte Therapien

Die Gemcitabin-Monotherapie ist, seitdem Burris et al. (1997) beweisen konnten, dass Gemcitabin der
bis dahin etablierten 5-Fluorouracil (5-FU) Monotherapie in der Behandlung des PDACs Uiberlegen war,
die Standardtherapie des PDACs. Gemcitabin (2’,2'-Difluordesoxycytidin, dFdC) ist ein Cytidinanalogon
und Prodrug, welches intrazelluldr zu den zytotoxischen Metaboliten Gemcitabin-Diphosphat und -
Triphosphat phosphoryliert (dFdCTP) wird (Heinemann et al., 1988). Die zytostatische Wirkung beruht
vor allem auf der Hemmung der DNA-Synthese. Dabei wird einerseits die DNA-Polymerase von dFdCTP
gehemmt und andererseits wird dFdCTP anstelle des Nukleosides Cytidin in die DNA eingebaut, was
die Replikation unmittelbar beendet (Heinemann et al.,, 1988). Dadurch, dass dFdCTP nun das
terminale Ende des DNA-Stranges bildet, kann dieser Replikationsfehler nicht durch die DNA-
Reparaturenzyme erkannt werden (Gandhi et al., 1996). Zu den Nebenwirkungen gehoren unter
anderem Haarausfall, Nausea, Emesis, Mukositis, Myelosuppression, Niereninsuffizienz und

Neuropathien (Ciccolini et al., 2016).
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Gemcitabin und nab-Paclitaxel (Gem-Pac)

Um die Effektivitat der Gemcitabin-Monotherapie zu steigern, wurden Gemcitabin-basierte
Kombinationstherapien entwickelt, unter anderem Gemcitabin in Kombination mit nano albumin
bound Paclitaxel (nab-Paclitaxel). Paclitaxel gehort zur Gruppe der Taxane. Es bindet wahrend der
Mitose an das Beta-Tubulin und verhindert den Abbau der Mikrotubuli (Schiff & Horwitz, 1980).
Paclitaxel wird in der pharmakokinetisch glinstigeren Form des nab-Paclitaxel eingesetzt. Es hat unter
anderem den Vorteil, dass es eine bessere Loslichkeit besitzt. Dadurch werden hohere
Konzentrationen im Tumorgewebe erreicht (Desai et al., 2006). Die Nebenwirkungen sind vergleichbar
zu denen von Gemcitabin, abgesehen von der Niereninsuffizienz welche nicht durch nab-Paclitaxel

bedingt wird (Yardley, 2013).

Die APACT-Studie (Tempero et al.,, 2022) verglich die Gemcitabin-Monotherapie mit der
Kombinationstherapie GemPac. Es wurden 866 Patientinnen und Patienten, die zuvor primar reseziert
wurden (RO oder R1), entweder mit nab-Paclitaxel oder der Gemcitabin-Monotherapie adjuvant
behandelt. Das Kombinationsregime erzielte ein signifikant hoheres medianes Gesamtiiberleben von

41,8 Monaten im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit 37,7 Monaten.

Gemcitabin und Erlotinib (Gem-Erlo)

Ein groBer Fortschritt in der Onkologie des letzten Jahrzehntes ist die Entwicklung sogenannter
gezielter Therapien (targeted therapies) und deren Implementierung in die Patientenversorgung.
Deren Vorteil ist, dass sie bedeutend weniger Nebenwirkungen als klassische Chemotherapeutika
hervorrufen, dadurch besser vertraglich sind und eine héhere Lebensqualitdt fir die Betroffenen
bedeuten. Beim PDAC scheiterten allerdings zielgerichtete Medikamente wie Cetuximab,
Bevacizumab, Sorafenib, Axitinib, Aflibercept, welche sich bei anderen soliden Tumoren als

Therapieoption etabliert haben (Lambert et al., 2017).

Die einzige gezielte Therapie, welche bisher beim PDAC in klinischen Studien ein langeres
Gesamtliiberleben erzielte, ist der EGFR (epidermal growth factor receptor) Inhibitor Erlotinib in
Kombination mit Gemcitabin (Seufferlein et al., 2022). In einer kanadischen Phase-IlI-Studie (Moore et
al., 2007) wurden 569 Patientinnen und Patienten mit nicht operablem PDAC entweder mit der
Kombinationstherapie GemErlo oder der Gemcitabin-Monotherapie als Erstlinientherapie behandelt.
Die Gruppe, welche die Kombinationstherapie erhielt, erreichte ein langeres Gesamtiiberleben (6,24
zu 5,91 Monaten). Die Starke des Erlotinib induzierten Hautausschlages korrelierte mit einem langeren

Gesamtliiberleben. Interessanterweise konnten Moore et al. (2007) keine statistisch signifikante

18



1. EINLEITUNG

Korrelation zwischen dem EGFR-Expressionsstatus des Tumors und dem Ansprechen auf die

Kombinationstherapie nachweisen.

Der epitheliale Wachstumsfaktorrezeptor EGFR ist beim PDAC in 30 bis 89 % der Falle Gberexprimiert
(Nedaeinia et al., 2014). Eine solche Uberexpression korreliert zwar mit einer hdheren Differenzierung

der Tumore, sie hat allerdings keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben (Grapa et al., 2019).

Erlotinib bindet als ein Tyrosinkinase-Inhibitor an die intrazellulare Kinasedomdne des
transmembranen Glykoproteins EGFR (Grunwald & Hidalgo, 2003). Die blockierte Signallibertragung
resultiert in einer Hemmung der nachgeschalteten Signalkaskaden, zu denen unter anderem
RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT und JAK/STAT gehoren, welche das Zellwachstum und die
Zellproliferation stimulieren (Ciardiello & Tortora, 2008). Die Blockade dieser Signalwege kann zu
einem Zellzyklus-Arrest flihren oder auch die Apoptose induzieren. Zu den Nebenwirkungen gehort
eine typische Hautreaktion, welche mit dem Ansprechen auf Erlotinib korreliert (Moore et al., 2007;

Zeng et al., 2018).

FOLFIRINOX

Einer der bedeutendsten Fortschritte in der Entwicklung neuer Chemotherapie-Regime der letzten
Jahre war die Entwicklung des FOLFIRINOX-Regimes (FOL: Folinsdure, F: 5-Flourouracil (5-FU), IRIN:
Irinotecan, OX: Oxaliplatin). Um die Toxizitdt des FOLFIRINOX-Regimes zu verringern, wird haufig eine
modifizierte Variante (mFOLFIRINOX) angewendet. Dabei wird entweder die Dosis von Irinotecan

verringert oder auf den 5-FU-Bolus verzichtet.

5-FU ist die Hauptkomponente des FOLFIRINOX-Regimes. Dessen zytotoxischer Effekt basiert auf zwei
Mechanismen. Einerseits bindet der aktive Metabolit 5-Fluor-dUMP an die Thymidylat-Synthetase,
was zu einer Hemmung der DNA-Synthese und dem Zelltod fihrt. Andererseits wirkt 5-FU als
Antimetabolit, dabei wird der phosphorylierte Metabolit 5-Fluor-UTP anstelle von der Pyrimidinbase
Uracil in die RNA eingebaut, welches zu Fehlern beim Ablesen der RNA fiihrt (Schilsky, 1998). Zu den
Nebenwirkungen zahlen Nausea, Emesis, Mukositis und Myelosuppression. Auch kénnen 5-FU-
Metabolite neuro- und kardiotoxisch wirken und mitunter einen koronaren Vasospasmus auslésen
(Sorrentino et al., 2012). Die Wirkung von 5-FU kann durch die Kombination mit Folinsdure verstarkt
werden, indem die Folinsdure die Thymidylat-Synthetase bindet und somit die Thymidylat-

Konzentration senkt (Zoetemelk et al., 2020).

Irinotecan oder auch CPT-11 ist ein Inhibitor der Topoisomerase-l und hemmt die DNA-Synthese. Es
kommt zu Doppelstrangbriichen, welche zu einem Abbruch der Replikation und zur Apoptose fiihren.

Zu den Nebenwirkungen zahlen unter anderem Haarausfall, Nausea, Emesis, Diarrhoen,
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Verstopfungen und Myelosuppression. Dosislimitierend sind vor allem die Neutropenie und schwere

Diarrhéen (Kciuk et al., 2020).

Bei Oxaliplatin handelt es sich um eine Platin-Verbindung, deren zytostatische Wirkung auf der Bildung
von DNA-Platin-Intratsrang-Addukten beruht. Werden diese nicht repariert, kommt es zu einer
Blockade der DNA-Replikation und Translation, sodass schlussendlich der programmierte Zelltod
eingeleitet wird (Seetharam et al., 2009). Zu den Nebenwirkungen zdhlen unter anderem Haarausfall,
Nausea, Emesis, Mukositis, Myelosuppression und die periphere sensorische Neuropathie (Misset,

1998).

Die ACCORD11/PRODIGE4-Studie (Conroy et al., 2011) verglich das FOLFIRINOX-Regime mit der bis
dahin etablierten Gemcitabin-Monotherapie bei 342 Patientinnen und Patienten im metastasierten
Stadium. Das Ergebnis war ein signifikant hoheres medianes Gesamtiberleben der FOLFIRINOX-
Gruppe (11,1 zu 6,4 Monaten). Die Im Jahr 2018 veroffentlichte PRODIGE 24/CCTG PA.6-Studie (Conroy
et al.,, 2018) zeigte, dass FOLFIRINOX der Gemcitabin-Monotherapie auch in der adjuvanten
Therapiesituation, bezogen auf das Gesamtiberleben, Uberlegen war. Die Studie schloss 493
Patientinnen und Patienten nach makroskopisch totaler Resektion ein. Es zeigte sich ein signifikant
hoheres medianes Gesamtiiberleben bei der mFOLFIRINOX-Gruppe mit 54,5 Monaten im Vergleich zu

der Kontrollgruppe mit 34,8 Monaten.

1.7 Chemoresistenz

Selbst im besten Falle (friihe Detektion des Tumors, Operation mit RO-Resektion und adjuvanter
Chemotherapie) sterben die meisten Patientinnen und Patienten an einem Lokalrezidiv (Labori et al.,
2016). Die Ursachen dieser schlechten therapeutische Ergebnisse liegen unter anderem in
unentdeckten Mikrometastasen und der Resistenz der PDAC-Zellen gegen die verwendeten

Chemotherapeutika (Zeng et al., 2019).

Die Chemoresistenz besteht nach Chand et al. (2016) aus einem extrinsischen Element, der Hypoxie
indizierten Chemoresistenz und einem intrinsischen Element, zu dem somatische Mutationen und die

posttranskriptionelle Genregulation zahlen.

Das desmoplastische Stroma komprimiert durch seine hohe Dichte Blutgefdlie, welche den Tumor
versorgen. Es dient als physikalische Barriere fir den Transport von Chemotherapeutika hin zu den
Tumorzellen (Feig et al., 2012). Dadurch entsteht ein hypoxisches Milieu mit geringem
Sauerstoffpartialdruck und niedriger Glukosekonzentration (Koong et al., 2000). Der sich daraus

ergebene Selektionsdruck fordert das Wachstum der am aggressivsten wachsenden Zellklone des
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Tumors (Anderson et al., 2006). Diese Tumorzellen zeigen darliber hinaus die hochste Resistenz

gegeniber Chemotherapeutika (Chand et al., 2016; Vineis et al., 2010).

Der Mechanismus der PDAC-Chemoresistenz durch somatische Mutationen ist noch weitestgehend
ungeklart (Chand et al., 2016). Es wird allerdings vermutet, dass durch die Konfrontation der Zellen mit
der Chemotherapie ein so starker Selektionsdruck entsteht, dass Pro-Uberlebens-Mutationen
erworben werden (Chand et al., 2016). Ein Beispiel daftir waren sekundar erworbene Mutationen als
Antwort auf die gezielte EGFR-Therapie mit Erlotinib, wie sie beim nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinom auftreten (Nurwidya et al., 2014).

Dariber hinaus gibt es komplexe Resistenzmechanismen gegen die jeweiligen Chemotherapeutika.
Initial sprechen die Tumoren zwar haufig auf die Behandlung an, liber die Zeit entwickeln sie allerdings
Resistenzmechanismen, in deren Folge es zur Rezidiven kommt (Zeng et al., 2019). Besonders haufig

ist dies bei Gemcitabin zu beobachten (Zeng et al., 2019).

1.8 Tumormodelle

Trotz groBer Fortschritte in der chirurgischen sowie medikamentésen Behandlung des PDACs ist die
Prognose weiterhin ausgesprochen schlecht (siehe oben). Die Patientinnen und Patienten erleiden
trotz Chemotherapie in den meisten Fallen einen Rickfall, haufig in der Form eines Lokalrezidivs
(Ratnayake et al., 2020). Auch konnten, trotz massiver Bemiihungen in der Grundlagenforschung des
PDACs, bisher viel zu selten praklinische Forschungsergebnisse, wie beispielsweise neue gezielte
Tumortherapien, erfolgreich in die Patientenversorgung implementiert werden (Logsdon et al., 2015).
Denn wihrend beispielsweise gezielte Tumortherapien bei anderen Tumorentitidten das Uberleben
maRgeblich verbessern konnten (Kornek & Selzer, 2009), ist ein solcher Durchbruch beim PDAC nicht

zu beobachten (Di Federico et al., 2022).

Wenn allerdings das Patientenkollektiv sorgfaltig ausgewahlt wird, kdnnen diese neuartigen
Therapieansdtze beim PDAC moglicherweise doch erfolgreich eingesetzt werden. Denn ein
vielversprechender Ansatz besteht darin, im Rahmen der Prazisionsonkologie ausgewahlten
Patientinnen und Patienten mit Tumoren, welche besondere Eigenschaften aufweisen, diese
innovativen Therapien zukommen zu lassen. Dies kénnte beispielsweise bei immunogenen Tumoren
oder solchen mit spezifischen Mutationen der Fall sein. Solche Eigenschaften sind beim PDAC die
Ausnahme und kénnen haufig nur bei bestimmten histologischen Subtypen, wie dem MPC, gefunden
werden. Praklinische Modelle des MPCs werden daher benétigt, um die Effektivitdt dieser modernen
Therapien zu untersuchen und auch um die Wirksamkeit herkdmmlicher Chemotherapie-Regime zu

evaluieren. Die Entwicklung des ersten MPC-Tumormodells in Form einer 2D-Zelllinie stellt einen
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bedeutenden ersten Schritt dar, um zumindest einem Teil der PDAC-Betroffenen innovative

Therapieoptionen zu bieten und moglicherweise eine verbesserte Prognose zu erreichen.

2D-Zelllinien

Die erste Zelllinie wurde 1951 aus einem Cervixkarzinom entwickelt, wahrend hingegen die erste
PDAC-Zelllinie erst ein Jahrzehnt spéater etabliert werden konnte (Dobrynin, 1963). 2D-Zelllinien
wachsen als homogener Monolayer auf dem Boden von Kulturflaschen. Ein Vorteil dieses Tumormodell
ist, dass es kosteneffektiv und einfach zu handhaben ist. Dariiber hinaus eignen sich 2D-Zelllinien gut
flr Hochdurchsatzscreenings, sie sind genetisch modifizierbar und eignen sich fir Mechanismus-

orientierte Forschung (Yu et al., 2021).

Werden Zelllinien direkt aus dem Material des Primarius entwickelt, werden sie als primare Zelllinien
bezeichnet. Sekundare Zelllinien werden hingegen aus PDX-Modellen etabliert. Zur Generierung eines
PDX-Modells wird eine Probe des Primartumors der Patientin oder des Patienten in eine
immunsupprimierte Maus xenotransplantiert. Es wird zwischen orthotoper und subkutaner
Transplantation der Tumorprobe unterschieden. Der in der Maus gewachsene Tumor wird dann nach
dem Erreichen einer spezifischen Grofle wieder explantiert und kann in eine weitere Maus

transplantiert werden.

Typisch fiir die Morphologie von PDAC-Zelllinien ist, dass sie meistens aus epithelartig Zellen bestehen.
Ein paar wenige Zelllinien weisen allerdings eine Mischung aus epithelartigen und spindelférmigen

Tumorzellen auf (z.B. MIA PaCa-2, PK-59 und PK-45P) (Shichi et al., 2022).

In der Wissenschaft sind aktuell etwa 15 PDAC-Zelllinien weit verbreitet (Riickert et al., 2012). Viele
dieser Zelllinien wurden dabei aus Metastasen oder besonders schnell wachsenden Tumoren etabliert
(z.B.: AsPC-1, Capan-2, BxPC-3) (Dennaoui et al., 2021). Langsam wachsende Varianten sind demnach
unterreprasentiert. Das PDAC besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen und Zellklone.
Wird aus einem solchen heterogenen Tumor eine Zellkultur etabliert, setzt sich in der Regel eine
Subpopulation schnell wachsender Klone durch. Das ist wahrscheinlich einer der Griinde, weshalb es
zu Abweichungen im Mutationsrepertoire zwischen dem eigentlich Tumor und der daraus etablierten
Zelllinie kommt (Gillet et al., 2013). Hinzu kommt, dass an Zelllinien entwickelte therapeutische
Ansatze sich auf lediglich einen der vielen Zellklone fokussieren und einen GroRteil der heterogenen
Tumormasse nicht beriicksichtigen (Masters, 2000). Dartiber hinaus haben an Zelllinien durchgefiihrte
Chemosensitivitat-Screenings nur eine inkonsistente Vorhersagekraft fiir das Ansprechen des Tumors
auf die Chemotherapie (Voskoglou-Nomikos et al., 2003). Die langen Kulturzeiten der permanenten

Zelllinien sowie das haufige Passagieren flihren dabei zu einem genetischen Drift (Kato et al., 1999;
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McQueen et al., 1991). Dieser ist durch die genetische Instabilitat von Tumor-Zelllinien bedingt, welche
die Reproduzierbarkeit von Zellkultur-Experimenten beeintrachtigen kann (Quevedo et al., 2020).
Trotz der Limitationen dieses Modells gibt es einen Bedarf an neu etablierten, genetisch diversen
Zelllinien, welche direkt basierend auf dem Primartumor der Patientin oder des Patienten etabliert

werden sollten.

Ausgewadhlte Oberflaichenmarker von PDAC-Zelllinien

PDAC-Zelllinien exprimieren eine Vielzahl von Oberflachenproteinen, welche die Eigenschaften der
Zellen mitbestimmen. Im Rahmen einer umfassenden Charakterisierung koénnen diese

durchflusszytometrisch detektiert werden.

Bei dem programmed death-ligand 1 (PD-L1) handelt es sich um den Liganden des programmed cell
death-protein 1 (PD-1). Ist PD-L1 auf Tumorzellen Gberexprimiert, kommt es zu einer Bindung von PD-
L1 mit dem auf den T-Zellen exprimierten PD-1, welches in der Folge unter anderem zu einer Hemmung
der T-Zell-Proliferation und damit zur Immunevasion fiihrt. Therapeutisch kann PD-1 durch
Checkpoint-Inhibitoren, wie zum Beispiel den Antikérper (AK) Pembrolizumab, gehemmt werden (Han

et al., 2020).

Bei CD326 (EpCAM) handelt es sich um ein epitheliales Zelladhasionsmolekiil, welches als dominantes
Oberflachenantigen auf CRC-Zellen bekannt ist. Im gesunden Pankreasgewebe kommt es ebenfalls vor
und wird im PDAC Uberexprimiert (Patriarca et al., 2012). Bei CD66 oder CEA handelt es sich um einen

Tumormarker, der auch klinisch Verwendung findet (Beauchemin & Arabzadeh, 2013).

Der major histocompatibility complex 1 (MHC-1) oder auch humanes Leukozytenantigen 1 prasentiert
zelleigene Peptide, die beim Proteinabbau in der Zelle entstehen, unter anderem den CD8+ T-
Lymphozyten. Bei Pankreaskarzinomen kann es zu der selektiven Autophagie von MHC-1 kommen,
welches dann einen Mechanismus der Immunevasion darstellt (Yamamoto et al., 2020) sowie einen

Mechanismus der Resistenz gegeniber anti-PD-1-Therapie (Sade-Feldman et al., 2017).

MHC-2 findet sich auf antigenprdsentierenden Zellen und prasentiert den CD4+ T-Lymphozyten
Protein- und Peptidfragmente. Die Expression von MHC-2 auf Tumorzellen geht mit einer erhéhten
intratumoralen Entziindungsreaktion einher (Gaida et al., 2012) und kann dariber hinaus auch fiir

Neoantigen-basierte Immuntherapien genutzt werden (Baleeiro et al., 2022).
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1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Trotz massiver Bemiihungen in der Grundlagenforschung des PDACs gelingt es bisher kaum
praklinische Forschungsergebnisse erfolgreich in die Patientenversorgung zu implementieren. Daher

werden dringend neue Tumormodelle benétigt, welche die Heterogenitat des PDACs abbilden.

Mit den bisher etablierten Therapieoptionen wurden in den letzten Jahren kaum Fortschritte in der
Verbesserung des Uberlebens beim PDAC erreicht. Aktuell wird die Onkologie vor allem im Bereich der
sogenannten personalisierten Onkologie weiterentwickelt. Diese zielt unter anderem darauf ab,
seltene Subtypen und spezielle Mutationen zu identifizieren und die jeweiligen Patientinnen und
Patienten mit individuellen Behandlungsansatzen zu therapieren. So kdnnte zumindest fir den kleinen
Teil von seltenen PDAC-Fallen ein besseres Gesamtiiberleben erreicht werden. Fiir die Entwicklung
dieser zielgerichteten Therapien sind entsprechende praklinische Modelle notwendig. Fiir das seltene

MPC gab es bis jetzt kein solches Modell.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von finf Zelllinien aus gesammelten Tumorproben der
BioBank Rostock einschliefRlich eines MPCs. Im Fokus sollte dabei der Vergleich der MPC-Zelllinie
HROP68Tu2 zu vier Normaltyp-PDAC-Zelllinien stehen, um etwaige Unterschiede aufzuzeigen. Daflir
wurden einerseits grundlegende Eigenschaften wie Verdopplungszeiten und Migrationsverhalten
untersucht, aber auch die Expression einer groRen Anzahl an Oberflichenantigenen, zu denen
Tumormarker, Proteine flir die Zell-Zell-Interaktion, Chemoresistenz sowie Immunogenitdt und
Immunsuppression gehorten. Anschliefend wurde das Ansprechen der MPC-Zelllinie HROP68Tu2 auf
klinisch etablierte Therapieregime (FOLFIRINOX, Gemcitabin-Monotherapie, GemPac und GemErlo)
untersucht und mit dem der Normaltyp-PDAC-Zelllinien verglichen. Abgerundet wurde die
Charakterisierung durch eine Exom-Sequenzierung aller finf Falle und einer Analyse der

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) von HROP6S.

Mit dem ersten MPC-Modell kénnen nun die Eigenschaften dieses Tumor mit denen des PDACs besser
verglichen werden und erste praklinische Rickschliisse auf das Therapieansprechen gewonnen
werden. Perspektivisch kann die Charakterisierung als Grundlage weiterer Forschungsbemihungen
dienen und dazu beitragen, neue Therapieansatze fiir das seltene MPC zu entwickeln und womaglich

ein langeres Uberleben der Erkrankten zu erzielen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Produktbezeichnung

Hersteller

6-Well-Platte, steril, mit Deckel

TC-Platte 96 Well, Standard, F

Microplate, 96 well, PS, U-Bottom, clear

24-well-plate, flat bottom, polystyrene, 1,86 cm?, steril
TC-Flasche, Stand., Vent. Cap (T25, T75, T175)

Rohre (15 ml, 50 ml) PP

Sarstedt Serological Pipette (2ml, 5ml, 10ml)

Pasteur Pipettes, glass unplugged

Pipettenspitzen farblos (10ul, 20pl, 200ul, 1000pl)
5000ul Glison-Type Graduated Macro Tip

TipOne Repeat Dispenserpipettenspitzen (steril) (2,5 ml,
5ml)

ReaktionsgefaR 1,5 ml

ReaktionsgefaR braun (0,5ml, 1,5ml)

CryoPure GefaR 1,6ml, weil

Deckglaser

Réhre, 5ml, 75 x 12 mm

Réhrchen, 1,3ml, PP, 8,5/44 mm, runder Boden
Deep Well Plate

96-Well-Multiply Half-Skirt
96-Well-PCR-Platte(n)

2ml Tubes mit Teflonkiigelchen

1,5ml SafeSeal Micro Tubes (DNase; RNase frei)
PerfectBind® DNA Column

8ter PCR stripes

Collection Tubes

Sarstedt (Nlimbrecht, DE)

Sarstedt

Greiner Bio-one (Kremsminster, AT)
TPP (Trasadingen, CH)

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific

Sarstedt

Starlabgroup (Hamburg, DE)

Starlabgroup

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific

Sarstedt

Greiner Bio-one

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Peglab Biotechnologie (Erlangen, DE)
Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, DE)
Sarstedt
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Tabelle 3: Geridite

2. MATERIAL UND METHODEN

Gerate

Hersteller

CO,-Brutschrank
Sicherheitswerkbank S@FEFLO 1.2
Sicherheitswerkbank MSC 1.2
Mikroskop Primovert
Mikroskopkamera Axiocam 105 color
Mikroskop CKX41

Heizplatte

Wasserbad WNE 7

Zentrifuge ROTINA 420R

Zentrifuge MIKRO 200

Cryo 1 °C Freezing Container

Kahlschrank (4 °C, —20 °C, —-80 °C)
PIPETBOY acu 2 Integra
Vakuumpumpe VACUSAFE
Neubauer-Zahlkammer
Pipetman-Pipetten

Research® plus Pipetten
Research® plus Mehrkanalpipetten
HandyStep

HandyStepS

VORTEX GENIE 2

ROCKER 3D digital Shaker

FACS Calibur™
Gelelektrophoresekammer Biometra
Magnetrihrer IKA RH basic 2
KERN EW150-3M

PH-Meter wtw inolLab pH 720
PCR UV /HEPA Cabinet
Heizblock HBT-1-131

MyCycler™ thermal cycler
BIO-PRINT ST4

Tecan Infinite 200 Pro

CTL ImmunoSpot S5 UV Analyzer
Homogenisator Precellys®
ThermoMixer

Gelelektrophorese
NanoDrop1000

Bio-Print St4

3500 Analyzer

Memmert (Schwabach, DE)
BIO AIR (Pero, IT)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Carl Zeiss (Oberkochen, DE)
Carl Zeiss

Olympus (Tokio, JP)
Gestigkeit (Diisseldorf, DE)
Memmert

Hettich (Tuttlingen, DE)
Hettich

Nalgene, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Liebherr (Bulle, CH)

INTEGRA (Biebertal, DE)

INTEGRA

Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen, DE)
Gilson (Middleton, WI, USA)
Eppendorf (Hamburg, DE)
Eppendorf

BRAND (Wertheim, DE)

BRAND

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

IKA (Staufen, DE)
BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ, USA)
Analytik Jena (Jena, DE)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG (Staufen, DE)

Kern&Sohn (Balingen, DE)

Wtw (Weilheim, DE)

Analytik Jena GmbH (Jena, DE)
Haep Labor Consult (Bovenden, DE)
BIO RAD (Hercules, CA, USA)
VILBER LOURMAT (Collégien, FR)
Tecan Group AG (Méannedorf, CH)
ImmunoSpot (Cleveland, OH, USA)
Peglab Biotechnologie (Erlangen, DE)
Eppendorf

Analytik Jena GmbH

Peglab Biotechnologie

VILBER LOURMAT

Applied Biosystems (Darmstadt, DE)
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Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

2. MATERIAL UND METHODEN

Produktbezeichnung

Hersteller

Dulbecco's Phosphate-Buffered Solution (DPBS)
Medium DMEM/F12, w: L-Glutamine, w: 1,2g/L NaHCOs

L-Glutamine 200nM

Fetal Calf Serum (FCS)

Trypsin / EDTA, 0,05 % / 0,02 % in PBS
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Trypanblau

Kristallviolett

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Ethanol 96 Vol.% (vergallt)
Bacillol

Albumin Fraktion V, Protease frei
Natrium Chlorid (NaCl)

Kalium Chlorid (KCl)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NasHPO4 x 2H,0)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Natriumhydroxid (NaOH)

Proteinase K, (20mg/ml)

RNase A (20mg/ml)

100% EtOH, unvergallt

DEPC-Wasser

Agarose

Ethidiumbromid

100 bp — DNA Ladder
Bromophenolblau-Natriumsalz

10x Complete Buffer

dNTPs

DSF-Taq Polymerase
GeneScanTM-500 LIZTM Size Standard
Glycerin (50%)

Xylencyanol FF

GeneScanTM-500 LIZTM Size Standard
higly deionized formamide (HiDi)

PAN-Biotech (Aidenbach, DE)
PAN-Biotech

PAN-Biotech

PAN-Biotech

PAN-Biotech

AppliChem (Darmstadt, DE)
Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Carl Roth

Carl Roth

WALTER CMP (Kiel, DE)
Hartmann

Carl Roth

Carl Roth

Merck (Darmstadt, DE)
Merck

Merck

AppliChem

Bioron (Ludwigshafen, DE)
Roboklon (Berlin, DE)

Morphisto (Offenbach am Main, DE)

Carl Roth

Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA)

Sigma-Aldrich

Applied Biosystems
Applichem

Bioron

Promega (Madison, USA)

Bioron

Applied Biosystems (Darmstadt, DE)

Merck

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
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Tabelle 5: Ausgewdhlte Ansdtze fiir die DNA-Isolation und PCR

Ansatz Komponenten Volumen [pl]
TE-Puffer Tris-HCL pH 8,0 (10 mM) 0,6
EDTA (1mM) 6.000
DNA-Lysemix DNA-Lyse Puffer-T 400
Proteinkinase K 20
RNase A 15
PCR-Mastermix 10xPCR-Puffer 2,5
dNTP's (10 mM) 0,5
forward Primer (10 pMol/pl) 0,5
reverse Primer (10 pMol/pul) 0,5
Taq Polymerase 0,2
destilliertes Wasser 150,4
PCR-Mix (pro Reaktion 11,5 pl) gDNA 1
10xPCR-Puffer complete 1,35
dNTP-Mix 0,25
Primer-Mix 2,0
DSF-Taq Polymerase 0,1
DEPC-Wasser 7,9

Tabelle 6: Medikamente

Wirkstoff Konzentration [mM] Molekulargewicht [g/mol]
Folinsaure 21,12 473,33
Fluorouracil 385 130,08
Irinotecan 34,09 586,68
Oxaliplatin 12,58 397,28
Gemcitabin 263,2 263,20
Paclitaxel 7,027 853,90
Erlotinib 20 393,44

Anmerkung. Alle Wirkstoffe wurden von der Apotheke der Universitatsmedizin Rostock bezogen.

Tabelle 7: Kits

Kit

Hersteller

PlasmoTest™-Mycoplasma Detection Kit

Safety Line , Tissue DNA KITs*

InvivoGen (San Diego, CA, USA)
peglLab
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Tabelle 8: Antikérper fiir die Durchflusszytometrie

2. MATERIAL UND METHODEN

Ansatz  AK Spezies Isotyp Clone Label  Hersteller
2 Anti-Human Maus lgGl  PPV-06 FITC lg?;;‘:;f:'sm
Anti-Human Maus 1gG1 PPV-06 PE Immunotools
4 Anti-Human Maus 1gG1 PPV-06 APC Immunotools
Dako, Agilent
5 Anti-Maus Kaninchen IgG Poli-klonal ~ FITC Technologies (Santa
Clara, CA, USA)
6 Anti-Human Ziege lgG  Poli-klonal  FITC $§tz‘g ;;v'ontgomery'
7,12 CD66adecb, CEA Maus 1gG1 6G5j FITC Immunotools
8 CD13, AP-N Maus 1gG1 WM15 PE Immunotools
9 CD227, MUC-1 Maus lgG1  MOPC21  APC Ezlzﬁ;d (San Diego,
10 CD54, ICAM1 Maus IgG2b  1H4 FITC Immunotools
CD15 Maus IgM MEM-158 PE Immunotools
MHC | Maus IgG2a W6/32 APC Immunotools
11 CD86, B7-2 Maus 1gG1 BU63 FITC Immunotools
CD80, B7-1 Maus C3H 2010 PE iﬁ;"r:';f?::er
CD29 Maus 1gG1 MEM-101A APC Immunotools
12 CD71, TFR Maus 1gG1 MEM-75 APC Immunotools
13 CD326, EpCAM Maus na.  HEA-125  PE gﬂlggebr;ycirf,'\gi')mhen'
14 CD58, LFA 1l Maus 1gG1 MEM-63 PE Immunotools
CD152, CTLA4 Maus 1gG1 L3D10 APC Biolegend
15 CD95, FasR Maus 1gG1 LT95 FITC Immunotools
CD178, FasL Maus IgGl  NOK-1 PE iﬁ::r:';f?::er
16 CD90 Maus lgG1  AS02 prc  Dianova, Biozol
(Eching, DE)
MHC I Maus IlgG2a LT-DR PE Immunotools
17 CD26, DPP4 Maus IgGl  2A6 PE 'eI'EIeor:ffT::er
CD40, TNFRSF Maus 1gG1 H140a APC Immunotools
18 MSLN Maus lgG2b  A15125D - Biolegend
19 PD-1 (Pembrolizumab) Human - Zentralapotheke UMR
20 PDL1 (Atezolizumab) Human - Zentralapotheke UMR
21 HER1, EGFR (Cetuximab) Human - Zentralapotheke UMR
22 HER2 (Trastuzumab) Human - Zentralapotheke UMR
Santa Cruz
23 RP215 Maus - Biotechnologies

(Dallas, TX, USA)

Anmerkung. Ansatz 2 bis 4: Isotypkontrollen fir die Durchflusszytometrie, Ansatz 5 und 6: Sekundarantikorper fir die
Durchflusszytometrie, Ansatz 7 bis 23: spezifische Antikorper fir die Durchflusszytometrie.
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Tabelle 9: Primer fiir humanspezifische Cytochrom B PCR und STR Multiplex PCR

Experiment Staining Locus Primer  Sequenz
HCytB PCR - Cyt_b For. TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATTA
- Rev. ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG
STRMp. PCR  FAM™ VWA For. Z’_I-_FGa_;r}-GCC CTA GTG GAT GAT AAG AAT AAT CAG TAT
Rev. 5’-GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA TGG-3’
THO1 For. 5’-Fam-ATT CAA AGG GTA TCT GGG CTC TGG-3’
Rev. 5’-GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT-3’
TPOX For. 5-Fam-ACT GGC ACA GAA CAG GCA CTT AGG-3*
Rev. 5’-GGA GGA ACT GGG AAC CAC ACA GGT TA-3’
CSF1PO For. 5’-Fam-AAC CTG AGT CTG CCA AGG ACT AGC-3’
Rev. 5’-TTC CAC ACA CCA CTG GCCATCTTC- 3’
HEX™ D5S818 For. 5-Hex-GGT GAT TTT CCT CTT TGG TAT CC-3’
Rev. 5’-AGC CAC AGT TTA CAA CAT TTG TAT CT-3’
D7S820 For. 5’-Hex-ATG TTG GTC AGG CTG ACT ATG- 3’
Rev. 5’-GAT TCC ACATTT ATC CTC ATT GAC- 3’
D16S539  For. 5’-Hex-GGG GGT CTA AGA GCT TGT AAA AAG-3’
Rev. 5-GTT TGT GTG TGC ATC TGT AAG CAT GTATC- 3’
D13S317  For. 5’-Hex-ATT ACA GAA GTC TGG GAT GTG GAG GA- 3’
Rev. 5-GGC AGC CCA AAA AGA CAG A-3’
TAMRA™ D13S317  For. 5’-ACC TCA TCC TGG GCA CCCTGG TT- 3’
Rev. 5’-Fam-AGG CTT GAG GCC AAC CAT CAG-3’

Anmerkung. Humanes Cytochrom B (HCytB), Forward (For.), Reverse (Rev.), Short Tandem Repeat Multiplex PCR (STR Mp. PCR), FAM™
(494nm) blau, HEX™ (535nm) griin, TAMRA™ (560nm) rot. Alle Primer wurden von Metabion (Martinsried, DE) bezogen.

Tabelle 10: Software und Programme

Software

Firma

Microsoft Excel 2022
Graph Pad Prism 5.02
ZEN core 3.0

IBM SPSS Statistics 25
FCSalyser 0.9.21 — alpha
Bio-Print St4

Intas Capture

GeneMapper Software

Microsoft (Redmond, WA, USA)
Dotmatics (Boston, Massachusetts, USA)

Zeiss

IBM (Armonk, NY, USA)
Sven Mostbock, Vienna, A; https://sourceforge.net/projects/fcsalyzer/

Vilber Lourmat

Intas Science Imaging Instruments GmbH (Gottingen, DE)

Thermo Fisher Scientific
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2.2 Methoden

2.2.1 Probenaufbereitung und Etablieren von Zelllinien

Die Tumorproben, aus welchen die Zelllinien etabliert wurden, bilden die Grundlage dieser
wissenschaftlichen Arbeit. Diese Proben wurden in der Klinik flr Allgemein-, Viszeral-, Thorax-, Gefal3-
und Transplantationschirurgie der Universitatsmedizin Rostock im Rahmen des Projektes: , BioBank
Rostock” gewonnen (Birtin et al., 2021). Das Sammeln der Proben und die Verwendung des humanen
Materials in Experimenten wurden durch die Ethikkommission der Universitatsmedizin Rostock
genehmigt (A 2018-0054). Nach schriftlicher Zustimmung wurden Patientinnen und Patienten in das
Projekt aufgenommen. Im Anschluss an die Operation erfolgte die Probenaufarbeitung, die Integration
in die Biobank und das Anlegen von primaren und sekundaren Zellkulturen durch die Mitarbeiterinnen
und Mitarbeiter der AG Molekulare Onkologie und Immuntherapie (MOI). Die Pseudonymisierung der
Patientinnen und Patienten und der zugehorigen Proben erfolgte wie in Tabelle 11 und Tabelle 12

beschrieben.

Tabelle 11: Definition der Fall-ID und Proben-ID

Proben-ID
Fall-ID
Prafix Entitat Konsekutive Patienten Nummer (X) Spezifikation und Nummer (X)
TuX
HRO P X
MetX

Anmerkung. Hansestadt Rostock (HRO), Pankreas (P), Tumor (Tu), Metastase (Met). Beispiel: HROP68Tu2: Hansestadt Rostock (HRO),
Pankreas (P), Fallnummer (68), Rezidiv (Tu2).

Tabelle 12: Definition der PDX-ID

PDX-ID
N, Lagerung Maus Passage Maus Nummer
Fall ID f X MX

Anmerkung. Patient derived xenograft (PDX), PDX generiert aus vital gefrorener primarer Tumorprobe (f), Maus Transfer (T), Maus
Nummer (M.) Beispiel: HROP40 T1 M2: Proben-ID (HROP40), PDX generiert aus frischer Tumorprobe, Maus Transfer 1 (T1), Maus
Nummer 2 (M2).

Aufbereitung des Resektats

Nach der Operation wurde das Resektat in das Institut fiir Pathologie verbracht. Durch eine Pathologin
oder einen Pathologen wurde ein Stlick aus dem Tumor entnommen, welches fir die
histopathologische Untersuchung irrelevant war. Im Zellkulturlabor wurde die Probe in einer

Petrischale in circa 30 mm? groRe Wiirfel geschnitten. Diese wurden vital (Fetal Calf Serum; FCS + 10 %
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Dimethylsulfoxid; DMSO und ) und nicht vital (gefrorene Zellpellets) in fliissigem Stickstoff (N2) bei —
176 °C gelagert. Neben dem Tumormaterial wurden auch Blutproben sowie gesundes Gewebe in die
BioBank integriert. Die Aufbereitung des Resektats erfolgte durch die Mitarbeiterinnen und

Mitarbeiter der AG MOI.

Anlegen von primdren Zellkulturen

Fiir das Anlegen von Primarzellkulturen aus dem Patientenmaterial wurden Zellen, die nach dem
Zerteilen des Tumors in der Petrischale verblieben, genutzt. Diese Zellsuspension wurde in eine
Kollagen-beschichtete 6-Well-Platte mit sechs unterschiedlichen Medien Uberfiihrt. Die Kultur der
Primarzellen erfolgte bei Standard-Kulturbedingungen im Brutschrank. Das Anlegen von primdren

Zellkulturen erfolgte durch die Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der AG MOI.

Anlegen von sekundaren Zellkulturen

Zur Expansion des Tumorgewebes und zu in vivo-Versuchen wurden im Rahmen des Projektes
,BioBank Rostock” sogenannte Patient-Derived Xenografts (PDX) angelegt. Wie von Biirtin et al. (2021)
beschrieben, erfolgte die Implantation von Tumorfragmenten entweder direkt oder nach
Kryokonservierung subkutan in die Flanken der Mause. Nach Erreichen einer ZielgréRe von 1.500 mm?3
wurden diese Tumoren chirurgisch entfernt, in Petrischalen zerkleinert und die Zellen vereinzelt. Das
Anlegen von Zellkulturen erfolgte wie zuvor beschrieben. In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden
PDX-Proben fir die Etablierung von sekundaren Zelllinien sowie Mutationsdaten von PDX-Material
verwendet. Die Tierexperimente wurden durch das Landesamt fiir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt (Registrierungsnummer:
LALLF M-V/ TSD/7221.3-1-007/19). Das Anlegen von PDX sowie den sekundaren Zellkulturen erfolgte
durch die Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der AG MOI.

Etablieren von Zelllinien

Die initiale Etablierung der Zelllinien erfolgte durch die Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der AG MOI.
Das Wachstum der Zellen in der 6-Well-Platte wurde regelmaBig unter dem inversen Mikroskop
beurteilt. Nach ein- bis dreimaligem Passagieren und dem Erstellen von kryokonservierten vitalen
Backups (s. 2.2.2) wurden die Zellen aus dem Well in eine T25-Kulturflasche tGberfiihrt. Nach weiterem
ein- bis dreimaligen Passagieren und Erstellen von Backups erfolgte die Umstellung auf

Standardmedium (5 %-iges Vollmedium; 5 % VM) (s. 2.2.2).
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2.2.2 Zellkultur

Steriles Arbeiten

Kontamination mit Mikroorganismen, vor allem mit Mykoplasmen, stellt in der Etablierung und bei der
Durchfiihrung von Zellkultur-Experimenten ein Problem dar. Zur Vermeidung von Kontaminationen
wurden die Zellkultur-Experimente stets steril unter einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die
Arbeitsflache wurde vor und nach jeder Nutzung mit Bacillol (Propan-1-ol, Propan-2-ol und Ethanol)

desinfiziert.

Kultivierung und Passagieren

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen T25, T75 und T175 mit Ventildeckel im CO,-
Brutschrank bei Standard-Kulturbedingungen von 5 % CO,, 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit. Die Zellen
wurden entweder in 5% VM oder 10 % VM (Vollmedium) kultiviert (s. Tabelle 14). Dafiir wurden 8 ml
L-Glutamin (200 mM), entweder 25 ml FCS (fiir 5 % VM) oder 50 ml FCS (fiir 10 % VM) zu einer Flasche
mit 500 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) Medium

hinzugegeben. Das Medium wurde bei 4 °C gelagert.

Das Medium wurde regelmaRig gewechselt. Dabei diente die Gelbfarbung des im Medium enthaltenen
Indikators Phenolrot und der Anteil apoptotischer Zellen im Uberstand als Orientierung. Das
Passagieren erfolgte bei 70 % Konfluenz im exponentiellen Wachstum. Zum Abldsen der adharent
wachsenden Zellen wurde zuerst das Medium mit der Pasteurpipette und der Vakuumpumpe
abgesaugt, mit Dulbecco's Phosphate-Buffered Solution (DPBS) gewaschen und anschlieBend
Trypsin/EDTA hinzugegeben. Nach 10-mintiger Inkubation auf der Heizplatte bei 37 °C wurden die
Zellen durch vorsichtiges Klopfen gegen die Kulturflaschen manuell abgeldst. Die Zellen wurden in das

Medium aufgenommen und in ein Zentrifugationsréhrchen tGberfihrt und gezahlt (siehe unten).

Aus dieser Suspension konnten nun Zellen fiir Experimente gewonnen werden und die Zellen in einem
bestimmten Split-Verhaltnis (z.B. 1:5) wieder in die Kulturflasche zurtickgegeben werden. Dabei wurde

das Trypsin/EDTA durch das FCS im Medium antagonisiert.

Bei jedem Passagieren erhoht sich die Passage um den Faktor eins. Um sicherzustellen, dass die
Zelllinien stabil laufen, wurden Experimente erst ab Passage 15 begonnen und lediglich bis Passage 45
durchgefiihrt. Alle Experimente wurden in unabhangigen Triplikaten, moglichst in einem Rahmen von

maximal zehn Passagen, durchgefiihrt, um so den Einfluss des genetischen Drifts zu minimieren.
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Bestimmung der Zellzahl

Das Zahlen der Zellen erfolge mit der Neubauer-Zahlkammer. Zur Unterscheidung vitaler und nicht
vitaler Zellen wurde eine Farbung mittels Trypanblau durchgefiihrt. Trypanblau dringt durch
geschadigte Zellmembranen von nicht vitalen Zellen und farbt diese blau. Zuerst wurde eine 0,4 %
Trypanblau-Lésung angesetzt. Zur Farbung wurde die Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit der 0,4 %
Trypanblau-Lésung versetzt. Es wurde der Mittelwert der Zellzahl der GroRquadrate (GQ) bestimmt.

Die Anzahl der Zellen pro ml (D) wurde mit folgender Formel berechnet.
D = Mittelwerte der GQ x 10* X DF

D Konzentration der Zellen pro ml
DF Dilution factor (Verdiinnungsfaktor) bei 1:1-Verdinnung = 2

Kryokonservierung und Auftauen

Um im Verlauf der Experimente auf niedrigere Passagen zurlickgreifen zu konnen, wurden die Zellen
kryokonserviert. Verwendet wurde dafiir 10 %iges DMSO-Medium (Einfriermedium, FM). Dieses
verhindert beim Einfrieren der Zellen die Bildung von Kristallen, welche die Zellen irreversibel

schadigen wirden.

Zur Kryokonservierung wurden 3x10° Zellen in ein Zentrifugationsréhrchen transferiert, fiir 7 min bei
286 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in 1,5 ml FM resuspendiert und in
CryoPure GefaR 1,6 ml tberfihrt. Diese wurden mit dem Cryo 1 °C Freezing Container um 1 °C pro
Minute auf —80 °C im Gefrierschrank heruntergekiihlt. Fiir die BioBank Rostock wurden Proben fiir die

Langzeitlagerung in den Stickstofftank liberfiihrt.

Das Auftauen der kryokonservierten Zellen erfolgte bei Raumtemperatur. Fiir das Auswaschen des im
FM enthaltenen zytotoxischen DMSO wurden die Zellen in 8,5 ml des entsprechenden Mediums
aufgenommen, fiir 7 min bei 286 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in
5 ml Medium aufgenommen und in eine T25-Kulturflasche Uberfiihrt. Am Folgetag wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt, um abgestorbene, nicht adharente Zellen zu entfernen und DMSO-

Riuckstande auszuwaschen.

Gefrorene Zellpellets fiir molekularbiologische Untersuchungen

Fir die Verwendung in molekularbiologischen Untersuchungen wurden 3 x10° Zellen in ein
Zentrifugationsréhrchen transferiert, fiir 7 min bei 286 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.

Zum Auswaschen der Mediumsreste wurde das Pellet in 1,5ml DPBS resuspendiert und in ein
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entsprechendes Reaktionsgefald Gberfiihrt. Dieses wurde erneut flir 7 min bei 286 g zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in fliissigen Stickstoff bei =196 °C eingefroren und bei —

80 °C gelagert.

2.2.3 Mykoplasmen-Nachweis

Mykoplasmen sind Bakterien, welche keine Zellwand besitzen und durch Membranporen in
Tumorzellen gelangen kdnnen. Diese Bakterien sind gegen eine Vielzahl von Antibiotika resistent. Im
Zellkulturlabor stellt die Kontamination mit Mykoplasmen ein haufiges Problem dar. Daher wurde

monatlich ein Test auf eine etwaige Mykoplasmen-Kontamination durchgefihrt.

Dafiir wurden zuerst 500 ul Medium aus den Kulturflaschen entnommen und in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Dieses Medium musste flir mindestens 96 h in der Kulturflasche inkubieren.
Die Probe wurde fiir 15 min bei 100 °C gekocht und dann bis zur Durchfiihrung des Tests bei 4 °C
gelagert. Fir den Mykoplasmen-Nachweis wurde das PlasmoTest™-Mycoplasma Detection-Kit
verwendet. HEK-Blue™-2 Zellen produzieren, wenn Mykoplasmen an ihren Toll-like Rezeptor 2 binden,
SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase). Dieses kann durch HEK-Blue™ Detection Medium

sichtbar gemacht werden, welches durch Kontakt mit SEAP eine blaue Farbe annimmt.

2.2.4 DNA-Isolation

Flr die Isolation von genomischer DNA (gDNA) wurden das Tissue DNA Kit (peqlab) und gefrorene
Zellpellets verwendet, welche wie in 2.2.2 beschrieben, hergestellt wurden. Als Vergleichsprobe wurde
Originaltumormaterial der Patientinnen und Patienten verwendet (max. 30 mg Gewebe). Aus vital
gefrorenen Proben wurde mit PBS das FM ausgewaschen. Die DNA-Isolation gliederte sich in funf

Schritte: Homogenisieren, Lyse, Laden und Binden, Waschen sowie Trocknen und Eluieren.

Flr die Lyse wurde die Probe in ein LysegefaR Gberfiihrt, mit 100 pl TE-Puffer (s. Tabelle 5) versetzt
und zweimal 20 s mit 10 s Pause bei 6.500 g mithilfe des Homogenisators Precellys homogenisiert. Der
Homogenisator wurde durch das Institut fiir Biochemie der Universitdtsmedizin Rostock bereitgestellt.
Anschliefend wurde die Probe mit 375 pl Lysemix versetzt, flir 60 min bei 60 °C in dem ThermoMixer

inkubiert und abschlieRend fiir 30 s bei 10.000 g zentrifugiert.

In Collection Tubes wurden 200 pl DNA Binding Puffer und 200 pl Uberstand der Lyse mit der Pipette
vermischt. Diese Losung wurde dann auf PerfectBind®-DNA Columns pipettiert, die Saule in die
Collection Tubes gesteckt und fir 2 min bei 10.000 g zentrifugiert. Die DNA befand sich jetzt in der

Sdulenmatrix. Der Sdulendurchfluss wurde verworfen.
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Die Saulenmatrix wurde zweimal gewaschen. Daflir wurden in die PerfectBind®-DNA Columns 650 pl
DNA-Wash-Puffer pro Perfect Bind Collum hinzugefiigt und fir 1 min bei 10.000 g zentrifugiert. Der
Saulendurchfluss wurde verworfen. AbschlieRend wurde die Saule in das geleerte 2 ml Collection Tube

gesteckt und fiir 2 min bei 10.000 g trocken zentrifugiert.

Zum Herauslosen der DNA aus der Saulenmatrix (eluieren) wurde die S&ule in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal Gberfihrt. Pro Reaktionsgefall wurden 75 pl Elution-Puffer (70 °C) auf die Sdulenmatrix
pipettiert, fir 3 min in der Waagerechten inkubiert und anschliefend fir 1 min bei 6.000 g
zentrifugiert. Das Eluieren wurde zweimal durchgefiihrt. Die Sdule wurde verworfen und die isolierte

DNA bei 4 °C gelagert.

Um die Qualitat der isolierten DNA und deren Konzentration zu bestimmen, wurde der Nanodrop1000
verwendet. Als Referenzprobe wurde Elution-Puffer verwendet. Die Messung wurde bei 260 nm, dem
Absorptionsmaximum der DNA, durchgefiihrt. DNA-Konzentrationen > 12,5 ng/pl wurden mit

Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser verdiinnt.

2.2.5 PCR-Nachweis des humanen Cytochrom-B

In Folge des Einbringens von humanem Tumormaterial in immunsupprimierte Mause kann es zu der
Ausbildung von Lymphomen kommen, diese kdnnen murinen Ursprungs sein oder EBV assoziiert sein
(Moyer et al., 2019; Zhang et al., 2015). Um nachzuweisen, dass der in der Maus passagierte Tumor
humanen Gewebes entsprach, wurde das humane Cytochrom-B-Gen mittels einer Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen. Auf Grund seiner speziesspezifischen Unterschiede kann dieses
Gen zum Nachweis des humanen Ursprunges einer Probe herangezogen werden (Matsuda et al.,

2005).

Fir die PCR wurde gDNA verwendet, welche wie in 2.2.4 beschrieben isoliert wurde. Zuerst wurde ein
2 %iges Agarosegel angefertigt. Daflir wurden 120 ml TRIS-EDTA-Acetat -Puffer (TEA-Puffer) und 2,4 g
Agarose gemischt. Die Losung wurde in der Mikrowelle bei 800 W gekocht, bis sich die Feststoffe
I6sten. AnschlieRend folgte die Zugabe von 6 pl Ethidiumbromid. Das Agarosegel wurde, unter
Vermeidung von Luftblasenbildung, in den Gelschlitten gegossen und der Kamm fiir 15 min eingefiihrt.
Nach dem Abkiihlen wurde der Gelschlitten in die mit TEA-Puffer gefillte Elektrophorese-Kammer

gestellt.

In einem 8er-PCR-Strip wurde der PCR-Mastermix vorgelegt (s. Tabelle 5). Pro Tube wurden 2 pl derin
Elution-Puffer gelosten gDNA der entsprechenden Probe pipettiert. Die PCR wurde mittels des

MyCycler™ unter folgendem Programm durchgefiihrt:
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Denaturieren: 2 min 94 °C
Primer Hybridisierung: 40x: 30s 94 °C
30s 57 °C
30s 72 °C
Amplifizierung: 5 min 72°C

Die PCR-Proben wurden zentrifugiert und zur Erhéhung der Dichte mit Loading Dye im Verhaltnis 1:6
versetzt. Nach erneutem Zentrifugieren wurden pro Probe 10 pl in die entsprechenden Taschen des
Agarosegels pipettiert, auch 10 pl einer 100-Basenpaar(Bp)-Leiter wurden hinzugefiigt. Eine Spannung
von 75V wurde fir 60 min angelegt. Die Auswertung erfolgte mit dem Bio-Print St4 und der Intas

Capture Software.

2.2.6 STR-Analyse

Im Rahmen der Qualitdtskontrolle wurde eine Short Tandem Repeat (STR)-Analyse (genetischer
Fingerabdruck) durchgefiihrt, um etwaige Verwechselungen von Proben auszuschliefen und den
Ursprung der Zelllinien von der Patientin oder dem Patienten (donor origin) nachzuweisen. Daflir
wurden die etablierten Zelllinien mit Patientenmaterial (entweder Normalgewebe oder
Tumorgewebe) verglichen. Bei STRs oder auch Mikrosatelliten handelt es sich um repetitive, nicht
codierende DNA-Sequenzen, die eine Lange von zwei bis sechs Basenpaaren aufweisen. Die Erstellung
des genetischen Fingerabdruckes erfolgte mittels Multiplex-PCR mit anschlieRender

Kapillarelektrophorese. Daflir wurden neun Genloci im Bereich der STR analysiert.

Bei der Multiplex-PCR handelt es sich, im Unterschied zu der klassischen Singleplex-PCR, um ein PCR-
Verfahren mit dem zeitgleich mehrere Genloci amplifiziert werden kénnen. In diesem Fall wurden
fluoreszenzmarkierte Primerpaare, welche mit drei verschiedenen Markern markiert wurden (FAM™,
HEX™ und TAMRA™), verwendet. Fiir die Fragmentlingenanalyse wurde eine Kapillarelektrophorese
durch das Institut fur Pathologie durchgefihrt. Die fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte wurden durch
das Anlegen einer Spannung der Lange nach in einer Kapillare aufgetrennt. Ein Laser regte die PCR-

Produkte an und ein Detektor erfasste die Fluoreszenzemission.

Die STR-Analyse wurde von Herrn Mathias Krohn, Mitarbeiter der AG MOI, durchgefiihrt. Die

Auswertung der Elektropherogramme erfolgte mittels GeneMapper Software.
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2.2.7 Whole Exome Sequencing (WES)

Die Sequenzierung erfolgte im Rahmen des Verbundprojektes ,Peptid-basierte Immunisierungs-
strategien bei Darm- und Bauchspeicheldriisenkrebs” (PiCoP) der Universitatsmedizin Rostock und der
Universitatsmedizin Greifswald sowie dem Biotechnologie-Unternehmen Centogene (Rostock, DE)
(PiCoP-Centogene). Das WES wurde durch Centogene, wie in Trujillano et al. (2017) beschrieben,

durchgefihrt.

Zuerst wurde DNA unter Verwendung des QlAamp DNA Blood Mini QlAcube Kit aus den Tumorproben
isoliert. Die Qualitat und Konzentration der DNA wurden photometrisch bestimmt. Dabei wurde das
Exom mittels des AmpliSeq Exome RDY Kit amplifiziert. Mittels des Nextera Rapid Capture Exome Kit
wurden 214.405 Exome markiert. Die Sequenzierung der amplifizierten Zielregionen erfolgte mittels
HiSeq4000 Sequencers. Bei der verwendeten Exome-Version handelte es sich um Centogenes
,CentoXome”, welches auf dem Twist Bio Human Core Exome beruht und 33.000 Gene umfasst (von
den Driesch & Fl6ttmann et al., 2022). Diese Gene stellen nur etwa 1 % des menschlichen Genoms dar,
sind allerdings fiir 85 % der bekannten pathogenen Varianten verantwortlich, welche mit humanen
Krankheitsbildern assoziiert sind. Die Sequenzierungsdaten wurden mittels bcl2fastqg Software
2.17.1.14 (lllumina) in das fastqg-Format konvertiert (Matschos et al., 2021). Die Klassifikation der
Mutationen in Hinblick auf deren pathologische Relevanz wurde mittels einer automatischen Abfrage

in ClinVar erstellt und anschlieRend manuell evaluiert (von den Driesch & Fl6ttmann et al., 2022).

2.2.8 MSI-Score

Zum Nachweis einer moglichen dMMR und daraus resultierenden MSI wurde der Status der
Mikrosatelliten untersucht. Der MSI-Score wurde, wie von Niu et al. (2014) beschrieben, bestimmt.
Daflir wurden die WES-Daten von Tumorproben und korrespondierenden Proben aus gesundem
Gewebe verglichen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm MSlsensor, welches automatisch
spezifische Stellen im Genom, an denen somatische Mutationen auftreten kénnen (somatic sites),
detektiert. Dabei handelt es sich um homopolymere von mindestens 5 Bp und Mikrosatelliten.
AnschlieBend folgte ein Vergleich der Anzahl der somatischen Mikrosatelliten-Mutationen mit der
Anzahl der totalen somatischen Mikrosatelliten. Eine Mutationsrate von <3,5% wurde als
mikrosatellitenstabil (MSS, Mikrosatellitenstabilitdt) angesehen, 3,5 bis 20 % als niedrige MSI (MSI-
Low) und = 20 % als hohe MSI (MSI-High) (Niu et al., 2014).
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2.2.9 Wachstumskinetik und Verdopplungszeit

Fiir die Untersuchung des Wachstumsverhaltens und zur Bestimmung der Verdopplungszeit wurde ein
kolorimetrischer, Kristallviolett-basierter (KV) Assay nach Gillies et al. (1986) genutzt. Der basische
Farbstoff farbte dabei DNA-assoziierte Nukleoproteine an. Die so bestimmte Zellmasse war

proportional zur Zellzahl.

Flr die Farbung wurde eine 0,2 %ige KV-Losung angesetzt. Dafiir wurden 0,2 g KV in 98 ml destilliertem
Wasser und 2 ml 96 %iges Ethanol geldst. Fuir das Erstellen der Wachstumskinetik wurden zuerst 1x10*
bis 4x10% in 1,5ml des jeweiligen Mediums in eine 24-Well-Platte (Kollagen-beschichtet oder
unbeschichtet) ausgesat. Nach 72 h wurde das Medium in den vier Wells der ersten Spalte abgesaugt
und mit 1 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 0,5 ml 0,2 %iges KV je Well hinzugegeben, fiir 20
min inkubiert und anschlieend dreimal mit 1 ml PBS gewaschen. Im Abstand von 24 oder 48 h erfolge
das Anfarben der Spalten. Nach der letzten Farbung wurde die Platte fir mindestens 24 h bei
Raumtemperatur getrocknet. Das KV wurde in 0,5 ml 1 % SDS (Sodium Dodecy! Sulfate)-Losung fir
mindestens 1 h auf dem Schiittler bei 30 rpm gel6st. Die Absorption wurde mit dem Tecan infinite 200
Pro bei 540 nm mit einer Bandbreite von 9 nm und einer Referenz von 620 nm an zwolf Messpunkten

je Well gemessen.

Aus der Absorption wurde in Microsoft Excel eine Wachstumskinetik erstellt und die Verdopplungszeit

mit folgender Formel bestimmt.

N(t) = N, x e?
In (2)
DT =
A
N@) Zellzahl bei t
Ny Zellzahl an Tag 3
A Wachstumsrate
t Zeit [h]
DT Doubling Time [h]

Die Experimente wurden in unabhangigen Triplikaten, in einem Rahmen von maximal zehn Passagen,
durchgefiihrt. Die Anzahl an verwendeten Zellen fiir jedes Well wurde so gewahlt, dass die Wells am
letzten Tag eine Konfluenz von circa 70 % erreichten. So wurde sichergestellt, dass sich die gemessene
Verdopplungszeit in der exponentiellen Wachstumsphase der Zellkulturen befand. Die verwendete
Zellzahl wurde in Vorexperimenten bestimmt. Bei HROP40 T1 M2 und HROP68Tu2 traten starke
Randeffekte (edge-effects) auf. Um diese zu minimieren, wurden beschichtete 24-Well-Paltten
genutzt. In Vorexperimenten konnte ausgeschlossen werden, dass sich die Wachstumsgeschwindigkeit

auf den beschichteten und unbeschichteten Platten signifikant unterschied.
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2.2.10 Migrationsmessung mittels Scratch-Assay

Fir die Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeit wurden 5x10° Zellen in 4 ml Medium in ein Well
einer 6-Well-Platte Gberfiihrt und bei Standard-Kulturbedingungen inkubiert. Fiir den Scratch-Assay ist
ein konfluenter Zellrasen noétig, dieser wurde taglich mit dem inversen Mikroskop kontrolliert und bei

Bedarf das Medium gewechselt.

Bei Erreichen von 100 % Konfluenz wurden mit einer 10 pl-Pipettenspitze drei vertikale Kratzer
(Scratches) durch den Zellrasen gezogen. Teilweise kam es zu Ablésungen des Zellrasens an den
Randern des Scratches. Daher wurde von den drei Scratches der gewahlt, welcher die geringsten
Ablosungseffekte zeigte. Das vorher verwendete 5 %ige VM wurde abgesaugt, anschlieRend mit 2 ml

PBS gewaschen und es wurden 4 ml 0 %iges VM hinzugegeben.

Das FCS im Kulturmedium ist essenziell fir die Zellteilung der Tumorzellen. Durch den Einsatz von
0 %igem VM ist es moglich, primar die Zellmigration zu quantifizieren und Effekte der Zellproliferation

ZU minimieren.

Die Zelllinie HROP75 TO M4 tolerierte den Wechsel von 10 %igem VM auf 0 %iges VM nicht und I6ste
sich im Laufe der vier Tage ab. Daher wurde die niedrigste FCS-Konzentration bestimmt, bei der sich

die Zellen nicht abldsten. Diese lag bei 1,5 % FCS.

Mit dem Zeiss-Primovert wurden bei zehn-facher VergréRerung Fotos des Kratzers angefertigt. Mit
dem Lineal-Tool in ZEN core 3.0 wurden drei horizontale Messungen der Breite des zellfreien Kratzers
(zwischen den Wundréandern) auf unterschiedlichen Héhen vorgenommen. Die Messung wurde alle
24 h an den vier folgenden Tagen wiederholt. Dazu wurde mit Medium gewaschen, um Zellen aus dem

Uberstand zu entfernen.

Die Berechnung der Migrationsgeschwindigkeit (MS) erfolgte in Microsoft Excel mit folgender Formel.

Daflr wurden die Mittelwerte der drei gemessenen Distanzen eines jeden Tages verwendet.

D, —D
MS=—1+—=
t
MS Migration Speed [um/h]
D, Distanz Tag 1 [um]
D, Distanz Tag 4 oder Distanz des letztes Tages vor schlieBen der Wunde [um]

t Zeit [h]
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2.2.11 Chemosensitivitatstestung

Fiir die Untersuchung der Sensitivitdat der Tumorzellen gegeniiber den verwendeten Medikamenten
wurde ein KV-basierter Assay verwendet (s. 2.2.9). Als Zielwerte wurden die jeweiligen inhibitorischen
Konzentrationen 50 (ICsp) bestimmt. Unter der ICso versteht man diejenige Konzentration des

verwendeten Medikamentes, bei der 50 % der Zellen, im Vergleich zur Kontrolle, abgestorben sind.

Fiir die Bestimmung der Chemosensitivitat wurden an Tag 0 in eine 96-Well-Platte jeweils 150 pl
Zellsuspension je Well ausgesat und flir 24 h unter Standard-Kulturbedingungen inkubiert. Fiir jede
Zelllinie wurden unterschiedliche Zellzahlen verwendet (s.Tabelle 14). Auf Grund der
unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten konnte nur so gewahrleistet werden, dass nach
sieben Tagen die Wells zu circa 70 % konfluent bewachsen waren. So wurde die Wirkung der
Medikamente auf die exponentielle Wachstumsphase der Monolayerkulturen abgestimmt. Diese

Zellzahlen wurden in Vorexperimenten fir jede Zelllinie bestimmt.

Héchste Héchste Héchste Konzentration

5-Fluoruracil | Oxaliplatin Irinotecan
TK

LK

Abbildung 4: Beispiel fiir das Layout einer 96-Well-Platte fiir die Chemosensitivitdtstestung

Anmerkung. (LK = Lebendkontrolle, TK = Totkontrolle)

Fir die erste Behandlung nach 24 h (Tag1l) wurde eine Verdinnungsreihe der jeweiligen
Chemotherapeutika in Zentrifugationsréhrchen 1,3 ml angesetzt. In jedes Well wurden 50 pl
verdinnter Chemotherapeutika mit einer Mehrkanalpipette pipettiert. Zu den Wells der
Lebendkontrolle wurden 50 pul Medium hinzugegeben. Das Medium aus den Wells der Totkontrolle
wurde abgesaugt und mit 200 pl PBS ersetzt. Fiir die zweite Behandlung nach 96 h (an Tag 4) wurde
das Medium aus den behandelten Wells und der Lebendkontrolle abgesaugt. In jedes Well wurden mit
der Mehrfachdispenser-Pipette 150 ul Medium hinzugegeben. In die behandelten Wells wurden
anschlieRend die Chemotherapeutika wie an Tag 1 pipettiert. Um nach 168 h (Tag 7) die Zellen

anzufarben, wurde das Medium entfernt und einmal mit 100 pl PBS gewaschen.
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Bei HROP75 TO M4 zeigte sich, dass sich die Zellen beim Farben ablésten, daher wurde zu den Zellen
100 ul 96 % Ethanol hinzugegeben, um sie vor dem Farben zu fixieren. Nach 10 min wurde das Ethanol

entfernt und einmal mit 100 ul PBS gewaschen.

Anschliefend wurden 50 ul 0,2 % KV je Well hinzugegeben und fiir 20 min auf dem Schdttler bei
30 rpm inkubiert. Danach wurde dreimal mit 100 ul PBS gewaschen. Nach der Farbung wurde die Platte

flir mindestens 24 h bei Raumtemperatur getrocknet.

Das KV wurde durch 100 pl 1 %iges SDS (Sodium Dodecyl! Sulfate)-Losung je Well fiir mindestens 1 h
auf dem Shaker aufgeldst. Die Absorption wurde mit dem Tecan Reader Infinite 200 Pro bei 540 nm

mit einer Bandbreite von 9 nm und einer Referenz von 620 nm an fiinf Messpunkten je Well gemessen.

Zur Erstellung der Dosiswirkungskurve und der Berechnung der ICso-Werte wurden Excel und Graph

Pad Prism 5 genutzt und die Viabilitdt mit folgender Formel bestimmt.

ODProbe - ODTK

Viabilitat =
OD;x — ODrg
Viabilitdt [%]
ODpyope Optical Density der Probe
ODrx Optical Density der Totkontrolle
ODrx Optical Density der Lebendkontrolle

Um in Graph Pad Prism 5 die ICso-Werte moglichst genau zu bestimmen, waren moglichst viele
Messwerte, zwischen 0 und 100 %iger Viabilitat, notig. Auf Grund der unterschiedlichen
Empfindlichkeit der Zelllinien gegeniber den einzelnen Chemotherapeutika war es nicht moglich, die
gleichen Hochstkonzentrationen und Verdinnungsfaktoren fiir alle Zelllinien zu verwenden. Daher
wurde in Vorexperimenten der Sensitivitdtsbereich der Zelllinien gegeniber den einzelnen
Medikamente grob bestimmt. Daraus wurden die Maximal- und Minimalkonzentrationen, sowie der

Verdinnungsfaktor fir die einzelnen Experimente abgeleitet.

Zuerst wurden die Zelllinien auf ihrer Sensitivitat gegeniiber den einzelnen Chemotherapeutika
getestet: 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Gemcitabin, Paclitaxel und Erlotinib. AnschlieBend wurde ihre
Sensitivitat gegentiber den Kombinationen FOLFIRINOX, GemPac und GemErlo getestet. Dafiir wurden
die Kombinationen im molaren Verhaltnis, analog zu dem Verhaltnis in der klinischen Anwendung,

angesetzt (s. Tabelle 13).
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Tabelle 13: Molares Verhdiltnis der Kombinationstherapien

Kombinationsregime Einzelne Therapeutika Molares Verhaltnis
FOLFIRINOX Folinsdure 1,07
Irinotecan 1,00
5-FU 80,95
Oxaliplatin 0,80
GemPac Gemcitabin 1,00
Paclitaxel 0,04
GeméErlo Gemcitabin 1,00
Erlotinib 38,20

Anmerkung. Die molaren Verhiltnisse fiir FOLFIRIINOX und GemPac wurden von Begg et al. (2020) und die fiir Gem Erlo von (Moore et
al., 2007) tbernommen.

Die Interaktionen zwischen 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin wurden nicht bestimmt, da die méglichen
Kombinationsmaoglichkeiten dieser Medikamente nicht von klinischer Relevanz sind (Seufferlein et al.,
2022). Zur Bestimmung der Interaktion wurde der Combination Index (Cl) genutzt, wie in Begg et al.

(2020) beschrieben. Dieser wurde, wie hier am Beispiel von GemPac dargestellt, berechnet:

Cl = IC5o von GemPac relativ zu Gemcitabin  [Cgy von GemPac relativ zu Paclitaxel

ICsy von Gemcitabin ICso von Paclitaxel

Dabei indizieren entsprechende Cl-Werte die unterschiedlichen Interaktionsmodi (Cl>1,3:
Antagonismus; Cl = 1,1-1,3: moderater Antagonismus; Cl = 0,9-1,1 additiver Effekt; Cl = 0,8-0,9 leichter
Synergismus; Cl = 0,6-0,8: moderater Synergismus; Cl = 0,4-0,6 Synergismus und Cl =0,2-0,4 starker
Synergismus) (Begg et al., 2020).

2.2.12 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Expression von Oberflachenantigenen wurde eine Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Mittels hydrodynamischer Fokussierung entsteht im Durchflusszytometer eine
Einzelzellsuspension, welche an einem Laser vorbeigeleitet wird. Das Licht trifft auf die Zelle und wird
vom Photomultiplier detektiert. Trifft der Laserstahl axial auf die Zelle, wird dieser in der Zelle gebeugt
und axial detektiert. Man spricht von vorwarts gestreutem Licht oder auch dem Forward Scatter (FSC).
Dabei ist die Intensitdt des FSC proportional zum Durchmesser der Zelle. Zur Messung seitlich
gestreuten Lichtes, dem Side Scatter (SSC), wird das Licht orthogonal detektiert. Die Intensitdt des SSC

ist proportional zur Granularitat der Zelle.
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Bei der Primarfarbung wurden spezifische AK mit fluoreszierende Farbstoffen verwendet. Fiir die
Sekundarfarbung wurden die Antigene zuerst durch unmarkierte AK gebunden. In einem zweiten

Schritt wurde, mit einem fluoreszenzmarkierten sekundaren AK, der primare AK sichtbar gemacht.

Fir die Durchflusszytometrie mit dem FACS Calibur wurden fiir jeden Firbeansatz 2,5x10° Zellen
verwendet. Die Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Es folgte eine Resuspension in 1 ml DPBS pro 1x10° Zellen und ein erneutes Zentrifugieren mit
abschlieRendem Absaugen des Uberstandes. Das Zellpellet wurde in 200 ul Farbepuffer (PBS mit 3 %
Albumin) pro Ansatz resuspendiert und in eine 96-Well-Platte pipettiert. Die Platte wurde zentrifugiert

und der Uberstand vorsichtig abgekippt.

Fiir die Farbung wurde zu jedem Ansatz Farbepuffer hinzugefiigt, sodass mit den 4 ul AK ein Volumen
von 100 ul je Well erreicht wurde. Mit einer Mehrkanalpipette wurde das Zellpellet, der Puffer und die
AK in den Wells resuspendiert. Die verwendeten AK sind in Tabelle 8 aufgefiihrt, die Farbeansatze im

Anhang (s. Tabelle 31).

Nach 30-mindtiger, lichtgeschiitzter Inkubation bei 4 °C wurde die Platte zentrifugiert und der
Uberstand abgekippt. Jedes Well wurde zweimal mit 150 pl Farbepuffer gewaschen, zentrifugiert und

abgekippt, um nicht-gebundene AK auszuwaschen.

Fir die Primarfarbung wurden die Pellets in 100 ul Farbepuffer aufgenommen und in 5-ml-R6hrchen
Uberfuhrt, in welche vorher 100 ul Farbepuffer vorgelegt wurde. Fiir die Sekundarfarbung wurden die
Pellets mit dem Sekundarantikorper gefarbt. Nach 30-minditiger, lichtgeschiitzter Inkubation bei 4 °C
wurden die Ansatze zweimal, wie zuvor beschrieben, gewaschen und in die entsprechenden Réhrchen

fur das FACS Calibur tGberfiihrt.

Als Kontrollen wurden Isotypkontrollen mit Anti-Human IgG1 AK in FITC, PE und APC vorgenommen
und Kontrollen mit den Sekunddr-AK  Anti-Maus und Anti-Human (s. Tabelle 8).
Durchflusszytometrische Untersuchungen erfolge mit dem FACS Calibur. Je Messung wurden
mindestens 2x10* Events gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels FCSalyser 0.9.21-alpha. Zur
Auswertung wurde eine Vorlage erstellt, die fiir alle Zelllinien angewendet wurde. Die Gates wurden
entsprechend gewahlt, dass in der ungefarbten Kontrolle weniger als 4 % der Zellen positiv fir die
jeweiligen Farben (FITC, PE und APC) waren. An dieser Stelle wurde die ungefarbte Kontrolle
verwendet, da sich in der Isotyp-Kontrolle keine signifikanten Farbungen zeigten. Es wurden zwei
MessgroRen erhoben, der Anteil der gefarbten Zellen in Prozent und das Mean Fluorescence Intensity

Ratio (MFIR), welche sich aus der MFI der Probe sowie der Kontrolle errechnet (siehe Formel).
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MFI
MFIR = —_Probe
MFIKontrolle
MFIR Mean Fluorescence Intensity Ratio
MFI-Probe Mean Fluorescence Intensity der Probe
MFI-Kontrolle Mean Fluorescence Intensity der Kontrolle

2.2.13 Statistik

Fir die statistische Auswertung der Chemosensitivitatstestung, der Migrationsgeschwindigkeit und der
Verdopplungszeit wurden die flinf Zelllinien miteinander verglichen (drei bis vier Messwerte). Die
Annahme einer Normalverteilung ist wegen der geringen Datenlage nicht gerechtfertigt. Um zu
ermitteln, ob zwischen den Werten der unabhingigen Gruppen (Zelllinien) ein signifikanter
Unterschied bestand, wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Dafiir wurde ein Signifikanzniveau
von a = 0,05 festgelegt. Bei dem Test handelt es sich um ein nicht-parametrisches Testverfahren,
welches auf Rangdaten basiert und daher keine Annahmen (ber die Verteilung der Daten macht.
Dieser ist als Erweiterung des Mann-Whitney-U-Tests in der Lage, auch Unterschiede von mehr als zwei

Gruppen, wie hier gefordert, zu untersuchen.

Bei Vorliegen eines statistisch signifikanten Unterschiedes zwischen den Zelllinien wurde zum
Vergleich der einzelnen Gruppen (Zelllinien) untereinander eine Post-hoc-Analyse (Dunn-T-Test)
angeschlossen. Dieser Test basiert ebenfalls auf Rangdaten und kann fiir nicht-normalverteilte Daten
angewendet werden. Um das Problem multipler Vergleiche zu beriicksichtigen, wurde die Bonferroni-
Korrektur angewendet. Diese Korrektur passt das Signifikanzniveau der einzelnen Tests an, um das

Risiko von Typ-I-Fehlern zu reduzieren.

Um Korrelationen zwischen der Expression von Oberflachen-Antigenen und dem Ansprechen auf
Medikamente (ICso) zu bestimmen, wurde eine Korrelationsanalyse gerechnet. Zur Bewertung der

Korrelation wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient verwendet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Statistics 25 (IBM).
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung von Zelllinien

In der Forschungsgruppe Molekulare Onkologie und Immuntherapie wurden seit 2007
Pankreaskarzinomproben in die BioBank aufgenommen. Aktuell befinden sich (Stand: 01.10.2022)
155 Félle in der BioBank. Aus dem Probenmaterial wurden im Laufe der Zeit primare und sekundare
Zelllinien angelegt (s. 2.2.1). Aus diesen wurden zwolf vielversprechende Pankreaskarzinom-Zelllinien

gewadhlt, um diese zu charakterisieren.

In zwei Fallen (HROP10 T5 M2 und HROP25 TO M2) starben die Zellen im Laufe des Passagierens, bei
zwei weiteren Zelllinien verdrangten schneller wachsende Fibroblasten die Tumorzellen (HROP100 und
HROP100 TO M1). Die Etablierung einer weiteren Zelllinie (HROP54 T1 M2) zogerte sich so weit hinaus,

dass sie nicht mehr in diese Arbeit aufgenommen werden konnte.

Im Rahmen der Qualitdtssicherung wurde eine humanspezifische Cytochrom-B-PCR, zum Nachweis
des humanen Ursprungs, durchgefiihrt. Abbildung 5 zeigt eine Aufnahme des Agarosegels der PCR,
welche wie in 2.2.5 beschrieben, durchgefiihrt wurde. Die Banden der Zelllinien HROP75 TO M4,
HROP75, HROP40 T1 M2, HROP88 und HROP68Tu2 befanden sich auf Hohe der Positivkontrolle. Daher
ist von einem humanen Ursprung der Zellen auszugehen. Die Banden von HROP67 T1 M2 und
HROP88 TO M2 befanden sich auf Hohe der Negativkontrollen. Somit war von einem nicht humanen

Ursprung des Zellmaterials auszugehen.

Zelllinien Kontrollen

HROP75 HROP75 HROP40 HROP88 HROP68Tu2
T0 M4 P17 T1Mm2 P18 P11
P11 P10

HROP6&7
T1 M2
P13

Abbildung 5: Nachweis von humanem Cytochrom-B mittels PCR

Anmerkung. 100 bp-Ladder links. Negativkontrolle (Neg. K.), Positivkontrolle (Pos. K.).
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Aus 155 Pankreaskarzinom-Fallen der Biobank konnten fiinf immortale Zelllinien etabliert werden.
Darunter waren drei primare Zelllinien (HROP68Tu2, HROP75 und HROP88) und zwei sekundare
Zelllinien, welche aus PDX-Modellen etabliert wurden (HROP40 T1 M2 und HROP75 TO M4).

Tabelle 14: Basisdaten der etablierten Zelllinien

Ausbeute aus T75 Tage nach 1:5

Zelllinie Medium bei 70% Konfluenz Split bis 70% zellzahl WK Zellzahl €S

in Mio. Konfluenz (24-Well-Platte) (96-Well-Platte)
HROP68Tu2 5% VM 5 9-10 40.000 10.000
HROP40 T1 M2 5% VM 7 7 25.000 2.000
HROP75 5% VM 10 5-6 10.000 1.500
HROP75 TO M4 10% VM 12 4-5 10.000 1.500
HROP88 5% VM 6 6 10.000 2.000

Anmerkung. Vollmedium (VM), Kulturflache mit 75 cm? (T75), Wachstumskinetik (WK) und Chemosensitivititstestung (CS).

3.2 Patientendaten

In Tabelle 15 sind grundlegende Daten zu den Patientinnen und Patienten aufgefiihrt. Die Zelllinien
wurden aus Tumoren von zwei weiblichen Patientinnen und zwei mannlichen Patienten etabliert. Das
riickfalllose Uberleben betrug im Mittel fiinf Monate und das Gesamtiiberleben 16 Monate. HROP88
hat weitere adjuvante Therapien abgelehnt und sich mutmaRlich der weiteren arztlichen Betreuung
entzogen. Daher liegen keine Informationen lber das Auftreten eines moglichen Rezidives oder

Metastasen vor.

Tabelle 15: Aligemeine Patientendaten

Patienten-ID Alter Geschlecht Metastase Rezidiv RFS 0s
HROP68 64 m Gehirn Ja 10 23
HROP40 50 w Leber Nein 6 24
HROP75 66 w Lymphknoten Ja 0 9
HROP88 69 m n.a. n. a. n. a. 9
MW (SD) 62 (8) 5 (£5) 16 (+8)

Anmerkung. Riickfallloses Uberleben (RFS), Gesamtiiberleben (0S), Mittelwert (MW) und absolute Standardabweichung (SD) sind in
Monaten angegeben. Weiblich (w), médnnlich (m), nicht verfugbar (n. a.).

Tabelle 16 fuhrt grundlegende Informationen (iber die Therapie der Patientinnen und Patienten auf.
Im Besonderen ist dabei zu erwdahnen, dass bei HROP68 unter dem mFOLFIRINOX-Regime ein 5-FU-
induzierter koronarer Vasospasmus auftrat, weshalb die Therapie zu Gem+nabPac gewechselt wurde.
Eine bei HROP68 im Verlauf aufgetretene Hirnmetastase wurde mittels Bestrahlung behandelt. In der

Kohorte wurde lediglich im Fall HROP75 eine neoadjuvante Chemotherapie eingesetzt (FOLFIRINOX).
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Tabelle 16: Ubersicht iiber Therapien

Erstlinientherapie Zweitlinientherapie
Patienten-ID oP
Intention Substanz Intention Substanz Bestrahlung
HROP68 adj mFOLFIRINOX pall Gem-+nabPac ja lokal
HROP40 pall FOLFIRINOX pall FOLFOXIRI - Leber
HROP75 neoadj FOLFIRINOX adj FOLFIRINOX - -
HROP88 n. a. n.a. n. a. n. a. n. a. n. a.

Anmerkung. Nicht verfugbar (n. a.), Sekunddre Operation (OP), palliativ (pall), adjuvant (adj), neoadjuvant (neoadj), Resektion einer
Lebermetastase (Leber), Resektion eines Lokalrezidives (lokal).

3.3 Pathologie

Die Ergebnisse der pathologischen Untersuchungen wurden den Pathologieberichten des Institutes fiir
Pathologie der Universitatsmedizin Rostock entnommen. Tabelle 17 fasst das jeweilige Staging und
Grading der Resektate zusammen. AnschlieBend wird kurz auf die histopathologischen

Besonderheiten von HROP68 eingegangen.

Tabelle 17: Histopathologie

Staging Grading
Proben-ID Typ T N M L \ Pn uICcC G
HROP68 PDAC (MPC) pT3 pN2 Mx L0 Vi PnO 3 3-4
HROP68Tu2 PDAC (MPC) pT3 pN2 Mx L0 Vi PnO 3 3-4
HROP40 PDAC pT3 pNO MO LO VO Pnl 2B 2
HROP75 PDAC pT3 pN2 M1(LYM) LO VO PnO 4 3
HROP88 PDAC pT2 pN1 Mx L1 Vo Pnl 2B 3

Anmerkung. Duktales Adenokarzinom des Pankreas (PDAC), medulldres Karzinom des Pankreas (MPC), Tumor (T), maximaler
Tumordurchmesser <4 cm (pT2), maximaler Tumordurchmesser >4 cm (pT3), Nodus (N), keine regiondren Lymphknoten—Metastasen
(pNO), 1-3 regionare Lymphknoten Metastasen (pN1), >4 regiondre Lymphknoten Metastasen (pN2), Fernmetastasen nicht beurteilbar
(Mx), Keine Fernmetastasen (MO), Fernmetastasen vorhanden (M1), LymphgefdBinvasion (L), keine LymphgefaRinvasion (LO),
LymphgefaRinvasion vorhanden (L1), Veneninvasion (V), keine Veneninvasion (V0), Veneninvasion (V1), perineurale Invasion (Pn), keine
perineurale Invasion (Pn0), perineurale Invasion (Pn1), UICC-Stadieneinteilung (UICC), Grading (G), maRig differenziert (G2), schlecht
differenziert (G3), undifferenziert (G4).

Der Primarius von HROP68 stellte sich makroskopisch als inhomogener, zerfallender, etwa 10 cm
durchmessender Tumor mit vielen Nekroseherden dar. Der Stroma-Anteil war bedeutend geringer als
fiir ein PDAC (iblich. Durch die morphologische Beurteilung des Tumors wurde er als MPC klassifiziert.
Auffdllig war eine intraepitheliale und intrastromale Invasion von CD8+ T-Zellen. In der
Zusammenschau mit der sehr kraftigen PDL-1 Farbung konnte von einem immunreaktiven Subtyp
ausgegangen werden. Es zeigten sich MLH1 und MSH2 markierte Tumorzellkerne. Zur weiteren
Beurteilung des MS-Status wurde eine Multiplex-PCR mit fluoreszenzmarkierten Mikrosatelliten-

markern des Bethesda-Panels (Boland et al., 1998) (Bat26, Bat25, D55346, D2123 und D17S250) sowie
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dem quasi-monomorphen Marker Cat25 und anschlieRender Kapillarelektrophorese durchgefiihrt. Es
wurden keine zusatzlichen Banden nachgewiesen. Eine In-Situ-Hybridisierung von Epstein-Barr Virus
encoded small nuclear RNA ergab keinen Anhalt fir ein EBV assoziiertes MPC. Im direkten Vergleich
von Rezidiv und Primarius zeigte sich eine groBe Ubereinstimmung. Folglich wurde vom Vorliegen

eines Rezidivs des zuvor operierten Tumors ausgegangen.

3.4 STR-Analyse

Mittels STR wurden neun Genloci (s. Anhang: Tabelle 25) untersucht. Diese wurden mittels Multiplex-
PCR amplifiziert und fluoreszenzmarkiert. Um die PCR-Produkte den entsprechenden Allelen
zuzuordnen, wurde ihre Lange (in Bp) mit der Tabelle (s. Anhang: Tabelle 25) verglichen. In Tabelle 18
sind die entsprechenden Allele, passend zu der jeweiligen Probe, aufgelistet. Darliber hinaus ist das
ermittelte Geschlecht angegeben, dabei entsprachen zwei Peaks zwischen 210 und 220 Bp dem
mannlichen (XY) und ein Peak dem weiblichen Genotyp(XX). Licken in der Tabelle entsprechen einem

Allel-Verlust.

Die meisten Abweichungen im DNA-Profil wurde zwischen den Proben von HROP68 nachgewiesen. Bei
den Markern THO1, CSF1PO und D13S317 kam es zu einem Verlust der Heterozygotie (loss of
heterozygosity, LOH) in der Zelllinie. Markerabweichungen waren bei Allel 1 zu beobachten. Bei Marker
D5S818 prasentierte sich bei der Probe des Primarius (HROP68 xxx) eine Homozygotie, wahrend
HROP68 Tu2 heterozygot war (Allel-Zugewinn). Die etablierte Zelllinie HROP68Tu2 P11 zeigte
verglichen mit HROP68Tu2 eine LOH. Der Marker D7S82 war bei HROP68 xxx heterozygot, bei
HROP68Tu2 und HROP68Tu2 P11 homozygot (Allel-Zugewinn). Der Geschlechtsmarker Amelogenin
zeigte eine Abweichung der Zelllinie HROP68Tu2 P11 (w) zu dem Primarius HROP68 xxx (m) und dem
Rezidiv HROP68Tu2 (m).

Das DNA-Profil von HROP40 N und HROP40T1 M2 P10 unterscheidet sich in den Markern
THO1 (Allel 2), TPOX (Allel 1) und CSF1PO (Allel 1). Das bestimmte Geschlecht ,w*” war identisch mit
dem der Patientin. Das DNA-Profil von HROP75 préasentierte eine LOH bei dem Marker vWA (Allel 1)
und D13S317 (Allel 2). Dariber hinaus wurde eine Markerabweichung in THO1 (Allel 2) nachgewiesen.
Das DNA-Profil von HROP88 zeigte eine LOH bei dem Marker D165539 (Allel 2). Abweichungen wurden
bei den folgenden Markern festgestellt: THO1 (Allel 2) und TPOX (Allel 1). Eine Anderung im
Geschlechtsmarker wurde bei HROP88 P18 (m) im Vergleich zu HROP88 N (w) und HROP88 xxx (w)
festgestellt. Allen finf Zelllinien kann auf Grundlage der STR-Analyse der Ursprung der Zelllinien von

der Patientin oder dem Patienten nachgewiesen werden.
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3.5 Molekularpathologie (WES und MSI-Score)

WES

In Tabelle 19 sind, mittels WES nachgewiesene, Mutationen aufgelistet, deren klinische Signifikanz als
pathogen oder wahrscheinlich pathogen eingestuft wurde. Den jeweiligen Proben ist der Anteil der

mutierten Allele zugeordnet.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind Mutationen, deren Signifikanz als unsicher eingeschitzt wurde,
hier nicht aufgefiihrt. Dartiber hinaus sind Mutationen von nicht codierenden Transkripten, Introns,
synonyme Mutationen und Mutationen, welche weniger als 15 % der Allele betrafen, hier nicht

aufgefiihrt. Diese Daten finden sich im Anhang (s. Tabelle 27).

In Tabelle 19 sind von HROP68 die Mutationsdaten des Primarius (HROP68 Tul) und des Rezidivs
(HROP68 Tu2) dargestellt. Die Ergebnisse der WES-Analyse der entsprechenden PDX-Modelle finden
sich aus Griinden der Ubersicht im Anhang (s. Tabelle 27). Von dem Tumor HROP40 wurde keine WES-

Analyse durchgefiihrt, da die Proben bereits vor Beginn des PiCoP-Projektes gesammelt wurden.

Tabelle 19: WES: Pathogene und wahrscheinlich pathogene Mutationen

a0}
7 >
= = =
2 8 2 2 8
(-9 (-9 o o o
2 8 g2 2 2
Gen Ref  Alt Typ Peptid dbSNP ID KlinSig = T T T T
FOXG1 CG c Del. Glul54fs rs398124204 p 54 49
KRAS C T Miss. Gly12Asp rs121913529 p 18 35
KRAS C A Miss. Gly12Val rs121913529 p 70 66 30
SMAD4 G A Miss. Gly386Asp rs121912580 wp/p 45
TP53 G A Miss. Arg282Trp rs28934574 wp/p 100 99
TP53 C T Miss. Argl75His rs28934578 p 29

Anmerkung. Referenz (Ref), Alteration (Alt), Deletion (Del.), Missense (Miss.), codierendes Peptid (Peptid), klinische Signifikanz (Klin Sig),
pathogen (p), wahrscheinlich Pathogen (wp).

Alle untersuchten Tumorproben wiesen pathogene KRAS-Mutationen auf. HROP75 und HROP88
wiesen dabei eine andere Missense-Mutation als HROP68 auf. Auch eine TP53-Mutation wurde bei
allen Tumorproben detektiert. Fiir HROP88 wurde eine pathogene TP53-Mutation nachgewiesen. Bei
HROP75 wurde eine pathogene bzw. wahrscheinlich pathogene TP53-Mutation mit einem hohen
Anteil betroffener Allele festgestellt. Vergleichbar hoch war die Anzahl der betroffenen Allele der
TP53-Mutation von HROP68. Diese wird von ClinVar allerdings lediglich als Mutation unsicherer

Signifikanz eingeordnet (s. Tabelle 27). Eine SMAD4-Mutation wurde bei HROP88 nachgewiesen. Es
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wurden dartiber hinaus keine Mutationen in den folgenden MMR-Genen nachgewiesen: MHL1, MSH1,

MSH6, PMS2 und EPCAM.

In Tabelle 27 (s. Anhang) ldsst sich die Anzahl der nachgewiesenen Mutationen zwischen
Patientenmaterial und PDX-Modellen vergleichen. Im angewendeten Tumorpanel wurden sieben
Mutationen bei HROP68 Tul und acht Mutationen bei HROP68 Tu2 detektiert. Im Kontrast dazu steht
die hohere Anzahl an Mutationen der korrespondierenden PDX-Modelle. HROP68Tul T1 M1 wies
dabei 44 und HROP68Tu2 fTO M2 46 Mutationen auf. Eine ahnliche Beobachtung lasst sich bei HROP75
mit zwei Mutationen und der vergleichsweise hohen Zahl von zwolf Mutationen des PDX
(HROP75 fTO M3) machen. Von HROP88 liegen lediglich WES-Daten des Resektats vor, hier wurden

drei Mutationen nachgewiesen.

Mutationen des Patientenmaterials lieRen sich groRtenteils auch in den PDX-Proben nachweisen. Mit
Ausnahme der CACNA1S Mutation, welche nur in HROP68 Tu2 auftrat. Diese Mutation wurde nicht im
korrespondierenden PDX nachgewiesen. In Tabelle 27 ist zudem abzulesen, dass teilweise Mutationen,
welche nicht in HROP68 Tul aber im korrespondierenden PDX (HROP68Tul T1 M1) auftraten, auch in
HROP68Tu2 fTO M2 detektiert wurden. Darliber hinaus gibt es auch einzelne Mutationen, welche nur

in einem der PDX-Modelle vorkamen.

Auf Grund der besonderen Bedeutung von HROP68 wurden weitere genomische Analysen dieses Falls
durch Centogene (Rostock, D) durchgefiihrt. Grundlage war ein WES aller alterierten Gene, auch
solcher die nicht in Ublichen Tumorpanels verwendet werden. Dabei wurden Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) sowie Insertionen und Deletionen analysiert. Es wurden nur Mutationen
gezahlt, die proteinkodierend waren, einen moderaten oder hohen Impact hatten, eine Allelfrequenz

> 0,3 und eine normale Depth of Coverage (> 20) aufwiesen.

In der SNP-Analyse wurde eine hohe Anzahl an Frameshift-Mutationen also Insertionen und
Deletionen, nachgewiesen (HROP68Tul:51, HROP68TulTl1M1: 84, HROP68Tu2:78 und
HROP68Tu2 fTO M2: 78).

Abbildung 6 stellt die Unterschiede der SNPs unter den HROP68-Proben (HROP68 Tul,
HROP68Tul T1 M1, HROP68Tu2 und HROP68Tu2 fTO T1 M2) dar. Hier ist abzulesen, wie viele der
Mutationen in mehreren Proben und wie viele allein in einer Probe auftraten. Die Zahl der SNPs
verteilte sich wie folgt auf die Proben: HROP68Tu1l: 274, HROP68Tul T1 M1: 698, HROP68Tu2: 376
und HROP68Tu2 fTO M2: 1245.
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HROP68Tul T1 M1 HROP68Tu2 fT0 M2

HROP68 Tul HROP68 Tu2

Abbildung 6: Vorkommen von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in HROP68-Proben

Anmerkung. Gesamtzahl an SNPs: HROP68Tul: 274, HROP68Tul T1 M1: 698, HROP68Tu2: 376 und HROP68Tu2 fTO M2: 1245. Die
Abbildung wurde von Centogene (Rostock, D) zur Verfligung gestellt.

Primarius (HROP68Tul) und Rezidiv (HROP68Tu2) sind sich mit 235 gemeinsamen SNPs sehr dhnlich.
Die PDX-Modelle besitzen die groSte Zahl alleiniger Mutationen (HROP68Tul T1 M1: 354,
HROP68Tu2 fTO T1 M2: 862). Darliber hinaus wiesen die PDX-Proben 71 gemeinsame SNPs auf, welche

nicht in den korrespondierenden Patientenproben auftraten.

Flir HROP68 lasst sich zusammenfassen, dass die PDX-Modelle bedeutend mehr Mutationen aufwiesen
als das Tumormaterial. HROP68Tu2 hatte eine gréRere Ahnlichkeit zu HROP68Tu2 fTO M2 als zu
HROP68Tul T1 M1. Eine groBe Ahnlichkeit bestand zwischen HROP68TulT1 M1 und
HROP68Tu2 fTO M2.
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MSI-Score

In Tabelle 20 sind die Gesamtzahl und die Anzahl mutierter somatic sites aufgelistet. Zum Vergleich
der Mutationslast der Tumorprobe mit dem Normalgewebe wurde Blut der Patientinnen und

Patienten verwendet. Der MSI-Score wurde, wie von Niu et al. (2014) beschrieben, bestimmt.

Tabelle 20: MSI-Score

Gesamtzahl somatic sites Anzahl mutierter somatic sites MSI-Score [%]
HROP68 B 542 7 1,29
HROP68 Tu 1 1658 270 16,26
HROP68 Tu 2 1256 173 13,77
HROP75 B 319 15 4,70
HROP75 Tu 1224 50 4,08
HROPS88 B 919 35 3,81
HROP88 Tu 1846 70 3,79

Anmerkung. Mikrosatelliten (MS), Blut (B), Tumor (Tu). MSI Score: < 3,5 % = MSS, 3,5-20 % = MSI-Low, > 20 % = MSI-High.

Bei HROP68 wurde fiir den Primarius (HROP68 Tu 1) ein MSI-Score von 16,26 % und bei dem Rezidiv
(HROP68 Tu 2) ein MSI-Score von 13,77 % ermittelt. Die Tumorproben zeigten einen starken
Unterschied zu dem Normalgewebe, welches einen MSI-Score von 1,29 % aufwies. Der MSI-Score lag
bei beiden Proben zwischen 3,5 und 20 %, somit wurde die Mikrosatelliteninstabilitat als MSI-Low

eingestuft

Der MSI-Score der Tumorprobe HROP75 lag mit 4,08 % tiber der MSI-Low Grenze von 3,5 %, aber unter
der Vergleichsprobe aus normalem Gewebe (4,70 %). Somit war bei HROP75 trotz eines MSI-Scores
von >3,5% von einer MSS auszugehen. Der MSI-Score der Tumorprobe HROP88 lag mit 3,79 %
ebenfalls tber der MSI-Low Grenze von 3,5 %, aber unter der Vergleichsprobe aus Normalgewebe

(3,81). Somit war bei HROP88 trotz eines MSI-Scores von > 3,5 % von einer MSS auszugehen.
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3.6 Morphologie und Wachstumsverhalten

Abbildung 7 zeigt die Morphologie der Zelllinien im Vergleich. Die Zellen wuchsen dabei als adhdrenter
Monolayer auf dem Boden der Zellkulturflasche. Bei HROP68Tu2 unterschied sich die Morphologie der
Zellen untereinander am starksten, sowohl in ihrer Kern-Plasma-Relation als auch in ihrer GroRe. Bei
HROP68Tu2, HROP75 und HROP75 TO M4 traten auch vereinzelt spindelférmige Zellen auf. Diese
gemischte Morphologie aus epithelialen und spindelférmigen Zellformen wird im Folgenden als
»pleomorph” bezeichnet. Die Morphologie der Zelllinien HROP40T1 M2 und HROP88 war als
Uberwiegend epithelartig zu bezeichnen. Darlber hinaus wuchsen die beiden Zelllinien in dichten

Kolonien. HROP68Tu2, HROP75 und HROP75 TO M4 wuchsen hingegen in kleinen Zellverbanden.

S f\ il ‘- E: =
HROP88 P26 HROP75 TO M4 P32
Abbildung 7: Morphologie der Zelllinien

Anmerkung. Reprasentative Aufnahmen der Zelllinien. Die Fotos wurden mit dem Zeiss-Primovert-Mikroskop (Carl Zeiss) bei 40x VergroRerung
aufgenommen.
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Wachstumskinetik

Das Zellwachstum wurde wie zuvor beschrieben mittels eines KV-basierten Assays bestimmt. In
Vorexperimenten wurde dafiir die optimale Zellzahl je Well fiir jede Zelllinie bestimmt. Die ermittelten

Zellzahlen fir die jeweiligen Zelllinien sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Bei HROP68Tu2 und HROP88 zeigten sich unterschiedliche Wachstumsmuster bei der mehrfachen
Wiederholung der Experimente. Teilweise wuchsen die Tumorzellen lediglich am Rand der Wells.
Dieses Phanomen wurde als Randeffekt bezeichnet. Um dem entgegenzuwirken, wurden bei

HROPO68Tu2 und HROP88 Kollagen-beschichtete 24-Well-Platten genutzt.

In Abbildung 8 sind die Mittelwerte der Verdopplungszeiten in Stunden und die absoluten
Standardabweichungen pro Zelllinie dargestellt. Unterschiede in der Verdopplungszeit wurden mittels
Kruskall-Wallis Test (p = 0,019) nachgewiesen. Die Ergebnisse des anschlieBend durchgefiihrten Post-

hoc-Tests sind im Anhang in Tabelle 26 aufgefihrt.
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Abbildung 8: Verdopplungszeiten im Vergleich

Anmerkung. Mittelwerte und absolute Standardabweichungen: HROP68Tu2 (89,56 + 17,46), HROP40 T1 M2 (54,84 + 3,03), HROP75 (28,61 +
0,37), HROP75 TO M4 (39,09 + 6,18) und HROP8S (35,81 + 9,02).* = p < 0,05

Nach signifikantem Kruskall-Wallis-Test (H(4) =11,83; p=0,19) wurde ein Post-Hoc-Test
angeschlossen. Die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 wies die im Vergleich langsamste Verdopplungszeit auf
(89,56 h). Ihre gemessene Verdopplungszeit war signifikant langsamer als die der Zelllinien HROP75

(p =0,003), HROP75 TO M4 (p = 0,045) und HROP88 (p = 0,018).
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3.7 Migration

Die Migration und Invasion von Tumorzellen haben eine groRe Bedeutung, da Krebs-assoziierte Tode
vor allem auf die Metastasierung der Erkrankung zuriickzufiihren sind (Justus et al., 2014). Um die
Zellmigration am Zellkulturmodell darzustellen, wurde ein Scratch-Assay verwendet (siehe oben). Die
Zellen von HROP75 TO M4 |6sten sich vom Boden der Kulturflasche beim Wechsel von 10 % VM auf
0 % VM ab. Daher wurde in Vorexperimenten die niedrigste FCS-Konzentration bestimmt, bei der sich
die Zellen nicht abldsten. Diese lag bei 1,5 % FCS. In den folgenden Abbildungen ist HROP75 TO M4
daher ,eingeklammert”. Es war zu erkennen, dass auch diese geringe FCS-Konzentration zu einer

deutlich héheren Migrationsgeschwindigkeit als erwartet fiihrte.

In Abbildung 9 ist das Migrationsverhalten der Zelllinien im Vergleich anhand der relativen GréRe des
Kratzer-Durchmessers in % Uber den Messzeitraum von vier Tagen aufgetragen. Die Zelllinie

HROP68Tu2 erreichte nach vier Tagen den geringsten Verschluss des Kratzers.
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Abbildung 9: Migrationsverhalten anhand des relativen Kratzer-Durchmessers

Anmerkung. Die Messung wurde bei HROP75 TO M4 mit 1,5 % VM durchgefiihrt. Die absoluten Werte und die entsprechenden
Standardabweichungen sind im Anhang aufgefthrt (s.

Die Abbildung 10 zeigt die Unterschiede in der WundschlieBung zwischen den Zelllinien anhand von
durchlichtmikroskopischen Bildern. Nur HROP40 T1 M2 und HROP75 TO M4 erreichten einen fast
kompletten Verschluss des Kratzers nach vier Tagen. Bei HROP40 T1 M2 und HROP88 migrierten die
Rander des Kratzers als geschlossener Monolayer aufeinander zu. HROP68Tu2, HROP75 und
HROP75 TO M4 zeigten ein invasiveres Wachstum. Dieses war charakterisiert durch einzelne Zellen,

welche den Zellverband verlieRen und in den Kratzer migrierten (s. Abbildung 10).
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HROP68Tu2 P25

HROP75 TO M4 P31

Abbildung 10: Vergleich des Migrationsverhaltens

Anmerkung. * = 1,5 % VM. Aufnahmen der Kratzers von Tag 0 bis Tag 4
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Die Abbildung 11 zeigt die Mittelwerte der mittels Scratch-Assay bestimmten  Migrations-

geschwindigkeiten in um/h sowie die absoluten Standardabweichungen pro Zelllinie.

16 1 *
I |
—_ *
£ 14 1
£ *
3 | 1
= 12 A
‘T
=
5 10 A
£
2
LR (3]
4]
® 6
C
.0
®
§ 4 ! t
=
21 1
0
3 < L L
X o &S A
QO D /\")
\28‘ OQ Q
3 0O
N N

Abbildung 11: Migrationsgeschwindigkeiten im Vergleich

Anmerkung. Mittelwerte und absolute Standardabweichungen: HROP68Tu2 (1,78 + 0,84), HROP40 T1 M2 (5,77 + 1,71), HROP75 (3,48
0,86), HROP75 TO M4 (8,01 + 0,41) und HROP88 (4,35 + 0,34). * = p < 0,05

Die Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP88 wiesen die hochste gemessene Migrationsgeschwindigkeit
auf, wuchsen aber weniger invasiv (s. Abbildung 10). Die langsamste Migrationsgeschwindigkeit wies
die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 mit 1,78 um/h auf. Nach signifikantem Kruskall-Wallis-Test (H(4) 14,14;
p =0,007) wurde der Dunn-T-Test als Post-hoc-Test angeschlossen. Die Migrationsgeschwindigkeit der
Zelllinie HROP68Tu2 war signifikant geringer als die der Zelllinien HROP40 T1 M2 (p = 0,014) und
HROP5 TO M4 (p < 0,001). Dartiber hinaus war die Migrationsgeschwindigkeit von HROP75 signifikant
geringer als die von HROP75 TO M4 (p = 0,039).
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3.8 Chemosensitivitat

3.8.1 Einzeltestung

Um zu ermitteln, ob eine Zelllinie sensibel oder resistent gegeniliber einem Therapeutikum war,
wurden die experimentell bestimmten 1Cso-Werte mit Cnax-Werten aus der Literatur (Liston & Dauvis,
2017) (s. Tabelle 29) verglichen. Bei der Cmax handelte es sich um die maximale Plasmakonzentration,
wie sie in Patienten gemessen wurde. Eine ICso kleiner als die Cmax wurde als Sensibilitat im
therapeutischen Bereich betrachtet, wahrend eine ICso groRRer als die Cmax als Resistenz aulRerhalb des

therapeutischen Bereichs angesehen wurde.

In der Abbildung 12 sind die Mittelwerte der ICsp mit den entsprechenden SD im Vergleich zu den Cpax-
Werten nach Liston and Davis (2017) dargestellt. Anhand dieser Abbildung lasst sich die

Chemosensitivitat der Zelllinien bezliglich der Einzel-Therapeutika evaluieren.
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Abbildung 12: Einzeltestung ICso- und Cmax-Werte im Vergleich

Anmerkung. Die ICso-Mittelwerte sind in uM angegeben (Rauten) mit den entsprechenden Standardabweichungen (SD). Die maximale
Plasmakonzentration (Cmax) (horizontale Linie) ist wie von Liston and Davis (2017) veroffentlicht angegeben (ebenfalls in nM). Die
absoluten Werte sind im Anhang in Tabelle 29 aufgefihrt. * = p < 0,05
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Im Vergleich der ICsp und Cmax zeigte sich, dass alle Zelllinien sensibel gegeniliber den
Chemotherapeutika 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Gemcitabin und Paclitaxel waren. Unterschiede in
der Sensibilitat zwischen den Zelllinien traten bei Erlotinib auf. Die ermittelten ICsp von HROP68Tu2,
HROP75 und HROP75 TO M4 lagen Uiber der Cmax, daher waren diese Zelllinien als resistent gegenliber
Erlotinib zu bezeichnen. Die Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP88 waren sensibel gegeniber Erlotinib.

Um zu untersuchen, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den ICso-Werten der Zelllinien
bestanden, wurde der Kruskal-Wallis-Test (p < 0,05) wie in 2.2.13 beschrieben angewendet. Es wurden
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien bei den folgenden Therapeutika
festgestellt: 5-FU (H(4) = 10,57; p = 0,032), Irinotecan (H(4) = 13,56; p = 0,009), Paclitaxel (H(4) =12; p
= 0,017) und Erlotinib (H(4) = 12,52; p = 0,014). Hingegen zeigten sich bei Oxaliplatin (H(4) = 5,37;
p = 0,252) und Gemcitabin (H(4) =5,77; p = 0,252) keine statistisch signifikanten Unterschiede der ICs,.

Nach signifikantem Kruskal-Wallis-Test wurde bei den entsprechenden Therapeutika eine Post-hoc-
Analyse mittels Dunn-T-Test durchgefihrt (s. 2.2.13). Diese identifizierte mehrere signifikante
Unterschiede zwischen einzelnen Zelllinien. Die Ergebnisse der Post-hoc-Analyse sowie die Bonferroni

korrigierten Ergebnisse sind ausfihrlich im Anhang (s. Tabelle 30) aufgefihrt.

Die Post-hoc-Analyse mittels Dunn-T-Test ergab bei 5-FU signifikante Unterschiede zwischen den ICso-
Mittelwerten der Zelllinien HROP68Tu2 und HROP88 (p =0,011), zwischen HROP75 und HROP88
(p=0,01), wie auch HROP75 TO M4 und HROP88 (p = 0,015) (s. Abbildung 12 und Tabelle 30).

Bei Irinotecan ergab diese Analyse signifikante Unterschiede zwischen den folgenden Zelllinien:
HROP68Tu2 und HROP75 TO M4 (p = 0,032), HROP68Tu2 und HROPS88 (p = 0,004), HROP40 T1 M2 und
HROP75 TO M4 (p = 0,033), HROP40 T1 M2 und HROP88 (p = 0,003) sowie (s. Abbildung 12 und Tabelle
30).

Gegenliber Paclitaxel zeigten sich nach Durchfiihrung des Dunn-T-Tests statistisch signifikante
Unterschiede im Vergleich der folgenden Zelllinien: HROP68Tu2 und HROP40 T1 M2 (p =0,028),
HROP68Tu2 und HROPS88 (p = 0,001) sowie HROP75 TO M4 und HROP88 (p = 0,028) (s. Abbildung 12
und Tabelle 30).

Fir Erlotinib wurden signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP75
(p=0,001), HROP40 T1 M2 und HROP75TO M4 (p = 0,019) sowie HROP75 und HROP88 (p = 0,019)

nachgewiesen (s. Abbildung 12 und Tabelle 30).
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3.8.2 Kombinationen

In Abbildung 13 sind die Ergebnisse der kombinierten Chemosensitivitatstestung dargestellt. Die
molaren Verhiltnisse der Kombinationen wurden zuvor in Tabelle 13 aufgefiihrt. Die angegebenen
ICso-Werte beziehen sich dabei immer auf den Hauptanteil der jeweiligen Kombination (FOLFIRINOX:
5-FU, GemPac: Gemcitabin und GemErlo: Gemcitabin). Im Folgenden wird dies als ICsq relativ (rel.) zu

der Hauptkomponente bezeichnet. Die abgebildete Cnax bezieht sich ebenfalls auf die

Hauptkomponenten.
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Abbildung 13: Kombinationstestung ICso-Werte und Crax-Werte im Vergleich
Anmerkung. Die ICso-Mittelwerte sind in uM angegeben (Rauten) mit den entsprechenden Standardabweichungen (SD). Die maximale
Plasmakonzentration (Cmax) (horizontale Linie) ist wie von (Liston & Davis, 2017) veroffentlicht angegeben (ebenfalls in uM). Die

angegebenen ICso-Werte beziehen sich dabei immer auf den Hauptanteils der jeweiligen Kombination (FOLFIRINOX: 5-FU, GemPac:
Gemcitabin und GemErlo: Gemcitabin). Fiir FOLFIRINOX ist die Cmax von 5-FU dargestellt, fir GemPac und Gem Erlo die von Gemcitabin.

Um zu untersuchen, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den ICso-Werten der Zelllinien
bestanden, wurde der Kruskal-Wallis-Test (p < 0,05) wie in 2.2.13 beschrieben angewendet. Es konnten
keine statistisch signifikanten Unterschiede der ICso-Mittelwerte bei den getesteten Kombinationen
festgestellt werden: FOLFIRINOX (H(4) = 9,43; p = 0,051), GemPac (H(4) = 6,5; p = 0,165) und GemErlo
(H(4) =6,21; p = 0,184).

In Tabelle 21 und Tabelle 22 sind die Ergebnisse der Interaktionsberechnung der Kombinationen

FOLFIRINOX sowie GemPac und GemErlo aufgefiihrt.
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Tabelle 21: Interaktion von FOLFIRINOX

FOLFIRINOX
Zelllinien ICs0 [UM] Interaktion
FOLFIRINOX FOLFIRINOX FOLFIRINOX
5-FU (Relativ zu Irino. (Relativ zu Oxa. (Relativ zu Cl
5-FU) Irinotecan) Oxaliplatin)
HROP68
Tu2 6,83 3,69 0,31 0,04 1,55 0,03 0.71  Mod. Syn.
&RZOPZLO T 4,80 4,01 0,37 0,04 1,82 0,03 0,99 Add. Eff.
HROP75
7,29 4,78 0,66 0,05 2,84 0,04 0,76  Mod. Syn.
&R;OWS T0 6,61 6,01 1,58 0,07 1,93 0,05 0,99 Add. Eff.
HROP88
2,99 1,73 2,55 0,02 1,85 0,01 0,59 Syn.

Anmerkung. Die ICso-Werte der Einzeltestung und der FOLFIRINOX-Kombination sind in uM angegeben. Die ICso-Werte der Kombination
sind relativ zu der entsprechenden Komponente angegeben, abhédngig von der molaren Ratio (s. 2.2.11). Synergismus (Syn), moderater
Synergismus (Mod. Syn.) und additiver Effekt (Add. Eff.).

Tabelle 22: Interaktion von GemPac und GeméErlo

GemPac
Zelllinie [Cs0 [UM] Interaktion
GemPac GemPac
Gemcitabin (Relativ zu Paclitaxel (Relativ zu Cl

Gemcitabin) Paclitaxel)
HROP68Tu2 0,57 x10°3 0,82 x10°3 7,04 x10°3 0,03 x103 1,44 Anta.
HROP40 T1 M2 0,88 x1073 1,07 x10°3 2,34 x103 0,04 x103 1,23  Mod. Anta.
HROP75 0,65 %103 0,91 x103 2,97 x103 0,03 x103 1,41 Anta.
HROP75 TO M4 1,68 x103 1,12 x10°3 3,36 x10°3 0,04 x103 0,68 Mod. Syn.
HROP88 0,67 x103 0,65 x1073 0,10 x103 0,02 x103 1,23  Mod. Anta.

GemeErlo
Zelllinie [Cs0 [UM] Interaktion
GemeErlo GemeErlo
Gemcitabin (Relativ zu Erlotinib (Relativ zu Cl

Gemcitabin) Erlotinib)
HROP68Tu2 0,57 x10°3 0,75 x10°3 6,52 0,02 1,32 Anta.
HROP40 T1 M2 0,88 x1073 0,80 x103 0,19 0,03 1,07 Add. Eff.
HROP75 0,65 x1073 1,20 x10°3 19,18 0,04 1,85 Anta.
HROP75 TO M4 1,68 x10°3 1,18 x10°3 10,59 0,04 0,71 Mod. Syn.
HROP88 0,67 x1073 0,74 x103 0,34 0,02 1,19 Mod. Anta.

Anmerkung. Die ICso-Werte der Einzeltestung und die GemPac und GemErlo-Kombination sind in uM angegeben. Die ICso-Werte der
Kombination sind relativ zu der entsprechenden Komponente angegeben, abhangig von der molaren Ratio (s.2.2.11). Moderater
Synergismus (Mod. Syn.), additiver Effekt (Add. Eff.), moderater Antagonismus (Mod. Anta.) und Antagonismus (Anta.).
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Die meisten additiven und synergistischen Effekte wurden gegeniliber der Kombinationstherapie
FOLFIRINOX nachgewiesen. Die Kombinationstherapie FOLFIRINOX erzielte bei allen Zelllinien
verstarkende Interaktionen (additive oder synergistische Effekte) und somit eine starkere Wirkung als
die 5FU-Monotherapie. Additive Effekte zeigten HROP40 T1 M2 (Cl: 0,99) und HROP75 TO M4 (Cl: 0,99).
Moderat synergistische Effekte wurden bei HROP68Tu2 (Cl: 0,71) und HROP75 (Cl: 0,76) gemessen.
Die starkste positive Interaktion zeigte sich bei HROP88, hier wurde ein Synergismus nachgewiesen (Cl:

0,59).

Die Kombination GemPac erzielte groftenteils antagonistische Effekte. Die Kombination von
Gemcitabin und Paclitaxel wirkte bei HROP68Tu2 (Cl: 1,44) und HROP75 (Cl: 1,41) antagonistisch.
Moderat antagonistische Effekte zeigten sich fir HROP40 T1 M2 (Cl: 1,23) und HROP88 (Cl: 1,23). Die
starkste positive Interaktion stellte sich bei HROP75 TO M4 ein, hier wurde ein moderater Synergismus

gemessen (Cl: 0,68).

Die Kombination GemErlo erzielte ebenfalls grofRtenteils antagonistische Effekte. Die kombinierte
Wirkung von Gemcitabin und Paclitaxel bei HROP68Tu2 (Cl: 1,32) und HROP75 (Cl: 1,85) war
antagonistisch. Ein moderater Antagonismus zeigte sich bei HROP88 (Cl:1,19). Verstarkende
Interaktionen wurden bei HROP40 T1 M2 (additiver Effekt, Cl: 1,07) und HROP75 TO M4 (moderater

Synergismus, Cl: 0,71) detektiert.
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Durchflusszytometrie

3. ERGEBNISSE

In Abbildung 14 ist die Expression von Oberflachenproteinen anhand des Anteils der positiv gefarbten

Zellen in Prozent und der MFIR in Form einer Heatmap dargestellt (Standardabweichungen: s. Tabelle

32). Dabei sind die Mittelwerte, die aus mindestens drei unabhingigen Messungen generiert wurden,

aufgefihrt. Es wurden Tumormarker, Signaltransduktion und Proliferation (CD326, CD66adecb, CD15,

CD26, CD29, CD71, EGFR, HER2, Mesothelin und Krebs-lgG), Chemo-Resistenz (CD227 und CD13),

Adhésion und Zell-Zell-Interaktion (CD54, CD58, CD80 und CD86), Todesligand und -Rezeptor (CD95

und CD178), sowie Marker der Immunogenitdt und Immunsuppression (MHC-1, MHC2, CD90, CDA40,

CTLA4, PD-1 und PD-L1) durchflusszytometrisch untersucht.
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Abbildung 14: Heatmap Durchflusszytometrie

Anmerkung. Expression von Oberflachenantigenen. Standardabweichungen der positiv gefarbten Zellen und der MFIR s. Tabelle 32,
Farbeansatze s. Tabelle 31.
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Im Folgenden wird der Ausdruck ,,Expression” fiir das Vorhandensein der detektierten Proteine auf der
Zelloberflache der Tumorzellen verwendet. Von einer homogenen Expression eines Markers wurde
ausgegangen, wenn im Density-Plot lediglich eine Population an Zellen abzugrenzen war. Die Breite
der Expression wurde ebenfalls bestimmt. Zeigten Zellen einer Population grofRe Unterschiede in der
Expression der entsprechenden Marker (breite Population auf der x-Achse), wurde dies als breite
Varianz in der Expression bezeichnet. Konnten im Density-Plot zwei Populationen abgegrenzt werden,

wurde die Expression als heterogen bezeichnet.

Epithel- und Tumormarker-Expression

Die Expression der Epithel- und Tumormarker CD326 und CD66adecb wurden verwendet, um den
epithelialen Ursprung der Zelllinien nachzuweisen; sie stellen damit einen Teil der Qualitdtskontrolle
im Rahmen der Etablierung dar. Mit dem verwendeten AK konnten die Subtypen a, b, ¢, d und e der
CEA-Antigen-Familie detektiert werden, daher wird im Verlauf die etablierte Bezeichnung CD66adecb
verwendet. Im Anhang (s. Abbildung 15) sind die Expression von CD326 und CD66adecb der fiinf

Zelllinien vergleichend, anhand von Density-Plots und Histogrammen, dargestellt.

Alle Zelllinien exprimierten CD326, somit konnte von einem epithelialen Ursprung aller finf Zelllinien
ausgegangen werden. Im Vergleich zu den anderen Zelllinien wurde bei HROP68Tu2 (34,1 %,
MFIR: 1,9) eine geringere Expression gemessen (HROP40 T1 M2 [99,8 %, MFIR: 29,3], HROP75 TO M4
96,7 %, MFIR: 30,4] und HROP88 [91,4 %, MFIR: 26,1]). Bei HROP75 lag eine heterogene CD66adechb-
Expression vor, mit einer groRen Standardabweichung der positiv gefarbten Zellen (62,5 % * 30,8 %)
und einer im Vergleich niedrigeren MFIR von 2,5. Eine CD66adecb-positive Subpopulation lieR sich

nicht eindeutig abgrenzen.

MHC-Expression

Im Anhang (s. Abbildung 16) sind die Expression von MHC-1 und MHC-2 der finf Zelllinien
vergleichend, anhand von Density-Plots und Histogrammen, dargestellt. Die Expression von MHC-1 war
bei allen Zelllinien erhalten (> 99 %) mit einem homogenen Expressionsmuster. Die starkste Expression
lag bei HROP88 mit einer MFIR von 367 vor. Nur die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 und HROP88 zeigten
eine signifikante Expression von MHC-2. Bei HROP68Tu2 (29,2 %, MFIR: 1,7) konnte keine zweite
Population sicher abgegrenzt werden. Bei HROP88 deutete sich hingegen eine MHC-2-positive

Subpopulation im Density-Plot und Histogramm an (22,9 %, MFIR: 1,4).
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EGFR und HER-2-Expression

Alle Zelllinien waren homogen EGFR- (>97 %), sowie HER-2-positiv (s. Abbildung 17). Mit der
Ausnahme von HROP75 TO M4 (87,5 %) waren mehr als 95 % der Zellen der restlichen Zelllinien HER-
2-positiv. Wahrend die MFIR von HER2 nur eine kleine Varianz zwischen den Zelllinien (MFIR: 7,8 bis
17,4) aufwies, lagen gréBere Unterschiede in der MFIR bei der EGFR-Expression vor. Die starkste EGFR-
Expression wurde fiir HROP40 T1 M2 (MFIR: 81,8) gemessen.

Um die Korrelation zwischen der EGFR-Expression und dem Ansprechen auf die Anti-EGFR Therapie
mit Erlotinib zu untersuchen, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 23 dargestellt. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Korrelationen zwischen der EGFR-

Expression und den IC50-Werten der Zelllinien, die fir Erlotinib bestimmt wurden.

Tabelle 23: Korrelation der EGFR-Expression mit der ICso von Erlotinib

EGFR EGFR
(Expression in %) (Expression in MFIR)
IC50 (Erlotinib) Pearson-Korrelation 0,699 -0,376
Sig. (2-seitig) 0,189 0,533
N 5 5

Anmerkung. Zweiseitige Signifikanz (Sig [2-seitig]), Anzahl der Zelllinien (N).

PD-1 und PD-L1-Expression

Mit Ausnahme HROP75 TO M4 exprimierten alle Zelllinien homogen PD-L1. Bei HROP75 TO M4 (40,1 %,
MFIR: 2,3) zeigte sich eine kleine PD-L1-positive Subpopulation (s. Abbildung 18). Bei allen Zelllinien
wurde eine kleine PD-1-positive Subpopulation gemessen, der hochste Wert positiv angefarbter Zellen
wurde bei HROP40 T1 M2 (22,3 %) gemessen. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten keine statistisch

signifikante Korrelation zwischen der EGFR-Expression und den IC50-Werten.

Weitere Oberflachenproteine

HROP68Tu2 und HROP40 T1 M2 zeigten eine geringere CD71-Expression als die anderen Zelllinien. Alle
Zelllinien exprimierten CD54 (ICAM-1), jedoch in unterschiedlicher Auspragung und Intensitat. CD58
oder lymphocyte function-associated antigen 3 (LFA-3) wurde von allen Zelllinien mit mehr als 99 %
exprimiert. HROP68Tu2 zeigte eine geringere Tumornekrosefaktorrezeptor-Superfamilie 5 (TNFRSF5)
und CD40-Expression (41,5 %, MFIR: 4,7) als die anderen Zelllinien. Diese waren mit > 99 % homogen
CD40-positiv. Darlber hinaus wurde bei diesen auch eine bedeutend héhere MFIR gemessen

(HROP40 T1 M2: 30,3; HROP75: 103,6; HROP75 TO M4: 32,5 und HROP88: 71,4).
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4. Diskussion

Das PDAC hat trotz massiver Forschungsbemihungen noch immer eine schlechte Prognose (siehe
oben). Zur Entwicklung neuer Therapien werden aus Patientinnen und Patienten etablierte
Tumormodelle bendtigt, welche die Grundlage der praklinischen und translationalen Forschung
darstellen (Krempley & Yu, 2017; Mullins et al., 2019). Bei der 2D-Zelllinie handelt es sich um ein seit
langem etabliertes Forschungsmodell, welches sich besonders fiir der Evaluation neuer Therapien fir

seltene Erkrankungen eignet (Rivera et al., 2021; Wagner et al., 2021).

Das PDAC bietet einige Besonderheiten bei der Etablierung von 2D-Zelllinien. Die Erkrankung zeichnet
sich durch eine so genannte intratumorale Heterogenitat aus. Darunter versteht man, dass ein Tumor
aus verschiedenen Bereichen besteht, welche unterschiedliche molekularpathologische Eigenschaften
besitzen (Gutierrez et al., 2021). Daher kann es bei der Etablierung verschiedener Modelle aus einem
Tumor dazu kommen, dass sie sich in ihren Eigenschaften unterscheiden. Um die groRe phanotypische
Heterogenitat des Tumors mit 2D-Zelllinien darstellen zu kénnen, ist es daher notwendig, immer neue
primare Tumorzelllinien zu entwickeln (Riickert et al., 2012). So kann vermieden werden, auf lang
etablierte und weit verbreitete Zelllinien zuriickgreifen zu miussen, die sich haufig von der originalen

Tumormikro- und Makroarchitektur weit entfernt haben.

Im Rahmen des interdisziplinaren BioBank-Projektes der AG MOI der Universitatsmedizin Rostock
wurden seit 2007 in Summe 155 PDAC-Tumorproben gesammelt (Stand: 01.10.2022). Erst eine solche
Infrastruktur ermaoglicht die Etablierung neuer Zelllinien auch von seltenen Tumoren wie dem MPC.
Diese stellt jedoch vor allem beim PDAC auf Grund der besonderen Histopathologie eine
Herausforderung dar. Dazu gehoéren der mit etwa 10 % geringe Anteil an epithelialen Tumorzellen an
der Gesamtmasse des Tumors, die umgebene desmoplastische Reaktion und die damit einhergehende
Uberproduktion von Fibroblasten sowie die haufig geringe GroRe des Tumors zum Zeitpunkt der
Resektion (Kim et al., 2017; Rickert et al., 2012; Xie & Xie, 2015). Daher stehen der Forschung
bedeutend weniger PDAC-Zelllinien zur Verfiigung, als dies bei anderen Tumorleiden der Fall ist (Kim

et al.,, 2017).

4.1 Etablierung und Qualitatskontrolle

Von den initial zwolf in Kultur genommenen Zelllinien starben im Rahmen der Etablierung zwei der

Zelllinien (HROP10 T5 M2, HROP25 TO M2). Bei der Kultivierung einer heterogenen Tumorprobe setzt

sich in der Regel der Zellklon mit dem schnellsten Wachstum durch und verdrangt die anderen

Zelltypen. Dabei verdrangen die in der Mehrzahl vorkommenden Stromazellen haufig die epithelialen

Tumorzellen. Dieses Phanomen trat bei der Etablierung von HROP100 und HROP100 TO M1 auf und
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stellte in der Etablierung primarer und sekundarer PDAC-Zelllinien ein bekanntes Problem dar (Riickert

et al., 2012).

Auf Grund dieser Herausforderungen ist die Etablierungsrate von PDAC-Zelllinien gering. Rlckert et al.
(2012) beschrieben die erfolgreiche Etablierung von flinf primaren Pankreaskarzinom-Zelllinien aus 54
Patientenproben (Etablierungsrate von 9,3 %). Kim et al. (2017) beschrieben eine Etablierungsrate von
7,4% (6/81). In unserer Arbeitsgruppe wurden (Stand 16. Nov.2024) bei 42 PDAC-Fillen 55
Etablierungsversuche unternommen. In Summe wurden 13 Zelllinien aus dem Tumormaterial von 11
Patientinnen und Patienten erfolgreich etabliert. Dies entsprach einer Gesamtetablierungsrate von
23,6 % (13/55). Diese waren bei 3 von 24 (12,5 %) Versuchen der Etablierung von priméren Zelllinien

und bei 10 von 31 (32,3 %) Versuchen der Etablierung von sekundaren Zelllinien erfolgreich.

Die sekundaren Zelllinien wurden aus subkutan-xenotransplantierten Tumoren etabliert. Diese
Methode ist technisch einfacher und ermoéglicht im Vergleich zu orthotoper Transplantation eine
standige Kontrolle der TumorgréBe. Zwar zeigen sich genetisch zwischen orthotoper und subkutaner
Xenotransplantation kaum Unterschiede (Jun et al., 2018), doch die subkutane Transplantation geht,
verglichen mit der orthotopen Transplantation, mit einer unphysiologischen Tumor-Stroma
Interaktion einher (Richmond & Su, 2008). In der AG MOI wurden die Tumorproben subkutan
xenotransplantiert, da dieses Verfahren in der Arbeitsgruppe auch bei anderen Tumorentititen

verwendet wurde.

Als erster Schritt der Qualitatskontrolle wahrend der Etablierung wurde eine human spezifische
Cytochrom-B-PCR durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass die Zelllinien HROP67 T1 M2 und
HROP88 TO M2 nicht humanen Ursprungs waren. Die Zelllinien waren zuvor schon durch eine

fibroblastenartige Morphologie aufgefallen.

Das Wachstum der Zelllinie HROP54 T1 M1 war so langsam, dass sie nicht rechtzeitig final etabliert
werden konnte, um in diese Arbeit eingeschlossen zu werden. Dementsprechend verringerte sich die
Zahl der Zelllinien von initial zwolf auf finf. Die verbleibenden Zelllinien (HROP68Tu2, HROP40 T1 M2,
HROP75, HROP75TOM4 und HROP88) wurden regelmaRig auf etwaige Mykoplasmen-

Kontaminationen getestet, welche zu keinem Messzeitpunkt nachgewiesen wurden.

Zum Nachweis der Patientinnen- bzw. Patientenzugehorigkeit der Zelllinien und zum Ausschluss
etwaiger Verwechslungen von Proben wurde im nachsten Schritt der Qualitatskontrolle eine STR-
Analyse mittels Multiplex PCR und anschlieBender Kapillarelektrophorese durchgefiihrt. Fir die

Auswertung wurde das STR-Profil des Normalgewebes mit dem der Zelllinie verglichen.

Die starksten Abweichungen im STR-Profil wurden zwischen den untersuchten HROP68-Proben

festgestellt. Bei drei Markern kam es zu Abweichungen in der Fragmentlange der Allele, bei zwei
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Markern kam es zu einem Allel-Zugewinn und bei vieren zu einer LOH. Sowohl eine LOH als auch ein
Allel-Zugewinn kdnnte in Zusammenhang mit einem fortgeschritteneren Tumorstadium stehen, wie es
bei HROP68 vorlag (G 3-4) (Masters et al., 2001). Darliber hinaus kam es bei dem Material des
phanotypisch mannlichen Patienten zu einer Konversion des Geschlechtsmarkers von mannlich zu
weiblich, welche Ausdruck des Verlusts des Y-Chromosoms ist. In der Zusammenschau zeigten die
Ergebnisse der STR-Analyse der HROP68-Proben deutlich, dass immer neue genetische Mutationen
Uber die Zeit auftraten. Bei HROP68 lagen diese Ergebnisse in der MSI begriindet. Dieser

Zusammenhang wird in der Diskussion an spaterer Stelle genauer beleuchtet.

Bei den Normaltyp-PDAC-Fallen kam es zu bedeutend weniger Abweichungen im STR-Profil als bei
HROP68. Bei HROP40 kam es zu Veranderungen in der Fragmentlange dreier Marker-Allele, die
allesamt jeweils ein Basenpaar kirzer waren als die des Normalgewebes. Die Ursache dieser
Abweichungen waren wahrscheinlich Deletionen. Die HROP75 Proben wiesen lediglich eine
Veranderung in der Allel-Fragmentlange und eine LOH bei zwei Markern auf. Bei HROP88 wurde eine
LOH und zwei Abweichungen in der Fragmentlange nachgewiesen. Bei den Zelllinien HROP75 und
HROP88, die beide als UICC-3-Tumor klassifiziert wurden, kénnte die LOH mit dem fortgeschrittenen
Tumorstadium in Zusammenhang stehen. HROP40 wurde als UICC 2 klassifiziert und wies keine LOH

auf, was diese These unterstitzt.

Eine Konversion des Geschlechtsmarkers von weiblich zu mannlich, welche ein Indiz einer
Probenverwechslung sein kdnnte, war bei keiner der Proben zu verzeichnen. Die Abweichungen in der
Fragmentldnge kdnnen auf die Markerinstabilitdt oder Mutationen zurlickgefiihrt werden. Auf Grund
der nur geringen Abweichungen des STR-Profils der Proben untereinander konnte die
Patientenzugehorigkeit der Zelllinien festgestellt werden. Komplementiert wurde die
Qualitatskontrolle mittels Durchflusszytometrie. Alle fiinf Zelllinien exprimierten die Tumormarker

CD66 und CD326, letzterer wies den epithelialen Ursprung der Zellen nach.

4.2 Basischarakterisierung

Nach der Qualitatskontrolle erfolgte eine Basischarakterisierung welche die Morphologie sowie das

Wachstums- und Migrationsverhalten einschloss.

Morphologie

Morphologisch kénnen PDAC-Zelllinien in zwei Gruppen eingeteilt werden. lhre Morphologie kann als

rein epithelartig oder pleomorph (gemischt epithelartig und spindelférmig) unterschieden werden
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(Shichi et al., 2022). Die Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP88 wuchsen rein epithelartig und in dichten
Zellverbanden. Die Morphologie der MPC-Zelllinie HROP68Tu2 hingegen war als pleomorpher
Phanotyp zu beschreiben. Die Morphologie der Zelllinien HROP75 und HROP75 TO M4 war vergleichbar
zu der von HROP68Tu2. Darliber hinaus wuchsen diese drei Zelllinien als einzelne, weniger gruppierte

Zellen im Vergleich zu HROP40 T1 M2 und HROP88, welche in dichten Zellkolonien wuchsen.

Wachstumsgeschwindigkeit

Die experimentell bestimmten Verdopplungszeiten waren vergleichbar mit denen bekannter PDAC-
Zelllinien wie Mia PaCa-2 mit 40 h (Yunis et al., 1977), Pan-1 mit 52 h (Lieber et al., 1975) und Capan-2
mit 90 h (Kyriazis et al., 1986). Somit waren die hier ermittelten Verdopplungszeiten als plausibel

anzusehen.

Die Verdopplungszeit von HROP68 Tu2 war die im Vergleich héchste (98,6 h). Somit zeigte die MPC-
Zelllinie HROP68Tu2 ein langsameres Wachstum als die Normaltyp-PDAC-Zelllinien. Der Unterschied
der Verdopplungszeit war im direkten Vergleich zu den Zelllinien HROP75, HROP75 TO M4 und HROP88
signifikant (s. Abbildung 8).

Bei dem KV-basierten Assay zur Bestimmung der Verdopplungszeit kam es zu grofSen Abweichungen
der Messwerte. Ursachlich dafur waren wahrscheinlich die auftretenden Randeffekte. Diese waren
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass sich die Platte nach dem Aussaen der Zellen vom Rand her
aufwarmte. Die dicht wachsenden Zellen hemmten sich gegenseitig im Wachstum (Kontaktinhibition).
Vor allem HROP68Tu2 und HROP88 waren von diesem unregelmallig auftretenden Phdanomen
betroffen, welches hohe Standardabweichungen verursachte. Um zuverldssigere Ergebnisse zu
erzielen, wurden bei diesen Zelllinien die Experimente mit Kollagen-beschichteten Wells wiederholt.

So konnten geringere Abweichungen der Verdopplungszeiten erreicht werden.

Migration

Zu der grundlegenden Charakterisierung der Tumor-Zelllinien gehért auch die Zellmigration, welche
einen integralen Bestandteil des Metastasierungsprozesses darstellt. Ein hoheres Migrationspotenzial
von Tumorzelllinien korreliert mit einem hoheren metastatischen Potenzial (Sahai, 2007; Yamaguchi
et al., 2005). Um Rickschllsse auf das metastatische Potenzial der flinf Zelllinien zu erlangen, wurde
in dieser Arbeit die Fahigkeit der Zellen zu migrieren mittels Messung der Migrationsgeschwindigkeit

im 2D-Scratch-Assay objektiviert.
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Die Tumorzellmigration im 2D-Versuch kann in zwei Arten unterschieden werden. Dabei wird die
Migration von einzelnen Zellen in den Scratch hinein von der Migration im Verbund unterschieden
(Friedl & Alexander, 2011). Die morphologisch rein epithelartig Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP88
migrierten als geschlossener Zellrasen im Verbund. Im Vergleich dazu kam es bei den pleomorphen
Zelllinien, zu denen auch HROP68Tu2 gehorte, zu einer Migration von einzelnen Zellen in den Scratch
hinein. Die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 wies die niedrigste Migrationsgeschwindigkeit der flinf Zelllinien
auf. Der gemessene Unterschied war allerdings nur im Vergleich zu HROP40 T1 M2 und HROP75 TO M4
signifikant (s. Abbildung 11). Mit letzterer war ein Vergleich jedoch nicht sinnvoll, da die Zelllinie wie
zuvor beschrieben das verwendete 0 %ige VM nicht tolerierte. Somit wurde bei HROP75 TO M4
moglicherweise nicht allein die Migration gemessen, sondern es war davon auszugehen, dass Effekte
der Zellproliferation das Messergebnis verfalschten. So lieB sich auch die unerwartet hohe Migrations-

geschwindigkeit erklaren.

Die Ergebnisse des 2D-Scratch-Assays wiesen darauf hin, dass das Migrationspotenzial von HROP68Tu2
moglicherweise im Vergleich geringer war als das der anderen Zelllinien. Diese Beobachtung wiirde
sich mit den klinischen Daten des ldngsten riickfalllosen Uberlebens (zehn Monate) und dem im

Vergleich langen Gesamtiiberleben von 23 Monaten decken.

Um diese Beobachtung zu verifizieren, miissen weitere Experimente durchgefiihrt werden, in denen
beispielsweise das Migrationsverhalten von HROP68Tu2 mit einer gréRBeren Stichprobe von PDAC-
Zelllinien verglichen werden kénnte. Zur Ausbildung von Metastasen in vivo ist neben der Migration
auch die Fahigkeit der Tumorzellen, Membranen von Blut- sowie LymphgefdaRen zu durchdringen
elementar. Da der 2D-Scratch-Assay diese metastatischen Prozesse nicht erfasst, waren hier
weiterflihrende Experimente anzuschlieBen, welche beispielsweise die Invasion anhand eines

Transwell-Assays untersuchen.

4.3 Chemosensitivitat

In dieser Arbeit wurden die in der S3-Leitlinie (Seufferlein et al., 2022) empfohlenen Therapieregime
verwendet, welche auch bei den HROP-Patientinnen und Patienten verwendet wurden. So war es
moglich, die Sensitivitat der Zelllinien in vitro mit dem Ansprechen der Tumoren der entsprechenden

Patientinnen und Patienten in vivo zu vergleichen.
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Einzeltherapeutika

Die Sensibilitat der Zelllinien gegeniiber den einzelnen Therapeutika wurde mittels einem KV-basierten
Assay bestimmt. Die ICso der Therapeutika 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin, Gemcitabin und Paclitaxel lag
bei allen Zelllinien unter der Cmax. Folglich waren die fiinf untersuchten Zelllinien als sensibel gegentiber

diesen funf Therapeutika einzustufen.

Zur Einordnung der in dieser Arbeit experimentell ermittelten 1Cso-Werte wurden diese vorrangig mit
den von Zhao et al. (2022) publizierten Ergebnissen verglichen, welche die Sensitivitdt von zehn
Zelllinien gegeniiber der Chemotherapeutika 5-FU, Irinotecan, Cisplatin, Gemcitabin und Paclitaxel
untersuchten. Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden die Therapeutika verabreicht, und 72 h

nach Aussaen der Zellen erfolgte die Messung der Zell-Viabilitat.

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob sich die ICs-Werte der einzelnen Zelllinien untereinander
unterschieden, wurden die Unterschiede der ICso-Werte zwischen den Zelllinien auf statistische
Signifikanz untersucht. Auf Grund des hohen Aufwands der Chemosensitivitdtstestung durch das
handische Erstellen der Verdiinnungsreihen wurden pro Medikament und Zelllinie nur drei bis vier
Messwerte erhoben. Dariber hinaus war die Methode fehleranfillig, denn schon kleine
Pipettierungenauigkeiten konnten die Ergebnisse der ICso-Werte stark beeinflussen. Um diese
Faktoren in der statistischen Untersuchung zu berticksichtigen, werden hier die nicht-Bonferroni-

korrigierten Ergebnisse des Dunn-T-Tests aufgefiihrt.

Die Sensibilitdit von HROP68Tu2 gegentiber 5-FU, der Hauptkomponente des FOLFIRINOX-Regimes,
war vergleichbar mit der der anderen vier Zelllinien; ein statistisch signifikanter Unterschied bestand
lediglich zwischen HROP68Tu2 und HROP88. Letztere zeigte die hochste Sensitivitat gegenliber 5FU.
Die ICso-Werte der fiinf Zelllinien lagen im Bereich von 2 bis 8 uM. In der Literatur wurden ICso Werte
zwischen 0,4 und 20,3 uM beschrieben (Zhao et al., 2022). Verglichen mit der aus der Literatur

herangezogenen Cmax (426 UM) war die ermittelte 1Cso etwa um den Faktor 100 kleiner.

Fir Irinotecan wurden bei HROP68Tu2 und HROP40 T1 M2 die niedrigsten ICso-Werte nachgewiesen.
Die Zelllinien HROP75TO M4 und HROP88 zeigten statistisch signifikant hohere ICso-Werte als
HROP68Tu2 und HROP40 T1 M2. Wahrend die 1Cso von HROP40 T1 M2 (0,38 uM) und HROP68Tu2
(0,32) etwa 10x geringer war als die Cmax (5,78 uM), war die ICso der im Vergleich am wenigsten
sensiblen Zelllinie HROP88 (2,55 uM) nur halb so groB wie die Cmax. Die ermittelten ICso-Werte, die im
Bereich von 0,3 bis 2,5 uM lagen, waren etwa eine Zehnerpotenz kleiner als die hier zum Vergleich
herangezogenen ICso-Werte, die zwischen 3,5 und 30,8 uM lagen (Zhao et al., 2022). Diese Abweichung
war zu tolerieren und konnte verschiedene Griinde haben, wie eine hohe Sensibilitdt der Zelllinien

gegenlber Irinotecan oder die abweichende Versuchsdurchfiihrung.
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Gegenliber Oxaliplatin zeigten die untersuchten Zelllinien keine statistisch signifikanten Unterschiede
in der Sensibilitat. Die ermittelten ICso-Werte lagen in einem Bereich von 1,5 bis 3 uM. Zwar lagen sie
damit formal unter der Cmnax von 5 pM, sind allerdings nicht besonders weit entfernt. Tumore, welche
eine BRCA1/2-Mutation aufweisen, besitzen haufig eine hohere Sensibilitdt gegenuber Platin-
basierten Chemotherapeutika wie Oxaliplatin (Pishvaian et al., 2020). Solche Mutationen treten etwa
bei 5 — 6 % der PDACs auf (Friedenson, 2005; Lynch et al., 2005). Bei HROP68 wurde lediglich in einer
PDX-Probe (HROP68Tu2 fTO M2) eine BRCA1-Mutation nachgewiesen (s. Anhang: Tabelle 27), jedoch
nicht im Primarius oder dem Rezidiv. Folglich zeigte sich im Vergleich zu den anderen vier getesteten

Zelllinien keine erhohte Sensibilitat der Zelllinie HROP68Tu2 gegeniber Oxaliplatin.

Die ICso-Werte von Gemcitabin lagen im Bereich von 0,5 bis 2 x103 uM. Die ICso-Werte bekannter
Zelllinien, wie MIA-CaPa-2 (0,32 x103 uM) (Fujiwara-Tani et al., 2022) und CaPan-1 (30,1 x103 uM)
(Quint et al., 2012) lagen etwa im gleichen Bereich. Daher waren die hier bestimmten Werte als
plausibel zu betrachten. Interessanterweise waren die I1Cso der hier untersuchten Zelllinien mehr als
10.000 Mal niedriger als die Cmax (89 uUM). Hier kann von einer Uberaus starken Sensibilitdt aller funf
Zelllinien gegeniliber Gemcitabine ausgegangen werden. Auch hier zeigten sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den ICso-Werten der Zelllinien.

Die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 wies die im Vergleich hochste Resistenz gegentber Paclitaxel auf. Die
ermittelte 1Cso war signifikant hoher als die der Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP88. Zhao et al.

(2022) beschrieben vergleichbare Paclitaxel Sensitivitdten mit ICso-Werten von < 0,1 bis 16,7 uM.

Resistenzen von Zelllinien gegenlber einem Therapeutikum wurden lediglich bei Erlotinib
nachgewiesen. Die ICsp von HROP68Tu2 (6,5 uM), HROP75 (19 uM) und HROP75 TO M4 (11 uM) waren
groRer als die Cmax (3 uM). Die Zelllinien HROP40 T1 M2 und HROP88 reagierten sensibel auf Erlotinib.
Die entsprechenden 1Cso (0,19 und 0,34 uM) waren, verglichen mit der Cma, um das Zehnfache
geringer. loannou et al. (2011) untersuchten die ICso von Erlotinib bei sieben Zelllinien. Zwei der sieben
Zelllinien hatten eine geringe 1Cso (1 bis 6 uM), wahrend hingegen die anderen funf Zelllinien eine
ICso > 20 uM aufwiesen. Letztere waren folglich resistent gegentiber Erlotinib. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten ICso-Werte lagen in einem &dhnlichen Bereich und wurden daher als plausibel

eingestuft.

Kombinationen

Die von Begg et al. (2020) ermittelten ICso-Werte gegeniiber FOLFIRINOX und GemPac waren héher als
die in dieser Arbeit ermittelten Werte. Zu begriinden ist dieser Unterschied wahrscheinlich in der

abweichenden Durchfiihrung der Chemosensitivitatstestung. Wahrend Begg et al. (2020) die Zellen
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24 h nach dem Aussaen behandelten und an Tag flinf die Messung der Viabilitat durchfiihrten, wurden
in dieser Arbeit die Zellen zweimal den Therapeutika ausgesetzt und an Tag sieben die Messung der
Viabilitat durchgefiihrt. Auch wenn die zweifache Behandlung der Zellen mit bedeutend mehr Aufwand
verbunden war, wurde sie verwendet, um das klinische Setting besser zu simulieren. Denn die
Tumorzellen werden auch in vivo, im Rahmen eines Chemotherapie-Zyklus, mehrfach den Substanzen
ausgesetzt. Folglich ist es nachvollziehbar, dass Begg et al. (2020) eine hoéhere Dosis verwenden
mussten, um bei einmaliger Therapie einen ICso-Effekt zu erzielen. Die fir die HROP-Zelllinien
bestimmten ICso-Werte lagen bei FOLFIRINOX zwischen 1,5 und 6,5 uM und bei GemPac wie auch
GemeErlo im Bereich von 0,5 bis 1,5 nM. Sie sind, nach dem Vergleich der Werte mit denen von Begg et
al. (2020) (FOLFIRINOX: 2,5 x 10 bis 0,4 uM; GemPac 4 x 10 bis 0,31 pM), unter Berticksichtigung des

abweichenden Studiendesigns, als plausibel anzusehen.

Gegenliber der drei getesteten Kombinationen FOLFIRINOX, GemPac und GemErlo zeigten sich im
Kruskall-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede der 1Cso zwischen den Zelllinien. Folglich

bewirken die jeweiligen Kombinationstherapien bei allen Zelllinien einen vergleichbar starken Effekt.

Fiir das Kombinationsregime FOLFIRINOX ergaben sich durchweg additive und synergistische Effekte.
Die Zelllinie HROP88 war sowohl gegenliber FOLFIRINOX wie auch der Hauptkomponente 5-FU am
sensibelsten. Bei dieser Zelllinie erzielte FOLFIRINOX einen Synergismus und damit die starkste positive
Interaktion (ClI = 0,59), gefolgt von HROP68Tu2 und HROP75, bei denen ein moderater Synergismus
nachgewiesen wurde. Additive Effekte erzielte FOLFIRINOX bei den beiden PDX-Zelllinien
HROP40 T1 M2 und HROP75 TO M4. Trotz der Unterschiede der ICso gegentiber den Einzelsubstanzen

war FOLFIRINOX in der Lage, bei allen der fiinf Zelllinien additive Effekte hervorzurufen.

Bei der Patientin HROP75 wurde das Therapieregime FOLFIRINOX im neoadjuvanten Setting klinisch
angewendet. Auf Grund der anschlieRend erfolgten Resektion ist von einem Ansprechen des Tumors
auf die Therapie auszugehen. Die Ergebnisse der Chemoresistenz-Testungen im Zellkulturversuch

zeigten bei HROP75 im Vergleich zu anderen Zelllinien keine Anzeichen auf eine Resistenz.

Die Kombination von GemPac fiihrte groRtenteils zu antagonistischen Effekten. Folglich war der
inhibitorische Effekt der Gemcitabin-Monotherapie starker als der der Kombination mit Paclitaxel.
Lediglich bei der Zelllinie HROP75 TO M4, welche die geringste Sensitivitdt gegenliber Gemcitabin
aufwies, konnte die Kombination einen moderaten Synergismus erzielen. Interessanterweise konnte
in mehreren in vitro-Studien (Oliveras-Ferraros et al., 2008; Sui et al., 2006) nachgewiesen werden,
dass die Interaktion zwischen Gemcitabin und Paclitaxel abhangig war von dem zeitlichen Ablauf der
Behandlung. Bei Therapieregimen, bei denen zuerst Paclitaxel und mit zeitlichem Versatz Gemcitabin

angewendet wurde, konnten ausschlielich synergistische Effekte gemessen werden. Eine
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gleichzeitige Applikation von Gemcitabine und Paclitaxel, wie sie auch in dieser Arbeit erfolgte,

bedingte hingegen teilweise antagonistische Effekte (Oliveras-Ferraros et al., 2008; Sui et al., 2006).

In der Einzeltherapie erwies sich Erlotinib als hochwirksam bei HROP40 T1 M2 und HROPS88. Erlotinib
konnte jedoch die Wirksamkeit, in der Kombination mit Gemcitabin, nur bei HROP40 T1 M2 steigern
(additiver Effekt), jedoch nicht bei HROP88. Die Ursache lag wahrscheinlich im molekularen Verhaltnis
von Gemcitabin zu Erlotinib (1:38,20). Dabei war die Erlotinib-Konzentration bei HROPS88
wahrscheinlich zu gering, um einen additiven Effekt zu bewirken. Die Konzentration von GemeErlo,
welche bei HROP88 eine 50 %ige Wachstumsinhibition (ICso) erzielte, lag bei 0,74x10% uM Gemcitabin
und 0,02 uM Erlotinib. Damit war die hier verwendete Erlotinib Dosis etwa um das Zehnfache geringer
als die in der Einzeltestung bestimmte 1Cso-Dosis von 0,34 uM. Daher war die Wirkung von Erlotinib in
der Kombination mit Gemcitabin bei HROP88 wahrscheinlich kaum vorhanden. Im Gegensatz dazu
lagen bei HROP40 T1 M2 die ICso-Dosis bei der Kombination (0,03 uM) und die ICso, welche in der
Einzelmessung bestimmt wurde (0,19 uM) nicht so weit auseinander. Ware der Erlotinib-Anteil im
molaren Verhiltnis der GemErlo-Kombination groRRer gewesen, hatte sich eventuell auch bei HROP88

ein additiver Effekt eingestellt.

Interessanterweise konnten Moore et al. (2007) im klinischen Setting ebenfalls keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen dem EGFR-Expressionsstatus des Tumors und dem Ansprechen auf
die Kombinationstherapie nachweisen. Auch in der in dieser Arbeit durchgefiihrten Korrelations-
analyse zwischen der EGFR-Expression (% gefarbte Zellen und MFIR) und den ICso-Werten von Erlotinib
zeigten sich keine statistisch signifikanten Korrelationen. Zu erkldren ist dies, da entgegen der
Annahme von Grunwald and Hidalgo (2003), dass es sich bei Erlotinib um einen selektiven
Tyrosinkinase-Inhibitor handelt, Conradt et al. (2011) beweisen konnten, dass es sich bei Erlotinib um
einem Multikinaseinhibitor handelt. Erlotinib wies teilweise eine héhere Affinitdt zu anderen Kinasen
als zu EGFR auf (Conradt et al., 2011). Die Wirkung auf mehrere Kinasen wird ein Grund sein, warum
in dieser Arbeit (in vitro) und im klinischen Setting (Moore et al., 2007) keine statistische Korrelation

zwischen dem EGFR-Expressionsstatus und dem Ansprechen auf Erlotinib festgestellt wurde.

Implikationen der in vitro-Chemosensitivitdtstestung bei HROP68Tu2 fiir die Therapie des MPCs

Zwischen der MPC-Zelllinie HROP68Tu2 und den anderen Normaltyp-PDAC-Zelllinien wurden keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Ansprechen auf die klassischen PDAC-Therapieregime
festgestellt. Diese in vitro-Beobachtung impliziert, dass die Standard-Therapie des PDACs
moglicherweise beim MPC dhnlich schwache Effekte erzielt und eine vergleichbar schlechte Prognose

bedingt wie beim Normaltyp-PDAC.
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Jedoch bietet das MPC auf Grund seiner histopathologischen und molekularbiologischen
Eigenschaften die Moglichkeit neue Therapieverfahren einzusetzen. Diese kdnnten ein bedeutend
besseres Uberleben bei MPC-Betroffenen als bei Patientinnen und Patienten mit einem Normaltyp-

PDAC erzielen. Dieses wird an spaterer Stelle ausfiihrlich diskutiert.

Limitationen der in vitro-Chemosensitivitatstestung

Die etablierten HROP-Zelllinien, die aus den Tumoren der Patientinnen und Patienten gewonnen
wurden, erwiesen sich allesamt als empfindlich gegenliber den getesteten Kombinationstherapien.
Angesichts dieser Ergebnisse kdnnte man annehmen, dass nach einer erfolgreichen Operation und
Chemotherapie alle Patientinnen und Patienten tumorfrei sein sollten. Die durchschnittliche
Uberlebenszeit nach der Operation betrug jedoch lediglich 16 Monate. Dies legt nahe, dass die

Chemotherapie bei allen vier Patientinnen und Patienten versagte.

Das PDAC unterscheidet sich von anderen soliden Tumoren unter anderem durch die
Tumorheterogenitat (Logsdon et al., 2015). Das Mutationsrepertoire der Tumoren der Patientinnen
und Patienten variiert stark voneinander, ebenso zwischen den Metastasen und dem Primartumor.
Auch das Mutationsrepertoire einzelner Tumorregionen unterscheidet sich voneinander (Anaka et al.,
2013; Kim et al., 2014; Logsdon et al., 2015). So lasst sich erklaren, dass sich nach anfanglichem Erfolg
der Therapie haufig dennoch ein Rezidiv entwickelt, da einige Zellen resistent gegeniiber der
verwendeten Therapie sind (Diaz et al.,, 2012). Daher ist die Vorhersagekraft der Zelllinien fur die
Chemosensitivitat des PDACs nur bedingt gegeben, denn ein GrofSteil der Tumorzellklone wird nicht
erfasst (Hwang et al., 2016; Masters, 2000). Allerdings ist auch in Betracht zu ziehen, dass bisher kein
Tumormodell mittels Chemosensitivitatstestung in der Lage war, das klinische Outcome der

Chemotherapie verlasslich vorherzusagen (Logsdon et al., 2015).

Da nur etwa 10 % des Tumors aus epithelialen Tumorzellen bestehen und der Rest aus Tumorstroma,
welches eine spezifische Mikroumgebung bildet, muss eine effektive Therapie auch das Stroma
adressieren. Auch wenn die Therapie des Tumorstromas ein grolRer Forschungsschwerpunkt ist,
konnten die bisher gewonnenen Erkenntnisse noch nicht erfolgreich in die Patientenversorgung

implementiert werden (Logsdon et al., 2015).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass PDAC-Zelllinien Limitationen in der Simulation des
Ansprechens auf Chemotherapie aufweisen. Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit wiederholt
bestatigt werden. Trotz dieser Limitationen bleibt die 2D-Zelllinie weiterhin ein wichtiges Standbein
der praklinischen PDAC-Forschung. Denn sie eignet sich gut flir Hochdurchsatzverfahren und

Mechanismus-orientierte Forschung. Neben der Untersuchung klassischer Chemotherapeutika kann
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an der Zelllinie HROP68Tu2 die Wirksamkeit neuer gen- und immunbasierter Therapien beim MPC
erforscht werden. Die hier durchgefiihrte Charakterisierung kann die Grundlage dieser

Forschungsbemiihungen bilden.

4.4 Mutationsanalyse

Bei dem PDAC handelt es sich auf Grund der Ublicherweise geringen Tumormutationslast um einen
nicht immunogenen Tumor. Die Metaanalyse von Luchini et al. (2021), welche 34 Studien mit 8323
Patientinnen und Patienten mit einem PDAC einschloss, kam zu dem Ergebnis, dass die Pravalenz einer
dMMR bzw. MSI beim PDAC bei lediglich 1-2 % lag. Eine medullare bzw. eine kolloide oder muzindse
Histologie korrelierte stark mit dem Vorliegen einer dMMR bzw. MSI (p < 0.1). So kamen Luchini et al.
(2021) zu der Schlussfolgerung, dass PDAC-Tumoren mit einer solchen Histologie routinemalig auf das
Vorliegen einer dMMR bzw. MSI untersucht werden sollten. Denn diese Tumoren bieten die
Moglichkeit, neuartige Immun- und Gentherapien beim PDAC einzusetzen, welche sonst auf Grund der
nicht-immunogenen Eigenschaften des PDACs und der geringen Tumormutationslast nicht erfolgreich

eingesetzt werden kdnnen (Balsano et al., 2023).

Die genetische Analyse der Tumorproben von HROP75 und HROP88 mittels WES zeigte ein fiir PDAC
typisches Mutationsrepertoire. Dieses zeichnete sich durch das Vorliegen einiger weniger pathogener
Mutationen aus. Diese betrafen bei HROP75 und HROP88 die Gene KRAS sowie TP53. HROP88 besal}
dazu noch eine typische Mutation im SMAD4-Gen. Dieses deckte sich mit dem partiellen Verlust der
SMADA4-Proteinexpression, welche immunhistochemisch im Rahmen der pathologischen

Untersuchung des Resektats nachgewiesen wurde.

Bei HROP68 fielen im Rahmen der pathologischen Untersuchung eine untypische Zellmorphologie
begleitet von einem geringen Stromaanteil sowie vielen Nekroseherden und ein T-Zell Infiltrat auf.
Letzteres ist hinweisend flir das Vorliegen eines immunogenen Tumors. Der Tumor wurde
anschlieRend als MPC klassifiziert. In der Immunhistochemie fanden sich keine Hinweise auf eine MSI,
da die Expression von MSH1 und MLH2 erhalten blieb. Zur weitergehenden Prifung des
Mikrosatelliten-Status wurde im Rahmen der pathologischen Untersuchung des Resektats eine

Multiplex-PCR des Bethesda-Panels durchgefiihrt, deren Ergebnis ebenfalls eine MSS war.

Bei HROP68 bieten die Tumorproben des Primarius sowie des Rezidivs ein fiir ein PDAC untypisches
Mutationsrepertoire. Dieses war bestimmt durch eine pathologische Mutation im FOXG1-Gen und
sieben weitere Mutationen, welche als wahrscheinlich pathologisch klassifiziert wurden.
Interessanterweise lag auch ein TP53-Wildtyp vor. Dieser korreliert stark mit der medulldren Histologie

(Luchini et al., 2021). Die vorliegende KRAS-Mutation war hingegen typisch fir ein PDAC. Im Vergleich
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war die Mutationslast pathogener und wahrscheinlich pathogener Mutationen bei den beiden

anderen Féllen bedeutend geringer (HROP75: 2, HROP88: 3).

In der, wegen der besonderen Bedeutung von HROP68 als MPC, durchgefiihrten SNP-Analyse
imponierte die hohe Tumormutationslast mit 274 SNP-Mutationen des Primarius und 376 des Rezidivs.
Auffallig war, dass es sich bei einem grolen Anteil dieser Mutationen um Frameshiftmutationen
handelte, bei HROP68Tul waren es 18,6 % (51/274) und bei dem Rezidiv HROP68Tu2 20,7 % (78/376).
Bestimmte pathogene Mutationen, welche typischerweise mit einer hohen Tumormutationslast
einhergehen, wie beispielsweise POLE, POLD1 und MUTYH (Chalmers et al., 2017) wurden nicht
nachgewiesen. Hingegen wurden Mutationen der Gene PALB2, ATR und CHECK2 nachgewiesen, die als
wahrscheinlich-pathogen eingestuft wurden. Anhand des MSI-Scores des Primarius (16,26 %) und
Rezidivs (13,77 %) wurden die Tumoren als MSI-Low eingestuft. Der MSI-Score der 24 weiteren HROP-
Falle, die in das PiCoP-Projekt aufgenommen wurden, lag im Durchschnitt bei 3,08 % (+ 1,43). Hier

unterscheidet sich HROP68 deutlich von den Normaltyp-PDAC-Fallen.

In der Zusammenschau sind, wegen der fir ein PDAC ungewohnlichen hohen Tumormutationslast
sowie des MSI-Scores, signifikante Alterationen im MMR-System anzunehmen. Daher wurde die MPC-
Zelllinie  HROP68Tu2 schlussendlich als MSI-Low bewertet. Die dMMR, welche die hohe
Tumormutationslast zur Folge hatte, war wahrscheinlich die Ursache fiir die starken Abweichungen
zwischen Normal- und Tumorgewebe im STR-Profil der HROP68-Proben. Die Tatsache, dass sich die
Mutationen von Primarius und Rezidiv stark unterschieden und eine héhere Anzahl an Mutationen

beim Rezidiv vorlag, unterstreicht diese These.

Interessanterweise konnte die Mikrosatelliteninstabilitat weder mittels Multiplex-PCR des Bethesda-
Panels noch immunhistochemisch durch das Fehlen von MSH1 und MLH2 im Rahmen der

pathologischen Untersuchung des Resektats objektiviert werden.

In dieser Arbeit zeigten sich Hinweise, dass das Mutationsrepertoire zwischen dem Tumor und dem
PDX-Modell stark voneinander abwich. Die Zahl der Mutationen der korrespondierenden PDX-Modelle
von HROP68 war deutlich héher als die Zahl der Mutationen des Primarius sowie des Rezidivs. Ob also
das PDX-Modell strukturelle Schwachen in der Beibehaltung des Mutationsrepertoires des
Originaltumors hat, lasst sich auf Grund der geringen Datenlage von lediglich zwei gepaarten Tumor-
und PDX-Proben nicht abschlieBRend klaren. Allerdings liegt der Verdacht nahe, dass das PDX bei
Tumoren mit einer MSI die Molekularpathologie des Original-Tumors nicht verlasslich praservieren

kann.
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4.5 Immunogenitat

Das PDAC entzieht sich vornehmlich durch drei Mechanismen der Erkennung und Bekampfung durch
das Immunsystem, auch Immunevasion genannt (Wachsmann et al., 2012). Dazu gehéren die
Vermeidung der Erkennung durch das Immunsystem, bei welcher unter anderem MHC-1 und MHC-2
eine Rolle spielen (Wachsmann et al., 2012). Daneben sind an der Vermeidung der Apoptose-Induktion
FasR und FasL beteiligt und die Unterdriickung der Immunantwort wird unter anderem durch CD40,

CD54 und PD-L1 moderiert (Wachsmann et al., 2012).

Durch das Herunterregulieren der MHC-1-Expression auf der Zelloberflache entzieht sich das PDAC der
Erkennung durch das Immunsystem. Hiraoka et al. (2020) untersuchten immunhistologisch die
Expression von MHC-1 bei den resezierten PDACs von 243 Patientinnen und Patienten. Eine
verminderte MHC-1-Expression wurde definiert, wenn weniger als 50 % der Tumorzellen MHC-1
positiv waren, was bei 33,1 % der Falle festgestellt wurde. Nur 21 % der Tumoren zeigten eine MHC-1
Expression von mehr als 90 %. Im Gegensatz dazu waren bei den fiinf untersuchten Zelllinien mehr als
99 % der Zellen MHC-1-positiv. Dies lasst sich wahrscheinlich dadurch erklaren, dass in histologischen

Praparaten alle Zellklone untersucht wurden, bei der Zelllinie jedoch nur ein einziger.

Neue Forschungsergebnisse zeigen, dass PDACs mittels MHC-2 Neoantigene exprimieren (Baleeiro et
al., 2022). Darliber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass CD4+ T-Zellen, welchen zuvor diese
Neoantigene prasentiert wurden, die Tumorzellen erkannten und eine Apoptose indizieren konnten
(Baleeiro et al., 2022). Gaida et al. (2012) konnten bei 86 von 112 (76,8 %) untersuchten Tumoren eine
MHC-2-Expression nachweisen. Diese korrelierte mit der Infiltration von CD4+ T-Lymphozyten. Von
den untersuchten Zelllinien in der Studie von Baleeiro et al. (2022) besalRen drei von 14 eine MHC-2
Expression. Die Expression von MHC-2 ist also bei den Tumoren selbst hoher als bei den Zelllinien. Hier
wird deutlich, wie wichtig die Entwicklung neuer Zelllinien ist, um das molekulare Profil des PDACs
auch in den Zelllinien abbilden zu kdnnen, um der Heterogenitat des PDACs zu begegnen. Von den
untersuchten fiinf HROP-Zelllinien exprimierten HROP68Tu2 und HROP88 MHC-2. Bei HROP68 steht
das MHC-2-Membranprotein im Verdacht, an der Immunitat des Tumors eine Rolle zu spielen. Zum
Beweis dieser Interaktion sind genauere Untersuchungen noétig. Die Zelllinie HROP88 kdonnte auf Grund
der MHC-2 Expression ebenfalls von CD4+ T-Zellen erkannt werden. Allerdings ist es unwahrscheinlich,
dass der Tumor immunogen war, denn er wies weder eine T-Zell-Infiltration noch ein auffélliges

Mutationsrepertoire auf.

Uber das Fas-System und den FasR kann durch extrinsische Signale eine Apoptose der Tumorzellen
induziert werden. Zwar exprimieren die meisten PDAC-Zelllinien FasR, sind aber haufig resistent
gegeniber FasL vermittelter Apoptose (von Bernstorff et al., 1999; Wachsmann et al., 2012). Einige
Zelllinien hingegen exprimieren auch FaslL, welches eine Apoptose von aktivierten T-Zellen bewirken
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kann (Ohta et al., 2004; von Bernstorff et al., 1999; Wachsmann et al., 2012). Die HROP-Zelllinien
exprimieren Fas-R und bilden damit das typische Expressionsmuster beim PDAC ab. Ob die Zelllinien
allerdings sensibel oder resistent gegeniiber FasL vermittelter Apoptose sind, lieB sich anhand der
durchflusszytometrischen Daten nicht bestimmen. Hier waren weitere Untersuchungen indiziert.
Hingegen war auf Grund der fehlenden FasL-Expression der HROP-Zelllinien nicht davon auszugehen,
dass sie eine Apoptose bei T-Zellen induzieren kdnnen. Das Vorliegen dieses Mechanismus der

Immunevasion war damit als unwahrscheinlich zu bewerten.

Das Membranprotein PD-L1 spielt eine bedeutende Rolle in der Immunevasion von Tumoren. Wenn
Tumorzellen PD-L1 exprimieren, bindet es an den PD-1-Rezeptor von T-Zellen, welches zu einer
Hemmung der T-Zelle fihrt. Eine Blockade von PD-L1 fiihrt dementsprechend zu einer verbesserten
Bekdampfung des Tumors durch kérpereigene Lymphozyten. Le et al. (2017) konnten in einer proof-of-
concept-Studie erfolgsversprechende Ergebnisse der PD-L1 Blocke mittels Pembrolizumab bei zwolf
verschiedenen soliden Tumorentitaten, darunter auch Tumoren des Pankreas, zeigen. Le et al. (2017)
beobachteten, dass dMMR-Tumoren sensitiv gegeniber einer Immuncheckpoint-Blockade mittels
Pembrolizumab waren, unabhangig vom Ursprung des Tumors. Sie erklarten dies mit dem Vorliegen

zahlreicher Neoantigene auf den Tumorzellen von dMMR-Tumoren.

In einer Metaanalyse zur PD-L1-Expression beim PDAC wurde bei 32,2 % (247/688) der Fille eine
immunhistochemische PD-L1-Expression von > 10 % der Tumorzellen nachgewiesen (Gao et al., 2018).
Die membrandse PD-L1-Expression beim PDAC ist daher als gering einzustufen. Ursache dafir ist
wahrscheinlich die nur in seltenen Fallen vorhandene T-Zell Infiltration, denn die membranése PD-L1-
Expression wird durch onkogene Signalwege oder inflammatorische Zytokine als Folge der T-Zell
vermittelten Immunantwort auf die Tumorzellen gebildet (Taube et al., 2012; Zheng, 2017). Da beim
PDAC eine solche T-Zell Infiltration fehlt, fehlt auch das Signal zur Expression von PD-L1 in den
Tumorzellen (Clark et al., 2007; Lutz et al., 2014).

Eine solche T-Zell-Invasion liegt nur dann vor, wenn der Tumor ein gewisses Mal} an Immunogenitat
aufweist. Diese Immunogenitat ist also Voraussetzung fur die PD-L1-Expression, welche dann
wiederum Grundlage fiir den erfolgreichen Einsatz einer PD-L1-Blockade ist. Da das PDAC ein per se
nicht immunogener Tumor ist, kann eine solche Therapie nur einem kleinen Patientenkollektiv
zugutekommen. Eine solche Immunogenitét ist auf Grund des hohen TMBs haufig bei MSI-PDACs der
Fall. Bei diesem Patientenkollektiv bietet sich daher eine anti-PD-L1-Therapie an. Die KEYNOTE-18
Studie, welche das Ansprechen von MSI PDACs auf Pembrolizumab untersuchte, zeigte jedoch lediglich
ein mit 18,2 % geringes Ansprechen (Marabelle et al., 2020). Leider wurden keine Ergebnisse
veroffentlicht, bei wie vielen der Patientinnen und Patienten, die in die KEYNOTE-18 eingeschlossen

waren, auch eine T-Zellinfiltration vorlag. Flr den Einsatz einer Anti-PD-L1-Therapie sollte daher nicht
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nur die MSI sondern auch das Vorliegen einer T-Zell-Infiltration als Kriterium herangezogen werden.
Um ein mogliches Therapieansprechen der Anti-PD-L1 vorherzusagen, ware der Nachweis von
Neoantigenen zwar die erfolgsversprechende Methode, sie hat allerdings noch keinen Einzug in die
Standard-Therapie solider Tumoren gehalten. Die Modglichkeiten der Neoantigen-basierten

Immuntherapie werden im Ausblick (4.7) diskutiert.

Bei HROP68 lag eine homogene und starke PD-L1-Expression vor, daneben zeigten sich mikroskopisch
infiltrierende T-Zellen im Tumor. Es ist daher anzunehmen, dass die Zellen den PD-L1 Mechanismus
nutzen, um sich dem Immunangriff der infiltrierenden T-Zellen zu entziehen. Da es sich dariiber hinaus
bei dem hier vorliegenden MPC eine MSI vorlag, war davon auszugehen, dass er Neoantigene
exprimierte. Der Einsatz eines Immuncheckpoint Inhibitors wie Pembrolizumab hatte moglicherweise

das klinische Outcome des Patienten verbessern kénnen.

Auch die anderen Zelllinien exprimierten PD-L1, allerdings ist davon auszugehen, dass eine
Pembrolizumab-Therapie auf Grund der nicht vorhandenen Immunogenitat keine Wirkung erzielt
hatte. Es stellt sich allerdings die Frage, warum die Zelllinien dann lGiberhaupt PD-L1 exprimierten. Die
Datenlage zu der PD-L1-Expression von PDAC-Zelllinien ist geringer. In der Studie von Lu et al. (2017)
wurden bei neun von zehn PDAC-Zelllinien PD-L1 durchflusszytometrisch nachgewiesen. Es zeigen sich
damit Hinweise, dass die PD-L1-Expression bei PDAC-Zelllinien moéglicherweise haufiger der Fall ist als
bei den Tumoren selbst. Eine Erklarung dieses Phanomens ist in der Literatur nicht beschrieben.
Moglicherweise liegt die Ursache in der Heterogenitat des PDACs begriindet. Vorstellbar ware, dass
sich bei der Etablierung der Zelllinien haufig die am aggressivsten wachsenden Zellklone durchsetzen,
welche moglicherweise PD-L1-positiv sind. Ein weiterer Erklarungsversuch ware, dass die
Kulturbedingungen, welche fir die Zellen mit hohem Stress verbunden sind, bestimmte Signalwege
aktivieren und es so sekundar zu einer erhohten PD-L1-Expression kommt. Um dieser Beobachtung
genauer nachzugehen, miisste im Rahmen weiterer Forschungsbemiihungen die PD-L1-Expression
histologisch am Resektat untersucht und mit der aus dem gleichen Tumor etablierten Zelllinien

verglichen werden.

Durchflusszytometrisch wurden bei HROP68Tu2 das Oberflachen-Antigen CD40, welches an der T-Zell-
Inaktivierung und Immunevasion beteiligt ist, nachgewiesen (Vonderheide et al.,, 2013).
Interessanterweise war die CD40-Expression von HROP68Tu2 im Vergleich zu den anderen Zelllinien
bedeutend geringer. Dies konnte eine Ursache fiir die im Vergleich schwachere Immunevasion von

HROP68 und die augenscheinliche Erkennung des Tumors durch die T-Zellen des Patienten sein.

CD54 (ICAM-1) und CD58 (LFA-3) konnen die Bindung von zytotoxischen T-Zellen an die
Tumorzelloberflache ermdglichen und spielen daher eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen

Tumor und Immunsystem (Frangieh et al., 2021; Yan et al., 2022). Wahrend HROP68Tu2 eine im
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Vergleich zu den anderen Zelllinien geringere CD54-Expression zeigte, war die CD58-Expression
vergleichbar hoch wie bei den anderen Zelllinien. Die Einfliisse von CD54 und CD58 sind jedoch
komplex. Neben der Unterstitzung der koérpereigenen Immunantwort kdnnen sie auch eine immun-
hemmende Wirkung induzieren und die Funktion der Tumor-infiltrierenden T-Zellen hemmen
(Frangieh et al., 2021; Yan et al., 2022). Aus den durchflusszytometrischen Ergebnissen lieR sich also
nicht ableiten, inwiefern CD54 und CD58 bei der Erkennung durch die T-Zellen oder moglicherweise

auch der Immunevasion eine Rolle spielten.

In Zusammenschau der Histopathologie und der Durchflusszytometrie war davon auszugehen, dass es
sich bei HROP68 um einen immunogenen Tumor handelte. Die anderen HROP-Falle zeigten vereinzelte
Merkmale, die eine Immunogenitat unterstiitzten. So beispielsweise die MHC-2-Expression von
HROP88, allerdings standen diese Merkmale allein und wurden nicht durch andere Tumor-
eigenschaften, die eine Immunogenitat suggerierten, gestitzt. Um jedoch auszuschlieRen, dass die
Tumoren immunogen waren, missen weitere interaktionsorientierte Experimente durchgefiihrt

werden.

4.6 HROP68Tu2: Das erste Modell eines MPCs

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es sich bei HROP68Tu2 um die erste Zelllinie eines MPCs
handelt. Es zeigen sich keine Anzeichen auf einem EBV-assoziierten Tumor. HROP68 unterschied sich
in der mikro- und makroskopischen Morphologie, wie auch genetisch von einem typischen PDAC und
den hier untersuchten Normaltyp-PDAC-Fallen. Es wurden ein T-Zell-Infiltrat und die Expression von
MHC-2, PD-L1 und eine verringerte CD40-Expression nachgewiesen. Der Tumor besal} also einen
immunogenen Phanotyp. Das Mutationsrepertoire von HROP68 unterschied sich massiv von dem, wie
es in einem PDAC zu erwarten gewesen ware. Darunter fallen unter anderem die hohe
Tumormutationslast, eine hohe Zahl an Frameshift-Mutationen, ein TP53-Wildtyp, Mutationen in den

Genen FOXG1, CHECK2, ATR und PALB2 und die nachgewiesene MSI-L.

Die aus diesem Fall etablierte Zelllinie HROP68Tu2 unterschied sich zu den anderen Zelllinien unter
anderem durch die langsame Wachstums- und Migrationsgeschwindigkeit. Dariliber hinaus
exprimierte sie MHC-2, welches die Annahme der Immunogenitdt von HROP68 unterstiitzt. In der
Chemoresistenz-Testung zeigte sich gegenliber den etablierten Therapieregimen (Gem-
Monotherapie, GemPac, GemErlo und FOLFIRINOX) kein Unterschied zwischen HROP68Tu2 und den

Normaltyp-PDAC-Zelllinien.
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4.7 Ausblick

Was kann heute schon getan werden, um die Behandlungsergebnisse bei dem Vorliegen eines MPCs
zu verbessern? Einerseits ist eine friihzeitige Diagnose der Tumorerkrankung von entscheidender
Bedeutung, um sicherzustellen, dass der Tumor im Stadium der Entdeckung noch resektabel ist.
Andererseits miissen Screening-Mechanismen implementiert werden, um seltene Tumoren wie das
MPC zu identifizieren. Besondere Tumoreigenschaften wie eine MSI in Kombination mit einer T-Zell-
Infiltration miissen dabei erfasst werden. In diesen seltenen Fallen sollte nicht gezégert werden, auch
Off-label-lmmuntherapien wie eine PD-1-Blockade mittels Pembrolizumab einzusetzen. Diese ist
bereits in den USA bei Chemotherapierefraktaren, fortgeschrittenen MSI-H/dMMR-PDACs zugelassen
(Chakrabarti et al., 2022). Die Ansprechraten auf eine Pembrolizumab-Therapie bei MSI/dMMR PDACs
lag in klinischen Studien zwischen 18,2 % (Marabelle et al., 2020) und 77 % (Chakrabarti et al., 2022).

Die Zelllinie HROP68Tu2 kann als erstes MPC-Modell als Grundlage praklinischer Forschung genutzt
werden, um die Molekularpathologie des PDACs weiter zu untersuchen und moéglicherweise neue
Therapieansatze zu entwickeln. Die umfassende Datengrundlage des WES und der SNP-Analyse, die in
dieser Arbeit prasentiert wird, kann als Grundlage fiir die Evaluierung der Effektivitat gezielter

Therapien dienen, die auf spezifische Mutationen abzielen.

Auf Grund des hohen TMBs von HROP68 mit einer Vielzahl von Frameshift-Mutationen sowie der T-
Zellinfiltration und dem Expressionsmuster der Oberflichenantigene kann HROP68Tu2 ein
ausgezeichnetes Modell fiir in vitro-Untersuchungen von immuntherapeutischen Ansatzen darstellen.
Denn wie zuvor diskutiert, ist davon auszugehen, dass die Zellen Neoantigene exprimieren. Durch das
konsequente Sammeln von Patientenproben im Rahmen der Aktivitdt der BioBank Rostock bietet sich
die Moglichkeit, die Interaktion von Patienten-Lymphozyten mit autologen Tumorzellen zu
untersuchen. Dabei kdnnten Co-Kulturen angelegt werden, Funktionsassays durchgefiihrt werden
oder die Gen- und Proteinexpression nach Interaktion der Tumorzellen mit den T-Zellen untersucht
werden. Zusatzlich konnen Proteom-Analysen zur Identifizierung von Neoantigenen durchgefiihrt
werden sowie Therapieverfahren der personalisierten Immuntherapie und der Krebs-Vakzinierung

untersucht werden.

Im klinischen Kontext missen dafiir beim Vorliegen eines MPCs neben der Standard-MSI-Diagnostik
weitere molekularbiologische Untersuchungen folgen, denn zumindest HROP68Tu2 hat das gleiche
Ansprechen gegenlber etablierten Therapieregimen wie andere Zelllinien. Jedoch bieten sich durch
die hohe Tumormutationslast einige Moglichkeiten, gezielte Therapien einzusetzen oder
Immuncheckpoint-Inhibitoren bei immunogenen Tumoren anzuwenden. So kann méglichweise auch
bei der weiterhin schlechten Prognose des PDACs mittels personalisierter Tumortherapie die Prognose
von MPC-Patientinnen und Patienten in Zukunft verbessert werden
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Bei HROP68Tu2 handelt es sich um die erste Zelllinie eines medullaren Pankreaskarzinoms.

Die etablierten Zelllinien entsprechen den angelegten Qualitatsstandards bzgl. der
Patientenzugehorigkeit, dem Ausschluss von Kontaminationen und dem epithelialen Ursprung.
HROP68Tu2 unterscheidet sich von den anderen Zelllinien unter anderem durch die langsame
Wachstums- und Migrationsgeschwindigkeit.

HROPG68 hatte das langste Riickfalllose- und Gesamtliberleben, welches moglicherweise auf das
niedrige Migrationspotential der Zellen zurtickzufiihren ist wie es auch im 2D-Scratch-Assay
nachgewiesen wurde.

Alle fiinf untersuchten Zelllinien sind sensibel gegenliber der Einzel-Therapeutika 5-FU,
Irinotecan, Oxaliplatin, Gemcitabin und Paclitaxel.

Die Zelllinien HROP68Tu2 sowie HROP75 und HROP75 TO M4 sind resistent gegentiber Erlotinib.
HROP68Tu2 und die Normaltyp-PDAC-Zelllinien zeigten keinen kein signifikanten Unterschied
im Ansprechen auf die etablierten Therapieregime: Gem-Monotherapie, GemPac, GemErlo und
FOLFIRINOX.

Es bestand keine signifikante Korrelation zwischen der EGFR-Expression und dem Ansprechen
der Zelllinien auf Erlotinib.

Beim PDAC ist die Zelllinie als Tumormodell stark limitiert das Ansprechen auf Chemotherapie
in vivo zu simulieren bzw. vorherzusagen.

Das Mutationsrepertoire von HROP68 wich stark von den typischen PDAC-Mutationen ab und
zeigte eine hohe Tumormutationslast, zahlreiche Frameshift-Mutationen, einen TP53-Wildtyp
sowie Mutationen in den Genen FOXG1, CHECK2, ATR und PALB2.

Auf Grund der ungewdhnlichen hohen Tumormutationslast, dem MSI-Score, den
Abweichungen im STR-Profil sowie der starken Unterscheidung von Mutationen im Primarius
und Rezidiv ist die MPC-Zelllinie HROP68Tu2 als MSI-Low zu bewerten.

HROP68Tu2 ist als MSI-Low zu bewerten, auch wenn in der pathologischen Untersuchung
weder mittels Multiplex-PCR des Bethesda-Panels noch immunhistochemisch durch das Fehlen
von MSH1 und MLH2 die MSI des Resektats objektiviert werden konnte.

Das CD8+ T-Zell-Infiltrat, die Expression von MHC-2 und PD-L1 sowie die verringerte CD40-

Expression stiitzen die Annahme, dass HROP68 einen immunogenen Phanotyp aufweist.
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Tabelle 24: Datenbasis zu Benennung der Marker-Allele, ausgehend von der Fragmentléinge.

VWA THO1 TPOX CSF1PO D5S818 D7S820 D16S539 D13S317

Bp Allel Bp Allel Bp Allel Bp Allel Bp Allel Bp Allel Bp Allel Bp  Allel
123 10 171 3 216 4 287 5 115 6 211 5 260 4 157 5
127 11 175 4 220 5 290 53 119 7 213 5.2 264 5 161 6
131 12 179 5 224 6 291 6 123 8 215 6 268 6 164 6.3
134 123 182 53 228 7 294 6.3 126 8.3 217 6.2 272 7 165 7
135 13 183 6 231 7.3 295 7 127 9 218 6.3 276 8 166 7.1
138 13.2 184 6.1 232 8 298 7.3 130 9.3 219 7 279 83 168 7.3
139 14 186 6.3 235 83 299 8 131 10 220 71 280 9 169 8
140 141 187 7 236 9 302 83 132 10.1 222 73 283 9.3 170 8.1
142 143 188 7.1 239 93 303 9 134 10.3 223 8 284 10 173 9
143 15 190 7.3 240 10 304 9.1 135 11 224 8.1 287 10.3 177 10
145 15.2 191 8 241 101 306 9.3 136 11.1 225 8.2 288 11 178 10.1
147 16 194 83 243 10.3 307 10 137 11.2 226 8.3 291 113 180 10.3
148 16.1 195 9 244 11 308 10.1 139 12 227 9 292 12 181 11
151 17 196 9.1 247 113 309 10.2 140 12.1 228 9.1 293 121 182 111
152 17.1 197 9.2 248 12 310 10.3 141 12.2 229 9.2 294 12.2 184 113
155 18 198 9.3 251 123 311 11 142 123 230 9.3 296 13 185 12
156 18.1 199 10 252 13 312 111 143 13 231 10 297 13.1 188 12.3
157 18.2 202 103 253 131 314 113 144 13.1 232 10.1 299 133 189 13
158 18.3 203 11 256 14 315 12 147 14 234 10.3 300 14 192 131
159 19 207 12 260 15 316 12.1 148 14.1 235 11 303 143 193 14
160 19.1 212 131 264 16 319 13 149 14.2 236 111 304 15 196 14.3
163 20 214 133 323 14 151 15 237 11.2 308 16 197 15
164 20.1 215 14 324 141 152 15.1 238 113 201 16
167 21 327 15 153 15.2 239 12 205 17
168 21.1 331 16 155 16 240 121
171 22 157 16.2 241 12.2
175 23 159 17 242 123
176 23.1 163 18 243 13
179 24 244 131
180 24.1 246 133
183 25 247 14
184 25.1 248 14.1

251 15

255 16

Anmerkung. Die Tabelle ermdglicht die Benennung der Marker-Allele auf Basis der Fragmentlangen, wie sie mittels
Kapillarelektrophorese bestimmt wurden.
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Tabelle 25: Marker (STR und Geschlechtsmarker) aus dem Promega PowerPlex ® 16 System

Wiederholungssequenz

Locus Genlocus GenBank® Locus und Locus Definition 5> 3

VWA 12p13.31 HUMVWFA31, humanes von Willebrand TCTA
Faktor Gen
THO1 11p15.5 HUMTHO1, humanes Tyrosin Hydroxylase Gen AATG
TPOX 2p24-2pter HUMTPOX, humanes Thyreoperoxidase Gen AATG
HUMCSF1PO, humanes c-fms Proto-Onkogen

CSF1PO >q33.3-34 flir CSF-1 Rezeptor Gen AGAT
D5S818 5q23.3-32 NA AGAT
D7S820 7911.21-22 NA GATA
D16S539 16q24.1 NA GATA
D13S317 13g22—q31 NA TATC
Amelogenin  Xp22.1-22.3 and Y HUMAMEL, humanes Y chromosomales Gen na.

fir Amelogenin-like Protein

Anmerkung. Nicht applikabel (n.a.). Amelogenin ist kein STR-Marker. Ubernommen aus dem Technical Manual PowerPlex ® 16 System
(Promega, 2022).

Tabelle 26: Verdopplungszeit und Migrationsgeschwindigkeit: Ergebnisse der Post-hoc-Analyse

Standard- Standard-
Experiment Zelllinie A Zelllinie B Teststatistik ~ fehler  teststatistik Sig. Anp. Sig.
Verdopplungszeit HROP68Tu2  HROP40 T1 M2 -3 3,651 -0,822 0,411 1
HROP68Tu2 HROP75 11 3,651 3,012 0,003 0,026
HROP68Tu2  HROP75 TO M5 7,333 3,651 2,008 0,045 0,446
HROP68Tu2 HROP88 8,667 3,651 2,373 0,018 0,176
HROP40 T1 M2 HROP75 8 3,651 2,191 0,028 0,285
HROP40 T1 M2 HROP75T0 M4 4,333 3,651 1,187 0,235 1
HROP40 T1 M2 HROP88 5,667 3,651 1,552 0,121 1
HROP75 HROP75 TO M4 -3,667 3,651 -1,004 0,315 1
HROP75 HROP88 -2,333 3,651 -0,639 0,523 1
HROP75 TO M4 HROP88 1,333 3,651 0,365 0,715 1
Migrations- HROP68Tu2  HROP40 T1 M2 8,8 3,581 2,457 0,014 0,14
geschwindigkeit HROP68Tu2 HROP75 -4,8 3,899 -1,231 0,218 1
HROP68Tu2  HROP75 TO M4 -13,8 3,899 -3,54 0 0,004
HROP68Tu2 HROP88 -7,467 3,899 -1,915 0,055 0,555
HROP40 T1 M2 HROP75T0 M4 -5 4,077 -1,226 0,22 1
HROP40 T1 M2 HROP75 4 4,077 0,981 0,327 1
HROP40 T1 M2 HROP88 1,333 4,077 0,327 0,744 1
HROP75 HROP88 2,667 4,359 -0,612 0,541 1
HROP75 HROP75 TO M4 -9 4,359 -2,065 0,039 0,389
HROP75 TO M4 HROP88 6,333 4,359 1,453 0,146 1

Anmerkung. Ergebnisse der Post-hoc-Analyse mittels Dunn-T-Test (Sig.) und anschlieRender Bonferroni-Korrektur (Anp. Sig.).
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Tabelle 27: WES: pathogene, wahrscheinlich pathogene und Mutationen unsicherer Signifikanz

ANHANG

g S
- o m
= 5 & & =
E2 B 2 £
. £ 8 & 8 5 £ 8
Gen Ref Alt Peptid dbSNP ID Sig. % % % % % % %
AlIFM1 c T Val78lle rs2031166484  us 23
ALG13 T C Leul30Pro  rs1220905347  us 38
ARL13B A G Ser421Gly rs112062713 us 25
ATM A G Asnl801Ser rs1555106445  us 50
ATM
Cllorf65 T A Phe2799lle rs730881323 us 18
AXIN2 T C llel44val rs1555583470  us 21
BAG3 G A Vall2Met rs367917821 us 20 21
BIN1 G A Alad65Val rs751051376 us 16
BRCA1 T C  Asn277Asp  rs2054040121  us 15
BRIP1 T G Asn666His rs765816425 us 34
CACNAIA T C Thr254Ala rs2059189603  us 16
CACNAIS C T Argl19His rs749588662 us 44 57 35 45
CHD7 A G lle304Val rs1274555136  us 16
CIAO1 c T Gly20Ser rs1343615968  us 24
CILP A G 11le395Thr rs2073711 rf
COL4A5 c T Leu764Phe  rs2066735216  us 20
CPS1 T C 11e385Thr rs201955205 us 38
DICER1 T C lle1283Val rs548255758 us 15
DICER1 T C lle521Vval rs966168689 us 17
DMD T C Thr3675Ala rs768016083 us 18
DNAI1 C G Asp306Glu rs772207177 us 17
DOCK7 c T Arg221His rs761394671 us 24
Dsp A G Thr2634Ala rs373200747 us 16
DYRK1A T C Ser57Pro rs1049763 us 16 24
EPG5 T C 2282val rs781691565 us 19
FBN1 T C  Lys2848Arg rs765839151 us 17
FBXL4 G A Thri81Met rs767879225 us 47
FKRP c T Ala212val rs758125491 us 20
FOXG1 G C Glul54fs rs398124204 p 54 73 49 45
GABRG2 T C lle6Thr rs759392289 us 16
GBE1 T C Tyr594Cys rs370246900 us 50
GLUL G A Thrlle6lle rs144782603 us 18
GRIA3 T C Met1Thr rs752728469 us 25 20
GRIK2 c T Argl198Ter rs749995448 p 17
GRIN2A T C Asnl420Ser  rs775911833 us 20 31
KAT6B T C 1le413Thr rs1842099343  wp 25 31
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Gen Ref Alt Peptid dbSNP ID Sig. % % % % % % %
KCNA2 T C Ser198Gly rs1649489553 us 16
KIF1B G A Vall604lle rs769092155 us 21
KIF5A G A Valdllle rs1881531764 us 19
KIT G A Glu306Lys rs753258292 us 22
KRAS cC A Gly12val rs121913529 p 70 66 30
KRAS c T Gly12Asp rs121913529 p 18 30 35 24
LAMAZ2 c T Thr1012lle rs752658943 us 15
LAMA4 c T Alal1187Thr rs781943786 us 20
LAMP2 c T Ala405Thr rs1556078130 us 18 29
MAX T C Ser129Gly rs2063062255 us 15
MBD5 T C 1le172Thr rs1481914876 us 15
MLH1 A G Asn645Ser rs587778963 us 15 26
MSH2 c T Thr4d4llle rs1553361210 us 17
MSH6 A G Lys1325Arg rs876658189 us 29
MTMR2 T C lle281Val rs887196115 us 26 50
MYH11 cC G Glu986Asp rs774274573 us 15
MYO5B c T Gly270Ser rs1047868917 us 15
NF1 c T Thr774lle rs917302286 us 19
NIN c T Arg1999His rs141405524 us 16
NOTCH3 G A Pro36Leu rs1311684711 us 24
PGK1 T C Val83Ala rs138851144 us 23 28
PIGA T C lle80Val rs1922163411 us 16
PIGN T C lle85Val rs202066215 us 15
POMT2 c T Val234lle rs576822260 us 16
PRDM16 G A Arg759GIn rs762997591 us 16
PRKAG2 G A Ala230Val rs1554507908 us 15
RAD50 G A Ala546Thr rs760787160 us 40
RAD51B G C Ala268Pro rs758696568 us 15
RAD51B G C Ala268Pro rs758696568 us 15
RBFOX1 G A Ala345Thr rs150941982 us 19 15
RDH5 C G Ser300Arg rs769652740 us 16
RELN T C Thr954Ala rs1471834146 us 16
ROBO1 c T Ala972Thr rs371174175 us 23
RUNX1 A C Ser424Ala rs2056451534  wp 24 20
SCN3A A G Met693Thr  rs1244798421 us 52 42 43 83
SCN8A G A Argl891His  rs1555231135 us 93 100 87 929
SETD2 c T Glud57Lys rs2043179824 us 15
SMAD4 G A Gly386Asp rs121912580 wp 45
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SOS1 c T Glu95Lys rs1558493384 us 51 a4 39 45
STK11 T C Cys158Arg rs1431247846 us 71 100
SYNJ1 T C lle705Val rs761614356 us 19 32
SZT12 G A Arg3076GIn rs201132575 us 18
TGFB2 A G Thr260Ala rs1659957362 us 19
TGFB2 A C Asn274Thr rs559315266 us 15
TMEM c T Gly20Ser rs1343615968 us 16
TP53 G A Arg282Trp rs28934574 wp 100 99
TP53 c T Argl75His rs28934578 p 29
TP53 cC A Cys277Phe rs763098116 us 95 98 87 100
TTN TTN-
AS1 G GIu35299Asp  rs886055219 us 29
WRN c T Serl15Phe rs1362437279 us 18

Anmerkung. Klinische Signifikanz (KI. Sig.), Referenz (Ref), Alteration (Alt), codierendes Peptid (Peptid), unsichere Signifikanz (us),
Risikofaktor (rf), wahrscheinlich pathogen (wp), pathogen (p). Es sind mittels WES nachgewiesene Mutationen aufgelistet (us, rf, wp und
p). Bei allen aufgelisteten Mutationen handelt es sich um Missense Mutationen. Die Bewertung erfolgte durch einen automatischen Link
zu ClinVar. Den jeweiligen Proben ist der Anteil der mutierten Allele zugeordnet. Mutationen von nicht codierenden Transkripten, Introns,
synonyme Mutationen und Mutationen welche weniger als 15% der Allele betreffen sind hier nicht aufgefiihrt. Gesamtzahl der Mutationen
je Probe: HROP68 Tul: 7, HROP68Tul T1 M2: 44, HROP68 Tu2: 8, HROP68Tu2 fTO M2: 46, HROP75: 2, HROP75 fTO M3: 12 und HROP88: 3.

Tabelle 28: Durchmesser des Kratzers im Zellrasen (M und SD)

Zelllinien Tag0 Tag1l Tag 2 Tag3 Tag 4
HROP68Tu2 Mittelwert 599,70 495,30 442,15 410,39 366,82
SD 25,89 32,92 79,67 87,58 81,64
HROP40 T1 M2 Mittelwert 621,76 341,10 213,10 122,88 49,66
SD 68,31 105,92 139,32 107,12 69,94
HROP75 Mittelwert 691,61 585,81 514,77 441,52 335,52
SD 46,22 39,36 57,34 92,92 46,00
HROP75 TO M4 Mittelwert 781,63 500,74 314,45 112,07 10,21
SD 128,76 119,91 61,91 95,38 17,68
HROP88 Mittelwert 644,70 503,68 452,23 303,72 190,52
SD 150,15 137,74 181,89 195,29 140,81

Anmerkung. Es sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen des Durchmessers des Kratzers im Zellrasen liber die Messdauer
von vier Tagen angegeben.
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Tabelle 30: Einzeltestung der Chemosensitivitdt: Ergebnisse der Post-hoc-Analyse

ANHANG

Standard-  Standard-
Chemo Zelllinie A Zelllinie B Teststatistik ~ fehler  teststatistik Sig. Anp. Sig.
5-FU HROP68Tu2 HROP40 T1 M2 -5,25 3,571 -1,47 0,141 1
HROP68Tu2 HROP75 -0,917 3,857 -0,238 0,812 1
HROP68Tu2 HROP75 TO M4 -0,25 3,857 -0,065 0,948 1
HROP68Tu2 HROP88 9,75 3,857 2,528 0,011 0,115
HROP40 T1 M2 HROP75 —6,167 3,857 -1,599 0,11 1
HROP40T1 M2  HROP75T0 M4 -5,5 3,857 -1,426 0,154 1
HROP40 T1 M2 HROP88 4,5 3,857 1,167 0,243 1
HROP75 HROP75 TO M4 0,667 4,123 0,162 0,872 1
HROP75 HROP88 10,667 4,123 2,587 0,01 0,097
HROP75 TO M4 HROP88 10 4,123 2,425 0,015 0,153
Irino HROP68Tu2 HROP40 T1 M2 0,583 3,636 0,16 0,873 1
HROP68Tu2 HROP75 -5,333 3,887 -1,372 0,17 1
HROP68Tu2 HROP75 TO M4 -8,333 3,887 -2,144 0,032 0,321
HROP68Tu2 HROP88 -11,333 3,887 -2,915 0,004 0,036
HROP40 T1 M2 HROP75 -4,75 3,636 -1,306 0,191 1
HROP40T1 M2  HROP75T0 M4 -7,75 3,636 -2,131 0,033 0,331
HROP40 T1 M2 HROP88 -10,75 3,636 -2,956 0,003 0,031
HROP75 HROP75 TO M4 -3 3,887 -0,772 0,44 1
HROP75 HROP88 -6 3,887 -1,543 0,123 1
HROP75 TO M4 HROP88 -3 3,887 -0,772 0,44 1
Paclitaxel HROP68Tu2 HROP40 T1 M2 -8 3,651 -2,191 0,028 0,285
HROP68Tu2 HROP75 6 3,651 1,643 0,1 1
HROP68Tu2 HROP75 TO M4 4 3,651 1,095 0,273 1
HROP68Tu2 HROP88 12 3,651 3,286 0,001 0,01
HROP40 T1 M2 HROP75 -2 3,651 —-0,548 0,584 1
HROP40T1 M2  HROP75T0 M4 —4 3,651 -1,095 0,273 1
HROP40 T1 M2 HROP88 4 3,651 1,095 0,273 1
HROP75 HROP75 TO M4 -2 3,651 —-0,548 0,584 1
HROP75 HROP88 6 3,651 1,643 0,1 1
HROP88 HROP75 TO M4 8 3,651 2,191 0,028 0,285
Erlotinib HROP68Tu2 HROP40 T1 M2 -5,5 3,819 -1,44 0,15 1
HROP68Tu2 HROP75 -5,5 3,819 -1,44 0,15 1
HROP68Tu2 HROP75 TO M4 -2,5 3,819 -0,655 0,513 1
HROP68Tu2 HROP88 2,5 3,819 0,655 0,513 1
HROP40 T1 M2 HROP75 -11 3,416 -3,22 0,001 0,013
HROP40T1 M2  HROP75TO0 M4 -8 3,416 -2,342 0,019 0,192
HROP40 T1 M2 HROP88 -3 3,416 -0,878 0,38 1
HROP75 HROP75 TO M4 3 3,416 0,878 0,38 1
HROP75 HROP88 8 3,416 2,342 0,019 0,192
HROP88 HROP75 TO M4 5 3,416 1,464 0,143 1

Anmerkung. Ergebnisse der post-hoc-Analyse mittels Dunn-T-Test (Sig.) und anschlieRender Bonferroni-Korrektur (Anp. Sig.).

92



ANHANG

Tabelle 31: Férbeansdtze Durchflusszytometrie

Primarantikorper Sekundar AK
Ansatz CcD Name Label Name Label
1 - - -
2 Anti-Human FITC
3 Anti-Human PE
4 Anti-Human APC
5 Anti-Human (Hase) FITC
6 Anti-Human (Ziege) FITC
7 CD66adecb Carcinoembryonic Antigen (CEA) FITC
8 CD13 Aminopeptidase-N PE
9 CD227 MUC-1 APC
10 CD54 ICAM1 FITC
CD15 PE
MHC-1 Humanes Leukozyten Antigen 1 APC
11 CD86 B7-2 FITC
CD80 B7-1 PE
CD29 Integrin B-1 APC
12 CD66adecb Carcinoembryonic Antigen (CEA) FITC
CDh71 Transferrin Rezeptor (TFR) APC
13 CD326 EpCAM PE
CD227 MUC-1 APC
14 CD58 LFA lII PE
CD152 CTLA4 APC
15 CD95 FasR FITC
CD178 FasL PE
16 CD90 FITC
MHC-2 Humanes Leukozyten Antigen 2 PE
17 CD26 DPP4 PE
CD40 Tumor Necrosis Factor Receptor Super Family 5 APC
(TNFRSF5)
18 Mesothelin (MSLN) - anti-Maus FITC
19 CD279 Programed cell death proteinl (PD-1) - anti- FITC
AK: Pembrolizumab Human
20 CD274 Programed cell death ligand1 (PD-L1) - anti- FITC
AK: Atezolizumab Human
1 Epidermal growth factor receptor 1 (EGFR) - anti- FITC
AK: Cetuximab Human
97 CD340 human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) - anti- FITC
AK: Trastuzumab Human
23 Krebs-1gG / CA125 - anti-Maus FITC

Anmerkung. Ausfuhrliche Informationen zu den AK finden sich in Material und Methoden (Tabelle 8) Ansatz 1: ungefarbt, Ansétze 2—6:
Kontrollen, Ansédtze 10-17 Primarfarbungen, Ansatze 18-23: Sekundarfarbungen.
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