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Zusammenfassung
Das gastroösophageale Adenokarzinom (GEAC) zählt zu den aggressivsten malignen Neo-
plasien des Gastrointestinaltraktes und ist mit einer äußerst ungünstigen Prognose ver-
bunden. Aufgrund der biologischen Aggressivität werden etwa 65 % der Patienten erst
in einem fortgeschrittenen, inoperablen oder metastasierten Stadium diagnostiziert, was
trotz chirurgischer und endoskopischer Fortschritte zu einer 5-Jahres-Überlebensrate von
unter 30 % führt. In diesen Stadien steht die palliative Therapie im Vordergrund. Ein
wesentliches klinisches Problem stellt dabei die ausgeprägte primäre und erworbene The-
rapieresistenz des GEAC dar, deren molekulare Mechanismen bislang nur unzureichend
verstanden sind. Die Identifikation neuer therapeutischer Zielstrukturen ist daher von ho-
her klinischer Relevanz. Etwa ein Drittel der GEAC-Patienten weist eine Überexpression
des humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors 2 (HER2) auf, der als Zielstruk-
tur für eine palliative zielgerichtete Therapie dient. Während die Phase-III-Studie To-
GA eine Verlängerung des Gesamtüberlebens durch die Kombination von Chemotherapie
und Trastuzumab zeigen konnte, führte die Behandlung mit dem dualen EGFR/HER2-
Tyrosinkinase-Inhibitor Lapatinib in der TRIO-013/LOGIC-Studie zu keiner relevanten
Verbesserung des Gesamtüberlebens. Dieses fehlende Therapieansprechen verdeutlicht die
Notwendigkeit eines besseren Verständnisses der zugrunde liegenden Resistenzmechanis-
men. Zahlreiche Studien belegen, dass das Therapieansprechen wesentlich durch die Tu-
mormikroumgebung beeinflusst wird, die neben der extrazellulären Matrix auch Fibroblas-
ten, Endothelzellen und infiltrierende Immunzellen umfasst. Insbesondere für das GEAC ist
gut belegt, dass Karzinogenese und Tumorprogression eng mit chronisch-entzündlichen
Prozessen verknüpft sind. Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) stellen hierbei einen
zentralen Bestandteil des Tumorstromas dar und können, abhängig vom Tumorstadium,
die Tumorprogression, Invasion und Metastasierung fördern. Ihre Rolle bei der Vermitt-
lung von Resistenzen gegenüber zielgerichteten Therapien im GEAC ist bislang jedoch
unzureichend charakterisiert. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung
des Einflusses von Makrophagen auf die Tumorprogression sowie auf die Wirksamkeit der
HER2-gerichteten Therapie im GEAC. Hierfür wurden zunächst cDNA-Transkriptome von
64 GEAC Patienten hinsichtlich onkogener Expressionsmustern analysiert. Darüber hinaus
wurde mit Hilfe von Tissue-Mikroarray (TMA)-Analysen der Einfluss der Makrophagen auf
klinisch-pathologisch Parameter untersucht. Anschließend wurden die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen in vitro mittels indirekter Kokultursysteme untersucht. Hierfür
wurden die GEAC-Zelllinien PT1590, LN1590, NCI-N87, SKGT4, OE33 und PT6216 mit
Makrophagen, die aus THP1-Monozyten und PBMCs hervorgegangen sind, kokultiviert.
Diese erhobenen Befunde wurden anschließend erneut mit Hilfe des TMA verifiziert. Es
zeigte sich zunächst, dass die makrophagenspezifischen Gene CD163, MSR1 und NOS2A
signifikant höher in GEAC-Gewebe exprimiert werden, als im gesunden Kontrollgewebe.
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Insbesondere GEAC-Patienten, die durch eine hohe Expression dieser Gene charakteri-
siert waren, zeigten Expressionsmuster, die mit einer erhöhten Tumorprogression und
Therapieresistenz assoziiert sind. Darüber hinaus war eine hohe Infiltration CD163- und
CD68-positiver Makrophagen mit einem höheren Tumorstadium, einer gesteigerten Pro-
liferation, dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen, einer stärkeren Dedifferenzierung
und einem reduzierten Gesamtüberleben verbunden. In der indirekten Kokultur der GEAC-
Zellen mit den THP1- und MDM-Makrophagen konnte bestätigt werden, dass insbesonde-
re die HER2-positiven PT1590-, LN1590- und NCI-N87-Zellen unter dem Einfluss der Ma-
krophagen eine erhöhte Proliferation aufwiesen. Zusätzlich konnte nachgewiesen werden,
dass die HER2-positiven Zelllinien PT1590 und NCI-N87 in Anwesenheit der Makrophagen
einen nahezu vollständigen Wirkverlust gegenüber dem TKI Lapatinib aufwiesen. Dabei
zeigte sich begleitend eine verstärkte Aktivierung der onkogenen Signaltransduktionswe-
ge STAT3, AKT und ERK. Insbesondere eine starke STAT3-Aktivierung war unter La-
patinibtherapie und Makrophagenkokultur nachzuweisen. Ein siRNA-vermittelter Knock-
down von STAT3 konnte die Zellen gegenüber Lapatinib wieder sensibilisieren, jedoch
die Makrophagen-vermittelte Proliferation nicht aufheben. In einer weiteren Sekretom-
Analyse konnte PDGF-AA als differenziell sekretierter Faktor der Makrophagen iden-
tifiziert werden. Die Stimulation der GEAC-Zelllinie PT1590 mit PDGF-AA führte zu
einer erhöhten Proliferation, Lapatinib-Resistenz und zu einer Aktivierung der Signal-
wege STAT3, AKT und ERK. Durch Neutralisierung des PDGF-AA und durch phar-
makologische Inhibition sowie siRNA-vermittelten Knockdown des PDGFRα konnten die
Makrophagen-induzierte Proliferation und Lapatinib-Resistenz wieder aufgehoben werden.
Darüber hinaus konnte durch die Hemmung des PDGFRα die Makrophagen-vermittelte
AKT- und ERK-Aktivierung reduziert werden, während die STAT3-Aktivierung erhalten
blieb. Diese Befunde wurden mittels cDNA-Transkriptomanalyse und TMA bestätigt. Da-
bei zeigte sich zunächst eine deutlich erhöhte Expression von PDGFA und PDGFRA im
GEAC-Gewebe im Vergleich zum Kontrollgewebe. Diese Expression korrelierte dabei mit
der Expression der makrophagenspezifischen CD68 und CD163. Zusätzlich konnte mittels
RNAScope-Analyse nachgewiesen werden, dass intratumorale CD68-positive Makropha-
gen PDGFA exprimieren. Insbesondere in den Bereichen mit ausgeprägter Makropha-
geninfiltration konnte eine starke membranöse PDGFRα-Phosphorylierung nachgewiesen
werden. Diese Aktivierung des PDGFRα konnte mit einem erhöhten Tumorstadium und
einem reduzierten Gesamtüberleben von GEAC-Patienten korreliert werden. Zusätzlich
zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Höhe des Serum-PDGF-AA und einem fort-
geschrittenen Tumorstadium. Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit erstmals,
dass tumorinfiltrierende Makrophagen über die Freisetzung von PDGF-AA und die Akti-
vierung eines PDGFRα/AKT/ERK-Signalwegs wesentlich zur Tumorprogression und zur
Resistenz gegenüber der HER2-gerichteten Therapie im GEAC beitragen. Eine kombi-
nierte Inhibition von HER2 und PDGFRα könnte daher insbesondere für HER2-resistente
GEAC-Patienten eine vielversprechende therapeutische Strategie darstellen.
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Abstract
Gastroesophageal adenocarcinoma (GEAC) is among the most aggressive malignant neo-
plasms of the gastrointestinal tract and is associated with a highly unfavorable prognosis.
Due to its biological aggressiveness and nonspecific symptoms, approximately 65 % of
patients are diagnosed at an advanced, inoperable, or metastatic stage. Consequently,
despite significant advances in surgical and endoscopic techniques, the 5-year overall
survival rate remains below 30 %. For these patients, palliative therapy represents the
primary treatment option. However, GEAC is characterized by an exceptionally high rate
of intrinsic and acquired therapy resistance, representing a major clinical challenge in pa-
tient management. Thus, unraveling the molecular mechanisms of resistance to targeted
therapies is essential,particularly with regard to development of novel targeted therapeu-
tic strategies. Approximately one third of GEAC patients exhibit overexpression of human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2), which serves as a target for palliative targeted
therapy. While the phase III ToGA trial demonstrated an improvement in overall survival
with the addition of trastuzumab to chemotherapy, treatment with the dual EGFR/HER2
tyrosine kinase inhibitor lapatinib failed to show a relevant survival benefit in the TRIO-
013/LOGIC study. This lack of therapeutic efficacy highlights the urgent need for a better
understanding of resistance mechanisms. Numerous studies have demonstrated that the-
rapeutic response is strongly influenced by the tumor microenvironment, which comprises
the extracellular matrix as well as fibroblasts, endothelial cells, and infiltrating immune
cells. In GEAC, carcinogenesis and tumor progression are closely linked to chronic inflam-
matory processes. Tumor-associated macrophages (TAMs) represent a key component of
the tumor stroma and can promote tumor progression, invasion and metastasis in a stage-
dependent manner. However, their role in mediating resistance to targeted therapies in
GEAC remains poorly characterized. Therefore, the aim of this study was to investigate
the impact of macrophages on tumor progression and on the efficacy of HER2-targeted
therapy in GEAC. To this end, cDNA transcriptomes from 64 GEAC patients were analyzed
for oncogenic expression patterns and tissue microarray (TMA) analyses were performed
to assess the impact of macrophages on clinicopathological parameters. The underlying
molecular mechanisms were subsequently investigated in vitro using indirect coculture
systems. GEAC cell lines (PT1590, LN1590, NCI-N87, SKGT4, OE33, and PT6216) we-
re cocultured with macrophages differentiated from THP-1 monocytes or PBMCs. The
experimental findings were further validated using TMA analyses. Macrophage-specific
genes (CD163, MSR1, and NOS2A) were found to be significantly upregulated in GEAC
tissue compared with normal control tissue. High expression of these genes was associated
with expression profiles indicative of enhanced tumor progression and therapy resistance.
Moreover, high infiltration of CD163- and CD68-positive macrophages correlated with ad-
vanced tumor stage, increased proliferation, lymph node metastasis, poor differentiation
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and reduced overall survival. In indirect coculture experiments, HER2-positive GEAC cell
lines (PT1590, LN1590, and NCI-N87) exhibited increased proliferation in the presence
of macrophages. Furthermore, the HER2-positive cell lines PT1590 and NCI-N87 showed
an almost complete loss of sensitivity to lapatinib under macrophage coculture conditi-
ons. This was accompanied by enhanced activation of the oncogenic signaling pathways
STAT3, AKT, and ERK, with pronounced STAT3 activation observed during lapatinib
treatment in the presence of macrophages. siRNA-mediated knockdown of STAT3 re-
stored sensitivity to lapatinib but did not abrogate macrophage-induced proliferation.
Secretome analysis identified PDGF-AA as a macrophage-derived factor. Stimulation of
the GEAC cell line PT1590 with PDGF-AA resulted in increased proliferation, lapatinib
resistance, and activation of STAT3, AKT, and ERK signaling pathways. Neutralizati-
on of PDGF-AA, as well as pharmacological inhibition or siRNA-mediated knockdown
of PDGFRα, reversed macrophage-induced proliferation and lapatinib resistance. While
inhibition of PDGFRα reduced AKT and ERK activation, STAT3 activation remained
unaffected. These findings were confirmed by cDNA transcriptome analysis and TMA.
Notably, PDGFA and PDGFRA expression was significantly increased in GEAC tissue and
correlated with macrophage markers CD68 and CD163. RNAscope analysis demonstra-
ted PDGFA expression in intratumoral CD68 -positive macrophages. Strong membranous
phosphorylation of PDGFRα was observed particularly in areas with high macrophage
infiltration and was associated with advanced tumor stage and reduced overall survival.
In addition, elevated serum PDGF-AA levels correlated with advanced disease stage. In
summary, this study demonstrates for the first time that tumor-infiltrating macrophages
promote tumor progression and resistance to HER2-targeted therapy in GEAC through
the release of PDGF-AA and subsequent activation of a PDGFRα/AKT/ERK signaling
axis. Combined inhibition of HER2 and PDGFRα may therefore represent a promising
therapeutic strategy, particularly for patients with HER2-resistant GEAC.
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Abkürzungsverzeichnis

(m/v) Masse/Volumen Prozent
(v/v) Volumen/Volumen Prozent
°C Grad Celsius
5-FU 5-Fluorouracil
ABC Adenosintriphosphat-bindende Cassette
AKT Akt-Protein Kinase B (Serin/Threonin-Kinase)
APAF1 Apoptotic Protease Activating Factor 1
APC Allophycocyanin
APS Ammoniumperoxodisulfat
BAD Bcl-2-associated death promoter
BAX Bcl-2-associated X protein
BCA Bicinchoninsäure-Assay
BID BH3-interacting domain death agonist
BIM Bcl-2-interacting mediator of cell death
bp Basenpaare
BSA Bovines Serumalbumin
CAPOX Capecitabin + Oxaliplatin
CCL2 Chemokine (C-C motif) Ligand 2
CCL3 Chemokine (C-C motif) Ligand 3
CCL20 Chemokine (C-C motif) Ligand 20
CD Cluster of Differentiation
CDKN2A Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A
CDX Caudal-Type Homeobox (Genfamilie)
CH Confoederatio Helvetica (Schweiz, Ländercode)
cDNA complementary Deoxyribonucleic Acid
cm Centimeter
CO2 Carbon Dioxide
Ct Cycle threshold
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) Ligand 2
ddH2O double distilled H2O
DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
DE Deutschland
DMSO Dimethylsulfoxide
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Deoxyribonucleic Acid
DTT Dithiothreitol
ECM Extracellular Catrix Matrix
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EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid
EGF Epidermal Growth Factor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EMT Epithelial Mesenchymal Transition
ERBB2 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2 (HER2)
ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase
ESCC Esophageal Squamos Cell Carcinoma
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting
FAM Fluorescein Amidite (Modifikation)
FCS Fetal Calf Serum
FC Flow Cytometry
FFPE Formalin-Fixed Paraffin-Embedded
FITC Fluorescein isothiocyanate
FLOT Fluorouracil, Leucovorin, Oxaliplatin, Taxotere
G Grading (Differenzierungsgrad)
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GEO Gene Expression Omnibus
GEAC Gastroesophageal Adenocarcinoma
GERD Gastroesophageal Reflux Disease
GSE GEO Series
GSM GEO Sample
GPL GEO Platform
Grb2 Growth Factor Receptor-Bound protein 2
Gy Gray
HE Hämatoxylin-Eosin
HGIN High-Grade Intraepithelial Neoplasia
HER2 Human Epidermal Growth Receptor 2
HLA Human Leukocyte Antigen
HRP Horseradish Peroxidase
IC50 Inhibitory Concentration 50%
ICAM Intercellular Adhesion Molecule
IFF I]mmunf luoreszenzfärbung
IEN Intraepitheliale Neoplasie
IL Interleukin
IPA Isopropanol
IT Italien
JP Japan
KRAS Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog
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L Lymphgefäßinvasion
LGIN Low-Grade Intraepithelial Neoplasia
LPS Lipopolysaccharid
MACS Magnetic Activated Cell Sorting
MDR Multidrug-Resistenz
min Minuten
mM milliMolar
MGB Minor Groove Binding
MGMT O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
MHC Major Histocompatibility Complex
ml milliliter
ml/min milliliter pro minute
MLH1 MutL homolog 1
MMR Mismatch-Reparatur
mRNA messenger Ribonucleic Acid
miRNA microRNA
MSR1 Macrophage Scavenger Receptor 1
mTORC1/2 Mechanistic Target of Rapamycin Complex 1/2)
MTT Methylthiazolyldiphenyl-tetrazoliumbromid
NFκB Nuclear Factor κB
ncRNA nichtkodierende RNA
ng nanogramm
NSCLC Non-small cell lung cancer
PBS Phosphate Buffered Saline
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells
PCR Polymerase Chain Reaction
PDGF Platelet-Derived Growth Factor
PDGFR Platelet-Derived Growth Factor Receptor
PD-L1 Programmed Death Ligand 1
PD-1 Programmed Death 1
PDK Pyruvat-dehydrogenase-Kinase
PE Phycoerythrin
PFA Parformaldehyd
PFS Progression-Free Survival
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
PMSF Phenylmethylsulfonylf luorid
PRRs Pattern Recognition Receptors
PTEN Phosphatase and Tensin Homolog deleted on chromosome 10
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R Resektionsrandstatus
RHOJ Ras homolog family member J
RNA Ribonucleic Acid
RNA-Seq RNA-Sequencing
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Raumtemperatur
s Sekunden
SMAD Small Mothers Against Decapentaplegic
SOS Son of sevenless
STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3
TAE Tumorassoziierte Endothelzellen
TAFs Tumorassoziierte Fibroblasten
TAMs Tumorassoziierte Makrophagen
TGF-β Transforming Growth Factor-β
TMA Tissue Microarray
TLR Toll-Like Receptor
TNM Tumor, Nodus, Metastasen
TP53 Tumor Protein 53
UICC Union for International Cancer Control
V Veneninvasion
VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule
WB Western Blot
µ Mikro
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
µm Mikrometer
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1 EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Das gastroösophageale Adenokarzinom (GEAC)

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie

Neoplasien der Speiseröhre zählen zu den acht häufigsten Tumorentitäten weltweit und
stellen mit 500.000 Sterbefällen pro Jahr die sechshäufigste Ursache krebsbedingter To-
desfälle dar. Bei einer Inzidenz mit ca. 570.000 Neuerkrankungen pro Jahr werden 3,2 %
aller Krebsdiagnosen auf das Ösophaguskarzinom zurückgeführt [1, 2]. Darüber hinaus
ist die Inzidenz nahezu übereinstimmend mit der Anzahl der Sterbefälle pro Jahr, was die
hochgradige Letalität des Ösophaguskarzinoms verdeutlicht. In Deutschland erkrankten
im Jahre 2018 5.710 Männer und 1.840 Frauen an einem Ösophaguskarzinom. Für das
Jahr 2022 werden für Männer 6.300 und für Frauen 2.000 Neuerkrankungen prognostiziert
[3]. Histologisch wird das Plattenepithelkarzinom des Ösophagus (ESCC) vom gastroso-
phagealen Adenokarzinom (GEAC) abgegrenzt. Obwohl das ESCC weltweit die höchste
Inzidenz und Prävalenz aufweist, zeigt das GEAC mit einer Steigerungsrate von 3,5 % bis
8,1 % pro Jahr die stärkste Zunahme der Inzidenz unter allen soliden Krebserkrankungen
in den westlichen Ländern [4, 5]. Die Inzidenz des GEAC ist in den westlichen Ländern
höher als in den östlichen Ländern, wobei Männer etwa dreimal häufiger betroffen sind als
Frauen. Das mediane Erkrankungsalter bei der Diagnosestellung liegt bei etwa 67 Jahren
für Männer und 73 Jahren für Frauen. Mit 3340 neuen Fällen pro Jahr liegt die Inzidenz
des GEAC in Deutschland aktuell bei 4,4 Fällen pro 100.000 Einwohner [6]. Aufgrund der
unspezifischen Symptomatik und der ausgeprägten biologischen Aggressivität des GEAC
präsentieren sich mehr als 75 % der Patienten bei Diagnosestellung mit einer bereits fort-
geschrittenen und systemischen Erkrankung. Für diese Patienten sind Therapieoptionen
limitiert, mit fehlender Möglichkeit der operativen Resektion [7, 8]. Diese Beobachtung
spiegelt sich auch in der insgesamt schlechten Prognose des GEAC wider. Denn obwohl
das relative 5-Jahres-Überleben im Vergleich zu den Jahren 2001 - 2005 eine Verbesse-
rung um 4,1 % zeigte, zählt das GEAC mit einer aktuellen 5-Jahres-Überlebensrate von
29 % zu den aggressivsten Neoplasien des Gastrointestinaltraktes [9, 10].
Aktuell sind nur wenige Risikofaktoren bekannt, die die Entwicklung eines GEAC be-
günstigen. Dabei entstehen mehr als 90 % der GEAC sporadisch, sodass nicht-genetische
Risikofaktoren den größten Einfluss auf die Tumorentstehung haben. Die gastroösopha-
geale Refluxerkrankung (GERD) ist der Risikofaktor, der am ausführlichsten untersucht
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1 EINLEITUNG

wurde und einen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung und Progression des GEAC
hat [11]. Dabei führt die GERD unbehandelt zu einer metaplastischen Umwandlung des
mehrschichtigen Plattenepithels in ein hochprismatisches Epithel mit Becherzellen. Diese
Metaplasie wird auch als Barrett-Ösophagus (BE) bezeichnet und gilt als prädisponierend
für ein GEAC [12]. So zeigte sich bei steigender Inzidenz des BE in den letzten 30 Jahren
eine gleichzeitige Zunahme der Inzidenz für das GEAC. Eine Sammlung aus retrospektiven
Analysen demonstrierte, dass 6 % - 14 % der GERD-Patienten ein BE entwickeln. Von
diesen BE-Patienten entwickeln 0,5 % - 1 % ein GEAC [11, 13]. Darüber hinaus wies eine
populationsbasierte Fall-Kontroll-Studie ein 43,5-fach höheres Risiko für die Entstehung
eines GEAC in Patienten mit starker und anhaltender Refluxsymptomatik nach [14]. Ein
weiterer Risikofaktor, der gleichzeitig mit dem Auftreten einer GERD assoziiert ist, ist das
Übergewicht. Jedoch konnte Übergewicht als Komponente des metabolischen Syndroms
auch als ein unabhängiger Risikofaktor identifiziert werden [15, 16]. In einer systemati-
schen Metaanalyse mehrerer prospektiver Studien wurde festgestellt, dass Übergewicht
mit einem um etwa 50 % erhöhten Risiko für die Entwicklung eines GEAC einhergeht
[17]. Allerdings zeigte eine große populationsbasierte Fall-Kontroll-Studie aus Dänemark,
dass das metabolische Syndrom ein eindeutiger Risikofaktor für die Entwicklung eines
BE, jedoch nicht für die Entwicklung eines GEAC ist [18, 19]. Darüber hinaus konnte
Übergewicht zuletzt auch als Progressionsfaktor identifiziert werden. So erhöhte sich das
Risiko einer neoplastische Progression vom BE zum GEAC um 6 % pro 5 kg/m2 Anstieg
des BMI [20]. Ein weiterer Risikofaktor für die Entwicklung eines GEAC ist das männ-
liche Geschlecht. In umfangreichen Metaanalysen stellte sich für Männer ein um 46 %
höheres Risiko dar, an einem GEAC zu erkranken, als für Frauen [21]. Darüber hinaus
zeigten Ergebnisse einer Metaanalyse von individuellen Patientendaten, dass Frauen mit
BE ein geringeres Risiko für eine neoplastische Progression aufweisen als Männer [22].
Rauchen und Alkoholkonsum führen als etablierte Risikofaktoren zu einer Vielzahl an
unterschiedlichen Krebserkrankungen. Trotz der stärkeren Assoziation von Rauchen und
Alkoholkonsum mit dem ESCC wurde in mehreren Studien auch ein bis zu 3,4-fach bzw.
9,5-fach erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines GEAC nachgewiesen [21, 23]. Weitere
Risikofaktoren, die bisher nur unzureichend untersucht wurden, sind z. B. bariatrische
Operationen, Veränderungen des Mikrobioms und bestimmte Ernährungsweisen [24, 25].
Als protektive Faktoren gelten neben den üblichen Empfehlungen wie dem Verzicht auf
Rauchen, der Reduktion des Alkoholkonsums, einer gesunden Ernährungsweise und regel-
mäßiger körperlicher Aktivität auch die Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori
(H. pylori). Dieser Zusammenhang konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden.
Dabei ist eine Infektion mit H. pylori mit einer Risikoreduktion von bis zu 70 % für die
Entwicklung eines GEAC assoziiert. Mögliche Erklärungen hierfür sind unter anderem die
Entwicklung einer atrophen Gastritis, die zu einer verminderten Magensäureproduktion
und damit zu einer geringeren Prävalenz der GERD führt [26–32]. Genetische Risiko-
faktoren wie hereditäre Tumorsyndrome spielen bei der Entwicklung des GEAC nur eine
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1 EINLEITUNG

untergeordnete Rolle, allerdings werden ca. 7 % der GEAC-Fälle als familiär gehäuft ein-
gestuft. Eine spezifisch genetische Prädisposition konnte bislang nicht identifiziert werden
[33].

1.1.2 Pathologie und Pathogenese

Die Mukosa der Speiseröhre besteht histologisch wie der gesamte Gastrointestinaltrakt aus
einem Epithel, der Lamina propria und der Lamina muscularis mucosae. Das Epithel des
Ösophagus ist ein mehrschichtiges, unverhorntes Plattenepithel, das mechanisch beson-
ders widerstandsfähig ist und den Ösophagus vor Reibung und Verletzungen schützt [34].
Darüber hinaus finden sich mehrere unterschiedliche Zelltypen im Gewebe des Ösopha-
gus. Prinzipiell könnte aus diesen vielen unterschiedlichen Zellen eine maligne Neoplasie
hervorgehen. Neben Sarkomen, neuroendokrinen Neoplasien, Lymphomen oder Melano-
men entfällt jedoch der weitaus größte Anteil der Ösophagus-Neoplasien auf das ESCC
und GEAC. ESCC und GEAC unterscheiden sich grundlegend in ihrer Tumorbiologie und
Pathogenese, insbesondere hinsichtlich des Zelltyps, aus dem sie hervorgehen. Das ESCC
entsteht aus den mehrschichtigen Plattenepithelzellen der Ösophagusschleimhaut und tritt
bevorzugt im zervikalen sowie im oberen und mittleren thorakalen Abschnitt der Speise-
röhre auf. Im Gegensatz dazu entwickelt sich das GEAC aus drüsenartigen Epithelzellen,
die vor allem im distalen Ösophagus und am gastroösophagalen Übergang zu finden sind
[35]. In diesem Kapitel werden die Pathologie und die molekularen Mechanismen der
Karzinogenese des GEAC detailliert dargestellt. Wie alle Neoplasien ist auch das GEAC
eine genetische Erkrankung, die durch die Akkumulation genetischer und epigenetischer
Veränderungen in Kombination mit einem Verlust der genomischen Integrität sowie lan-
ganhaltenden inflammatorischen Prozessen entsteht. Durch den wissenschaftlichen Fort-
schritt in der Genetik, Endoskopie, Chirurgie und Pathologie konnte in den letzten Jahren
ein Progressionsmodell der Barrett-Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz beschrieben
werden. Der Barrett-Ösophagus stellt die wichtigste Präkanzerose des GEAC dar. Dabei
wird das mehrschichtige Plattenepithel der distalen Speiseröhre infolge chronischer GERD
(vor allem durch wiederholte Exposition von Säuren und Gallensalzen) durch intestinal
metaplastisches Zylinderepithel ersetzt. Dieses neugebildete Gewebe ist anfällig für neo-
plastische Veränderungen, aus denen sich intraepitheliale Neoplasien (IEN) und in weiterer
Folge ein invasives Adenokarzinom entwickeln können [12]. Die IEN zeigen sowohl Archi-
tekturveränderungen als auch zytologische Atypien. Sie werden unterteilt in niedriggradige
Dysplasien (LGIN) mit milden Atypien wie Hyperchromasie und unregelmäßigen Zellker-
nen und hochgradige Dysplasien (HGIN) mit ausgeprägten zytologischen Veränderungen
wie Verlust der Zellpolarität, deutlicher Hyperchromasie und Anisonukleose. Dabei zei-
gen LGIN und HGIN ein jährliches Progressionsrisiko bis hin zum GEAC von 1,7 % bzw.
7 % [36, 37]. Insgesamt ist die mehrstufige neoplastische Transformation der Ösopha-
gusschleimhaut gekennzeichnet durch entzündungsbedingte zelluläre Schädigungen, ge-
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netische und epigenetische Veränderungen sowie Störungen molekularer Signalwege. Eine
der ersten molekularen Veränderungen, die im Rahmen der metaplastischen Umwandlung
des Plattenepithels beobachtet werden konnten, ist die erhöhte Expression der CDX -Gene
(insbesondere CDX2). Diese Gene gehören zur Para-Homeobox-Familie und steuern unter
physiologischen Bedingungen die Ausbildung des intestinalen Zylinderepithels im Dünn-
und Dickdarm. In der gesunden Ösophagusmukosa ist CDX2 hingegen nicht exprimiert.
In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass es bereits vor dem Auftreten der intestina-
len Metaplasie im refluxverletzten Plattenepithel zu einer vermehrten CDX2-Expression
kommt. Auch in humanen Biopsien von entzündetem Ösophagusgewebe wurde eine frü-
he CDX2-Expression nachgewiesen [38–41]. Eine weitere molekulare Veränderung, die mit
der Barrett-Metaplasie assoziiert ist, ist eine Aktivierung des Sonic-Hedgehog- und Notch-
Signalwegs. Beide Signalwege spielen insbesondere in den frühen Stadien der Metaplasie
eine Rolle. Dabei sind sie sowohl an der Ausbildung des intestinalen Phänotyps als auch
an der potenziellen malignen Transformation der Barrett-Mukosa beteiligt [41–45].

Abbildung 1: Barrett-Dysplasie-Karzinom-Sequenz: Durch den anhaltenden Reflux und das daraus resultierende chronisch
proinflammatorische Mikromilieu kommt es durch die Aktivierung von morphogenen Signalwegen (CDX, Notch, SHH) zu
einer intestinalen Metaplasie. Durch weitere Akkumulation genetischer und epigenetischer Veränderungen entwickelt sich
aus der Metaplasie eine Low-Grade- und High-Grade-intraepitheliale Neoplasie bis hin zum invasiven gastroösophagealen
Adenokarzinom (GEAC) (modifiziert nach [12])
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Aktuell wird vermutet, dass der weitere Progress zur LGIN überwiegend durch das chro-
nisch proinflammatorische Mikromilieu vermittelt wird. Die wiederholte Exposition gegen-
über Refluxbestandteilen führt zu einer Schädigung des Ösophagusepithels mit Infiltration
von Entzündungszellen. Diese eingewanderten Zellen können reaktive Sauerstoff-Spezies
(ROS) freisetzen, die wiederum direkte DNA-Schäden verursachen können [46]. Bereits
in frühen Stadien wurden chromosomale Instabilitäten und Veränderungen in der Kopi-
enanzahl (Copy Number Alterations) beobachtet, welche die maligne Transformation der
Barrett-Mukosa fördern [12, 47]. Zusätzlich führt die Infiltration von Entzündungszellen
wie z. B. Makrophagen zu einer Aktivierung von onkogenen Signalwegen wie IL-6/STAT3
[48–50]. Der weitere Verlauf der GEAC-Karzinogenese wird durch die Akkumulation von
genetischen und epigenetischen Veränderungen von Tumorsuppressorgenen und Onkoge-
nen vorangetrieben. Die häufigste molekulare Veränderung, die früh in der Karzinogenese
zu beobachten ist, ist die genetische oder epigenetische Inaktivierung des Tumorsuppres-
sorgens CDKN2A. CDKN2A kodiert das Protein p16, welches durch die Inhibition von
cyclinabhängigen Kinasen im Zellzyklus den Übergang in die S-Phase verhindert. So konn-
ten Sequenzierungs- und Methylierungsanalysen zeigen, dass 82 % der GEAC, 30 % der
Dysplasien und 33 % der Metaplasien einen Funktionsverlust von p16 entweder durch
Mutation oder Promotormethylierung aufwiesen [51–53]. Ein weiteres zentrales Ereignis
in der späteren Progression ist die Inaktivierung des Tumorsuppressors TP53. Diese gene-
tische Alteration tritt überwiegend in der späten Phase der Progression auf, insbesondere
in HGIN. Der Verlust von p53 führt zu einer Beeinträchtigung der genomischen Integrität
und begünstigt die Akkumulation weiterer treibender Mutationen [54–57] Im weiteren
Verlauf, insbesondere in späteren Stadien der GEAC-Karzinogenese, treten Mutationen
im TGF-β/SMAD-Signalweg auf. Eine zentrale Rolle spielen dabei die SMAD-Proteine,
insbesondere SMAD2 und SMAD4, die als Transkriptionsfaktoren wirken. Dabei führt
der Funktionsverlust der SMAD-Proteine zu einer Inaktivierung der initial tumorsuppres-
siven Wirkung des TGF-β/SMAD-Signalwegs. So konnte in genetischen Analysen eine
SMAD4 -Deletion oder -Mutation in ca. 10 % - 30 % der GEAC Fälle nachgewiesen wer-
den [58–60]. Auch die Aktivierung von Onkogenen spielt in der GEAC-Karzinogenese eine
Rolle. Besonders relevant sind Mitglieder der EGFR-Familie (Epidermal growth factor re-
ceptor), darunter vor allem der HER2-Rezeptor. Der HER2-Rezeptor ist bei bis zu zwei
Dritteln der GEAC überexprimiert und korreliert mit einem fortgeschritteneren Krankheits-
stadium. Die HER2-gerichtete Therapie ist aktuell fester Bestandteil der perioperativen
und palliativen Behandlung des GEAC [61–63]. In den letzten Jahren hat sich gezeigt,
dass auch nicht-kodierende RNAs (ncRNAs) wie microRNAs (miRNAs) eine bedeutende
Rolle in der Tumorbiologie des GEAC spielen. So zeigte sich, dass die miRNAs miR-21,
miR-196a, miR-192 und der miR-106b 25-Cluster mit der Progression und neoplastischen
Transformation des GEAC assoziiert sind [12, 64, 65].
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1.1.3 Diagnostik, Therapieoptionen und klinische Herausforde-
rungen

Einer der wesentlichen Gründe für die schlechte klinische Prognose von GEAC-Patienten
ist, dass die Krankheit typischerweise in einem lokal fortgeschrittenen Stadium diagno-
stiziert wird. Dies liegt vor allem daran, dass das GEAC nur unspezifische Symptome
verursacht. Eines der ersten Symptome, die von Patienten beschrieben werden, ist die
Dysphagie. Initial bei fester Nahrung und wenn weiter fortgeschritten auch bei Flüssigkei-
ten. Im Verlauf kommen weitere Symptome hinzu, wie unklarer Gewichtsverlust, Schmer-
zen und Druckgefühl hinter dem Brustbein. Sind diese Symptome bereits aufgetreten, ist
die Tumorerkrankung lokal weit fortgeschritten.

Tabelle 1.1: Klinische Klassifikation der GEAC nach der TNM-Klassifikation

T - Primärtumor

TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden
T0 Kein Anhalt für Primärtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae (m) oder Submukosa (sm)
T1a Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae
T1b Tumor infiltriert Submukosa
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert Adventitia
T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen
T4a Tumor infiltriert Pleura, Perikard, V. azygos, Zwerchfell oder Peritoneum
T4b Infiltration Nachbarstrukturen wie Aorta, Wirbelkörper oder Trachea

N- Regionäre Lymphknoten

NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden
N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1 – 2 Lymphknoten
N2 Metastasen in 3 – 6 Lymphknoten
N3 Metastasen in 7 oder mehr regionären Lymphknoten

M - Fernmetastasen

M0 Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tabelle 1.2: Klinische Klassifikation der GEAC nach der UICC-Klassifikation

Stadium T-Kategorie N-Kategorie M-Kategorie

Klinisches Stadium – Adenokarzinome

Stadium I T1 N0 M0
Stadium IIA T1 N1 M0
Stadium IIB T2 N0 M0
Stadium III T2, N1 M0

T3, T4a N0, N1 M0
Stadium IVA T1-T4a N2 M0

T4b N0, N1, N2 M0
Jedes T N3 M0

Stadium IVB Jedes T Jedes N M1

pathologisches Stadium – Adenokarzinome

Stadium IA pT1a pN0 M0
Stadium IB pT1b pN0 M0
Stadium IIA pT2 pN0 M0
Stadium IIB pT1a, pT1b pN1 M0
Stadium IIIA pT1 pN2 M0

pT2 pN1, pN2 M0
pT3, pT4a pN0 M0

Stadium IIIB pT2 pN2 M0
pT3 pN1, pN2 M0
pT4a pN1 M0

Stadium IVA pT4a pN2 M0
pT4b Jedes pN M0
Jedes pT pN3 M0

Stadium IVB Jedes pT Jedes pN M1

Lokal begrenzte Befunde werden in den meisten Fällen als Zufallsbefund detektiert. In
diesem Stadium haben die Patienten in der Regel gar keine Symptome. Wird die Dia-
gnose eines GEAC gestellt, richtet sich die Planung der weiteren Therapie nach der
Stadieneinteilung durch die TNM-Klassifikation (T = Tumor, N = Nodus, M = Me-
tastasen) (Tab 1). Für die Festlegung der TNM-Klassifikation sind zunächst umfas-
sende Staging-Untersuchungen notwendig, insbesondere ein endoskopischer Ultraschall
sowie eine Computertomographie des Halses, des Thorax und des Abdomens Darüber
hinaus sind noch weitere histopathologische Informationen entscheidend für die Thera-
pieplanung. Hier sollte zunächst der Differenzierungsgrad (Grading) nach der aktuellen
WHO-Klassifikation bestimmt werden. Zusätzlich sollte die maximale Infiltrationstiefe do-
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kumentiert werden: pT1a (m1, m2, m3, m4) bzw. pT1b (sm1, sm2, sm3) unter Angabe
der Infiltrationstiefe in Mikrometern. Darüber hinaus ist das Vorliegen einer Lymphgefäß-
und/oder Veneninvasion (L0 vs. L1 bzw. V0 vs. V1) zu erfassen. Auf dieser Grundla-
ge erfolgt eine zusammenfassende Einschätzung des Lymphknotenmetastasierungsrisikos
(Low Risk vs. High Risk). Mit Hilfe dieser Informationen kann ein Therapiekonzept fest-
gelegt werden. Lokal begrenzte Befunde mit oberflächlicher Submukosainfiltration ohne
Risikokriterien (pT1b sm1) mit einer Tiefeninvasion von weniger als 500 µm, fehlender
Lymph- und Veneninvasion (L0, V0), guter bis mäßiger Differenzierung (G1/2) und einer
Tumorgröße unter 20 mm sowie ohne Nachweis einer Ulzeration können mittels endosko-
pischer Resektion reseziert werden. Eine operative Ösophagusresektion sollte in Erwägung
gezogen werden, wenn mindestens eines der folgenden Kriterien erfüllt ist: Ein Tumor-
stadium ≥ pT2, das Vorliegen einer Lymphgefäßinvasion (L1) oder Veneninvasion (V1),
ein schlechter Differenzierungsgrad ( ≥ G3), eine tiefe Submukosainfiltration von 500
µm oder mehr oder ein Tumorrest am basalen Resektionsrand (R1). Dabei unterschei-
det sich die Operationstechnik je nach Lokalisation des Primärumors. Um eine kurativ
intendierte Therapie zu gewährleisten, wird unabhängig von der Operationstechnik ei-
ne Lymphadenektomie und eine Resektion mit einem Sicherheitsabstand von 2–4 cm
durchgeführt. Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen GEAC (Tumorstadium T3/T4
oder cN1-3) ohne Nachweis einer Fernmetastasierung empfiehlt die aktuelle Leitlinie die
Durchführung einer perioperativen Chemotherapie oder neoadjuvanten Radiochemothe-
rapie [66]. Für das GEAC wird am häufigsten gemäß der FLOT4-Studie die perioperative
Chemotherapie FLOT (5-Fluoruracil (5-FU)), Leucovorin, Oxaliplatin, Docetaxel) einge-
setzt [67]. Wenn das Karzinom im proximalen Ösophagus lokalisiert ist oder absehbar
ist, dass eine perioperative Chemotherapie nicht toleriert wird, stellt die neoadjuvan-
te Radiochemotherapie gemäß der CROSS-Studie eine geeignete Behandlungsoption dar
[68]. In den letzten Jahren hat die Immuntherapie auch in der perioperativen Behandlung
des GEAC zunehmend an Bedeutung gewonnen. Die KEYNOTE-585-Studie zeigte, dass
die Kombination des PD-1-Antikörpers Pembrolizumab mit einer FLOT-Chemotherapie
zu höheren pathologischen Ansprechraten führte, jedoch keinen signifikanten Vorteil im
progressionsfreien Überleben (PFS) erbrachte [69]. Dagegen konnte die MATTERHORN-
Studie durch die Zugabe des PD-L1-Antikörpers Durvalumab zu FLOT eine signifikante
Verbesserung des ereignisfreien Überlebens (EFS) nachweisen. Endgültige Daten zu den
sekundären Endpunkten PFS und Gesamtüberleben stehen allerdings noch aus, sodass
derzeit keine klaren Empfehlungen für eine ergänzende Immuntherapie im perioperativen
Setting gemacht werden können [70]. In der palliativen Systemtherapie des GEAC ist der
Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren hingegen mittlerweile fester Therapiestandard.
Für die GEAC-Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose oder im Verlauf eine systemi-
sche Erkrankung mit dem Nachweis von Fernmetastasen aufweisen, wird eine palliative
Systemtherapie eingeleitet. Für die Auswahl der geeigneten Therapie sind die histopatho-
logischen Prädiktoren CPS (kombinierter positiver Score) und HER2 zu erheben. Der CPS
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ist ein immunhistologischer Biomarker zur Bestimmung der PD-L1-Expression zur Ein-
schätzung des potenziellen Nutzens einer PD-1/PD-L1-Immuncheckpoint-Inhibition. So
empfiehlt die aktuelle Leitlinie als Erstlinientherapie ab einem CPS von ≥ 5 den Einsatz
eines Immuncheckpoint-Inhibitors zu einer Platin- und Fluoropyrimidinhaltigen (Cisplatin
+ 5-FU) Chemotherapie. Zeigt sich in der Histologie eine Überexpression des HER2-
Rezeptors, wird eine zielgerichtete Therapie mit dem Anti-HER2-Antikörper Trastuzu-
mab in Kombination mit einer Cisplatin-/Fluoropyrimidin-Chemotherapie durchgeführt.
Hier zeigte die ToGA-Studie, dass die Ergänzung des HER2-Antikörpers Trastuzumab zu
einer Verlängerung des Gesamtüberlebens und des PFS bei Patienten mit HER2-positiven
GEAC führte [63]. Bei einem CPS ≤ 5 und fehlendem Nachweis des HER2-Rezeptors wird
als Erstlinientherapie eine Platin- und Fluoropyrimid-haltige (Capecitabine + Oxaliplatin
(CAPOX)) palliative Systemtherapie durchgeführt [66].
In der palliativen Systemtherapie stellt die Therapieresistenz ein zentrales Problem dar.
Während ein Teil der Patienten primär nicht anspricht, entsteht der deutlich größere Anteil
der Resistenz im Krankheitsverlauf nach initialer Krankheitskontrolle. Dabei entwickeln
fast alle Patienten eine Resistenz gegenüber der Erstlinientherapie innerhalb eines Jahres.
Für die Patienten, die eine alleinige Platin- und Fluoropyrimid-haltige Therapie erhalten,
zeigte sich in 15 – 30 % der Fälle ein Progress in der ersten radiologischen Beurteilung und
somit eine primäre Therapieresistenz . Dabei betrug das mediane PFS nur 5-7 Monate
mit einer initialen objektiven Ansprechrate von 30–45 %, somit entwickelt die Mehrzahl
der Patienten eine sekundäre Resistenz gegenüber der Erstlinientherapie CAPOX [71, 72].
Auch die Immuntherapie ist mit der Entwicklung von Therapieresistenzen konfrontiert.
Dabei zeigte die KEYNOTE-590-Studie, dass 45 % der ESCC/GEAC-Patienten mit ei-
nem CPS-Score von > 10 auf die kombinierte Therapie mit Pembrolizumab und einer
Platin- und Fluoropyrimid-haltigen Therapie primär ansprechen. Hierbei stellte sich eine
PFS von 7,5 Monaten dar. Für Patienten mit einem CPS > 1 und < 10 waren die ob-
jektive Ansprechrate und das PFS nochmal deutlich geringer, sodass auch hier von einem
hohen Anteil an Primär- und Sekundärresistenzen ausgegangen werden muss [73]. Zeigt
der Patient eine Überexpression des HER2-Rezeptors, wird auch in der palliativen System-
therapie der Anti-HER2-Antikörper Trastuzumab eingesetzt. Diese Therapie ist ebenfalls
mit erheblichen Resistenzen verbunden und stellt eine große klinische Herausforderung
dar.
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1.1.4 Der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2)
als therapeutisches Ziel im GEAC

Der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2/ERBB2) gehört zur Fa-
milie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR). Diese Familie umfasst die
Rezeptoren EGFR, HER2, HER3 und HER4. Alle diese Rezeptoren sind Transmembran-
rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivität. Das ERBB2 -Gen liegt auf Chromosom 17q21 und
kodiert für ein etwa 185 kDa großes Protein, welches strukturell aus drei Hauptdomänen
besteht: Einer extrazellulären Ligandenbindungsdomäne, einer einfachen Transmembran-
domäne und einer intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne [74].

Abbildung 2: Signaltransduktionskaskaden der EGFR/HER2-Rezeptoren: Schematische Darstellung der HER2-Rezeptor-
Aktivierung mit den nachgeschalteten Signaltransduktionskaskaden RAS/MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT3. Aufgrund des
Fehlens eines eigenen Liganden fungiert HER2 als ligandenunabhängiger, bevorzugter Dimerisierungspartner der übrigen
HER-Rezeptoren. Die Dimerisierung der Rezeptor resultiert in eine Autophosphorylierung der intrazellulären Tyrosinkinase-
Domäne. Diese führt letztendlich zur Aktivierung der Signalproteine RAS, PI3K, oder JAK. Die Aktivierung dieser Signalwe-
ge führt zur Transkription von Genen, die die Proliferation, die Angiogenese, die Migration und den Zellzyklus beeinflussen.
Trastuzumab und Pertuzumab inhibieren vor allem durch Bindung an eine extrazelluläre Domäne die Dimerisierung der
Rezeptoren. Lapatinib hemmt die intrazelluläre-Tyrosinkinase-Domäne. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert
nach [75])
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Im Vergleich zu den anderen EGFR-Rezeptoren hat HER2 selbst keinen eigenen en-
dogenen Liganden. Stattdessen bildet HER2 mit den anderen Mitgliedern der EGFR-
Familie Heterodimere. Alle Mitglieder der EGFR-Familie sind an Prozessen wie Zell-
wachstum, Differenzierung, Proliferation, Angiogenese oder Migration beteiligt. Bindet
ein Ligand beispielsweise an den HER3-Rezeptor, dimerisiert dieser mit dem HER2-
Rezeptor und die intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne wird autophosphoryliert mit an-
schließender Aktivierung nachgeschalteter Signalwege wie dem Phosphatidylinositol-3-
Kinase/Akt (PI3K/Akt)-Signalweg, dem Rat Sarcoma/Mitogen-Activated Protein Kina-
se (RAS/MAPK)-Signalweg oder dem Januskinase/STAT3 (JAK/STAT)-Signalweg [75,
76]. Durch die Phosphorylierung der Tyrosinkinase-Domäne der HER2/HER3- oder HER2/
EGFR-Heterodimere entstehen SH2-Domänen, die Andockstellen für die Signalproteine
Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), PI3K oder JAK darstellen. Die Aktivierung
des PI3K/AKT-Signalwegs wird durch die Phosphorylierung und Aktivierung von PI3K
initiiert. Aktiviertes PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in
der Zellmembran zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). PIP3 dient als Li-
pidanker für Proteine mit einer PH-Domäne wie die Phosphoinositid-abhängige Kinase
1 (PDK1) und AKT. Dabei rekrutiert PIP3 PDK1 und AKT an die Zellmembran und
PDK1 phosphoryliert das Threonin-308-Residuum von AKT. Eine zweite Phosphorylie-
rung durch mechanistic Target of Rapamycin Complex 2 (mTORC2) am Serin 473 akti-
viert AKT vollständig. AKT selbst kann wiederum weitere Signalproteine aktivieren, wie
den mechanistic Target of Rapamycin Complex 1 (mTORC 1), welcher die Proteinbiosyn-
these steigert [77, 78]. Zusätzlich kann AKT viele weitere zelluläre Prozesse beeinflussen,
wie die Aktivierung von Cyclin D1, wodurch die G1–S-Phasen-Progression und die In-
aktivierung proapoptotischer Proteine wie Bcl-2-associated death promoter (BAD) oder
Caspase 9 [79] . Ein weiterer wichtiger Signalweg, der durch die HER2-Rezeptoren ak-
tiviert wird, ist der RAS/MAPK-Signalweg. Dieser wird durch die Bindung von Grb2 an
die SH2-Domäne der phosphorylierten Tyrosinkinase-Domäne des HER2-Rezeptors initi-
iert. Dadurch wird der Guaninnukleotid-Austauschfaktor Son of Sevenless (SOS) an Grb2
gekoppelt und rekrutiert das kleine GTP-bindende Protein RAS. Hier vermittelt SOS den
Austausch von GDP gegen GTP an RAS, welches daraufhin aktiviert wird [80, 81]. Das
aktivierte RAS bindet und aktiviert wiederum die RAF-Kinasen, welche anschließend die
Kinasen MEK und ERK aktivieren. Aktiviertes ERK1/2 transloziert in den Zellkern, phos-
phoryliert dort Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Genen wie Cyclin D1
fördern, welche wiederum die Zellproliferation fördern [82, 83]. Auch der JAK/STAT3-
Signalweg kann, wenn auch nicht vorwiegend, durch HER2-Rezeptoren aktiviert werden.
Dabei binden die JAK an die Tyrosinkinase-Domäne des HER2-Rezeptors und gelan-
gen dadurch in räumliche Nähe und phosphorylieren sich gegenseitig an Tyrosinresten.
Anschließend bindet STAT3 über SH2-Domänen an die phosphorylierten Tyrosine der
JAK und es kommt zur Phosphorylierung und Aktivierung von STAT3. Phosphoryliertes
STAT3 bildet Homodimere (STAT3–STAT3) oder Heterodimere (z. B. STAT3–STAT1)
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und transloziert in den Zellkern und fungiert selbst als Transkriptionsfaktor und indu-
ziert die Expression von Genen, die insbesondere an der Apoptose, der Proliferation,
der Invasion und Migration und der Immunmodulation beteiligt sind [84–86]. Bei Tu-
morerkrankungen wie dem Mammakarzinom, Ösophaguskarzinom, Magenkarzinom oder
Bronchialkarzinom ist eine HER2-Überexpression oder HER2-Genamplifikation häufig zu
beobachten. Diese Überexpression kann letztendlich auch zu einer ligandenunabhängigen
HER2-Rezeptor-Homodimerisierung führen und dadurch vermehrt die oben beschriebenen
Signalwege aktivieren. Durch diese Signalwege kontrolliert HER2 eine Vielzahl biologischer
Prozesse und kann bei übermäßiger oder aberranter Aktivität zu maligner Transforma-
tion führen [76]. Die HER2-Genamplifikation wurde erstmals Anfang der 1980er-Jahre
im Mammakarzinom beschrieben [87, 88]. In den folgenden Jahren belegten zahlreiche
umfangreiche Studien die zentrale Rolle des HER2-Rezeptors in der Karzinogenese, was
die Entwicklung einer der ersten zielgerichteten Krebstherapien ermöglichte. Die Überex-
pression des HER2-Rezeptors zeigt sich in ca. 20 - 30 % aller Mammakarzinome. Diese
Tumoren zeigen einen aggressiveren Verlauf und ein erhöhtes Rezidivrisiko im Vergleich
zu HER2-negativen Mammakarzinomen. Seitdem gilt der HER2-Status als zentraler pro-
gnostischer und prädiktiver Marker beim Mammakarzinom [89]. So führte die Entdeckung
der HER2-Überexpression zur Entwicklung zielgerichteter monoklonaler Antikörper und
TKI, die die HER2-vermittelte Signaltransduktion gezielt hemmen [90]. Zu den wichtigs-
ten Substanzen gehören: Trastuzumab, Pertuzumab, Ado-Trastuzumab-Emtansin, Lapa-
tinib, Neratinib und Afatinib. Trastuzumab hemmt die Funktion des HER2-Rezeptors
durch Bindung an der extrazellulären Subdomäne IV. Hierdurch stabilisiert Trastuzu-
mab den Rezeptor in einer nicht-dimerisierenden Konformation und hemmt so die HER2-
Homodimerisierung. Zusätzlich fördert Trastuzumab die Rezeptorinternalisierung und -
degradation sowie die Induktion einer „antibody-dependent cellular cytotoxicity"(ADCC).
Insgesamt führen diese Mechanismen zur verminderten Aktivität der nachgeschalteten
Signalwege PI3K/AKT und RAS/MAPK [91]. Der duale TKI Lapatinib hemmt die intra-
zellulären Kinasedomänen des HER2- und EGFR-Rezeptors. In der Regel führt die Homo-
und Heterodimerisierung der HER2- und EGFR-Rezeptoren zur Aktivierung einer intrazel-
lulären ATP-Bindungsstelle mit anschließender Autophosphorylierung von Tyrosinresten
und Rekrutierung von Adapterproteinen (z. B. Grb2, PI3K). Lapatinib bindet kompetitiv
an die ATP-Bindungsstelle der Tyrosinkinasedomäne von HER2 und EGFR. Dadurch wird
die Phosphorylierung der Tyrosinreste verhindert und die nachgeschaltete Signaltransduk-
tion blockiert [92]. Die Einführung dieser HER2-gerichteten Therapien hat die Überlebens-
raten der Mammakarzinom-Patienten signifikant verbessert. So zeigte die multizentrische
randomisierte Phase-III-Studie, dass durch die Ergänzung der Chemotherapie mit Trastu-
zumab die krankheitsfreie Überlebensrate von ungefähr 75 % auf 84 % nach 5 Jahren er-
höht wurde [93]. Mittlerweile konnte durch große Metaanalysen demonstriert werden, dass
mit adjuvanter Trastuzumab-Therapie das Sterberisiko der Mammakarzinompatienten um
44 % reduziert werden konnte [94]. Erste Untersuchungen, die eine HER2-Überexpression

12



1 EINLEITUNG

im GEAC nachweisen konnten, wurden Ende der 1980er-Jahre durchgeführt. Neuere Studi-
en konnten bestätigen, dass ca. 30 % der GEAC eine HER2-Überexpression aufweisen. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen der HER2-Expression beim GEAC und dem Mamm-
akarzinom besteht in der ausgeprägten Heterogenität der HER2-Expression im GEAC.
Während beim Mammakarzinom in der Regel eine homogene und vollständig membran-
äre IHC-Färbung des HER2-Rezeptors beobachtet wird, zeigt das GEAC häufig heterogene
Expressionsmuster mit fokal begrenzter oder unvollständiger basolateraler Membranfär-
bung. Diese heterogene Verteilung des HER2-Rezeptors ist einer der Gründe, warum wei-
terhin Uneinigkeit über die prognostische Relevanz der HER2-Überexpression im GEAC
besteht. Viele Studien zeigten, dass die HER2-Überexpression mit klinisch-pathologischen
Parametern korreliert und mit einem erhöhten Sterberisiko assoziiert ist. Andere Autoren
konnten jedoch keinen signifikanten Zusammenhang zwischen HER2-Status und Prognose
feststellen, sodass die prognostische Bedeutung von HER2 beim GEAC weiterhin kontro-
vers diskutiert wird [95]. Nichtsdestotrotz führte der Nachweis der HER2-Überexpression
zur Einführung einer HER2-zielgerichteten Therapie im GEAC. Dabei ist Trastuzumab als
Erstlinientherapie in Kombination mit einer Platin- und Fluoropyrimidinhaltigen Chemo-
therapie als palliative Systemtherapie für Patienten mit einem HER2-positiven und me-
tastasierten oder lokal fortgeschrittenen, nicht kurativ behandelbaren GEAC zugelassen.
Wie bereits oben beschrieben, demonstrierte die multizentrische Phase-III-Studie ToGA
eine signifikante Verlängerung des medianen Gesamtüberlebens um 2,7 Monate durch die
zusätzliche Gabe von Trastuzumab zur Standard-Chemotherapie. Für den Tyrosinkinase-
Inhibitor (TKI) Lapatinib konnte die TRIO-013/LOGiC-Studie zwar einen numerischen
Vorteil im medianen Gesamtüberleben (12,2 vs. 10,5 Monate) und PFS zeigen, aber die-
ser Unterschied war statistisch nicht signifikant [63]. Lapatinib zeigte als Monotherapie
lediglich eine objektive Ansprechrate von 9 %. In Kombination mit CAPOX konnte die
Ansprechrate jedoch auf 53 % gesteigert werden und lag damit deutlich über der alleini-
gen Therapie mit CAPOX (39 %). Insgesamt erwies sich die Hinzunahme von Lapatinib
als nicht ausreichend wirksam, um einen signifikanten Überlebensvorteil zu erzielen. Da-
bei zeigt insbesondere die niedrige Ansprechrate von Lapatinib, dass ein erheblicher Teil
der GEAC-Tumore eine intrinsische Therapieresistenz aufweist. Ein besseres Verständnis
der zugrunde liegenden Mechanismen könnte neue therapeutische Strategien ermöglichen
und die Behandlung von GEAC-Patienten verbessern.
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1.2 Therapieresistenzen in soliden Tumoren
Eine wesentliche klinische Herausforderung in der Behandlung von Tumorerkrankungen
ist das Auftreten von Therapieresistenzen. Dabei beschreibt die Therapieresistenz die Un-
empfindlichkeit oder mangelnde Ansprechbarkeit von Tumorzellen auf eine oder mehrere
therapeutische Maßnahmen, wie Chemotherapie, Strahlentherapie, zielgerichtete Thera-
pien oder Immuntherapien. Diese Resistenz tritt entweder schon vor Beginn der Therapie
auf (primäre Resistenz) oder nach initialem Therapieerfolg (sekundäre Resistenz) und
führt zu einer deutlich schlechteren Prognose für die Patienten [96]. In diesem Kapitel
werden die verschiedenen Mechanismen von Therapieresistenzen bei Tumoren dargestellt,
darunter intrinsische und erworbene Resistenzmechanismen. Darüber hinaus wird die Rolle
der Tumormikroumgebung, der Tumorheterogenität sowie der Tumorplastizität im Rah-
men der Therapieresistenz diskutiert.

1.2.1 Primäre Therapieresistenz

Die primäre Therapieresistenz oder intrinsische Resistenz wird durch endogene Fakto-
ren vermittelt, die in Tumorzellen oder -geweben bereits vor Einleitung der Therapie
vorhanden sind. Diese Faktoren verschaffen den Krebszellen Überlebensvorteile und ei-
ne Anpassungsfähigkeit an den primären therapeutischen Stress. Hier werden vor allem
genetische und nichtgenetische Ursachen differenziert.

Genetische Ursachen: Eine zentrale Ursache einer bereits vorbestehenden Resistenz
gegenüber Chemotherapien, aber auch gegenüber zielgerichteten Therapien und Immun-
therapien sind genetische Veränderungen. Dabei können Mutationen in Genen auftreten,
die die Wirkung von Medikamenten von Beginn an blockieren. Bereits vor 30 Jahren zeig-
ten Studien zu Mutationen im TP53 -Gen erste Hinweise, dass bestehende genetische Ver-
änderungen der Tumorzellen zu einem geringeren Ansprechen gegenüber Chemotherapien
führen. Nachdem erste Studien lediglich eine Korrelation zwischen einer TP53-Mutation
und einem verringerten Ansprechen auf Chemotherapien wie Doxorubicin demonstrier-
ten [97, 98], konnten Chin et al., erstmals zeigen, dass p53 als Tumorsuppressor die
Expression von Multi-Drug-Resistance-(MDR-)Proteinen wie dem ATP-Binding-Cassette-
Transporter B1 (ABCB1) reguliert. So führt ein p53-Funktionsverlust zu einer deutlichen
Überexpression des ABCB1 -Gens [99, 100]. MDR-Proteine sind Transmembranproteine,
die ATP-abhängig aktiv Chemotherapeutika aus der Zelle hinaus transportieren können
und somit die intrazelluläre Akkumulation der Zytostatika deutlich reduzieren [101, 102].
Darüber hinaus kann eine Mutation im TP53 -Gen zu einer fehlenden Apoptoseinduk-
tion führen. Die meisten chemotherapeutischen Wirkstoffe verursachen DNA-Schäden
oder Replikationsstress, die über eine p53-abhängige Aktivierung proapoptotischer Signal-
proteine wie Bcl-2-assoziierten X-Proteins (BAX) oder BH3-interagierenden Domänen-
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Todesagonisten (BID) die Apoptose auslösen [103, 104]. So kann der p53-Verlust zu
einem Überleben der Tumorzellen führen, trotz massiver DNA-Schäden [105]. Eine weite-
re Mutation, die primär zu einer Chemotherapieresistenz führt, ist eine genetische Deletion
von Phosphatase and Tensin Homolog deleted on chromosome 10 (PTEN). PTEN re-
guliert die Aktivität des PI3K/AKT-Signalwegs durch die Dephosphorylierung von PIP3
mit konsekutiver Überaktivierung von AKT [106, 107]. Zahlreiche Studien belegen, dass
die Überaktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs eine primäre Resistenz gegenüber Platin-
derivaten (z. B. Cisplatin, Oxaliplatin), Antimetaboliten (z. B. 5-FU), Topoisomerase-
Hemmern (z. B. Etoposid, Doxorubicin) sowie Mikrotubuli-Inhibitoren (z. B. Paclitaxel)
vermittelt [108–115]. Dabei konnte eine PTEN-Deletion bereits in vielen Krebsentitäten
wie dem Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom und Glioblastom nach-
gewiesen werden [116]. Neben der Resistenz gegenüber Chemotherapeutika kann der
PTEN-Verlust und die damit verbundene AKT-Überaktivierung auch die Effektivität ziel-
gerichteter Therapien wie der EGFR-TKIs Erlotinib und Gefitinib verringern [117–120].
Weitere Mutationen, die insbesondere die Wirksamkeit zielgerichteter Therapien beeinflus-
sen, betreffen Gene des nachgeschalteten EGFR-Signalwegs. Eine der ersten Mutationen,
die in diesem Kontext identifiziert wurden, ist die aktivierende Mutation des Onkogens
Kirsten-Rat-Sarkom-Virus (KRAS). Das KRAS-Protein gehört zur RAS-Familie kleiner
GTP-bindender Proteine und ist Teil der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkaskade. Die Ak-
tivierung des Rezeptor-Tyrosinkinase-Signals (z. B. EGFR, FGFR, HER2) induziert die
Aktivierung des KRAS-Proteins, indem Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) den
Austausch von GDP gegen GTP katalysieren. Die Mutationen des KRAS-Proteins ver-
hindern die GTP-Hydrolyse und das KRAS-Protein bleibt dauerhaft aktiv mit konstituti-
ver Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege, auch ohne Ligandenbindung an EGFR
oder andere Rezeptoren. Typischerweise treten Punktmutationen an den Codons 12, 13
oder 61 (G12D, G12V, G13D, Q61R) auf und führen damit zu einer primären Resistenz
gegen die EGFR-Antikörper Cetuximab, Panitumumab und Necitumumab [121–124]. Ei-
ne weitere bekannte Mutation im RAS-Signalweg ist die BRAF-V600E-Punktmutation,
die ebenfalls zu einer konstitutiven Aktivierung der RAS-RAF-MEK-ERK-Signalkaskade
führt und somit eine vergleichbare Primärresistenz vermittelt [125, 126]. Neben den klassi-
schen Chemotherapien und den zielgerichteten Therapien sind auch Immuntherapien von
primären Therapieresistenzen betroffen. Die Immuntherapie beschreibt eine Behandlungs-
strategie, bei der das körpereigene Immunsystem gezielt aktiviert wird, um Tumorzellen zu
erkennen und zu zerstören. In der Regel exprimieren Tumorzellen tumorassoziierte Neoan-
tigene, die von zytotoxischen T-Zellen über MHC-I-Moleküle erkannt werden. Gleichzeitig
können Tumorzellen jedoch co-inhibitorische Rezeptoren und Liganden wie Programmed
Death Ligand 1 (PD-L1) exprimieren, die an den PD-1-Rezeptor auf T-Zellen binden,
deren Aktivität hemmen und zu einer T-Zell-Erschöpfung führen [127, 128]. Durch Mu-
tationen im β2-Mikroglobulin, einer funktionellen Untereinheit des MHC-I-Komplexes,
kann keine stabile Antigenpräsentation erfolgen, sodass tumorassoziierte Neoantigene
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den zytotoxischen T-Zellen nicht mehr präsentiert werden. In der Folge entziehen sich
die Tumorzellen der immunologischen Erkennung und sind dadurch primär gegenüber Im-
muntherapien resistent [129]. Eine weitere Mutation, die zu einer intrinsischen Resistenz
gegenüber Immuncheckpoint-Inhibitoren führt, betrifft die Gene JAK1 und JAK2. Durch
den Funktionsverlust dieser Signalproteine verlieren Tumorzellen die Fähigkeit, als Ant-
wort auf Interferon-γ PD-L1 zu exprimieren. Dadurch entfällt der immunregulatorische
Angriffspunkt und die Immuntherapie bleibt wirkungslos [130]. Neben diesen genetischen
Ursachen für eine primäre Therapieresistenz existieren noch weitere nicht-genetische Ur-
sachen.

Nichtgenetische Ursachen Einer der am häufigsten vorkommenden nichtgenetischen
Gründe für eine primäre Therapieresistenz gegenüber Chemotherapien, zielgerichteten
Therapien und Immuntherapien sind epigenetische Veränderungen des Genoms. Die Epige-
netik beschreibt Modifikationen der Genexpression ohne Veränderungen der DNA-Sequenz
[131]. Epigenetische Mechanismen sind dynamisch und reversibel. Sie umfassen DNA-
Methylierungen (z. B. an CpG-Inseln), Histon-Modifikationen (z. B. Acetylierung, Me-
thylierung, Ubiquitinierung), Chromatin-Remodelling (Veränderungen der Nukleosomen-
struktur) und ncRNAs (z. B. miRNAs, lncRNAs). Diese epigenetischen Mechanismen kön-
nen das Ansprechen auf Therapien in vielfältiger Weise beeinflussen [132]. So zeigte sich
beispielsweise, dass die Methylierung der Promotorregion des Enzyms O-6-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) zu einem besseren Ansprechen auf eine Therapie mit
Temozolomid führt. Temozolomid gehört zur Gruppe der Alkylanzien und alkyliert bzw.
methyliert die DNA von Tumorzellen an bestimmten Stellen. Infolgedessen ist die Repli-
kation der Tumorzellen gestört, was letztlich zur Apoptose führt. Diese Veränderungen
der DNA können jedoch durch bestimmte Enzyme wie MGMT wieder repariert werden. In
den meisten Fällen ist die Promotorregion des MGMT-Gens methyliert, wodurch die Gen-
expression von MGMT reduziert ist. Kommt es jedoch zu einer DNA-Demethylierung der
MGMT-Promotorregion, zeigen Tumoren eine erhöhte MGMT-Aktivität und sind primär
resistent gegenüber Alkylantien wie Temozolomid [133–135] Neben der Demethylierung
von bestimmten Promotorregionen kann auch eine Hypermethylierung das Ansprechen
auf Therapien beeinflussen. So zeigte sich, dass die Hypermethylierung des Promotors
des DNA-Mismatch-Reparaturproteins 1 (MLH1) eine Resistenz gegenüber Cisplatin und
5-FU vermittelt. Die Schädigung der DNA durch alkylierende Zytostatika wird unter an-
derem durch DNA-Reparaturenzyme des Mismatch-Reparatur-Systems (MMR) detektiert
wodurch die betroffenen Zellen normalerweise eliminiert werden. Durch die Hypermethylie-
rung werden diese Enzyme nicht in ausreichender Menge exprimiert und die Tumorzellen
überleben die Chemotherapie [136–138]. Auch die Resistenz gegenüber zielgerichteten
Therapien kann epigenetische Ursachen haben. So führt die Histon-Deacetylierung der
Promotorregion des pro-apoptotischen Proteins Bcl2-interacting mediator of cell death
(BIM) aufgrund der daraus resultierenden fehlenden proapoptotischen Antwort zu einer
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Resistenz gegenüber den EGFR-TKI Gefitinib und Erlotinib [139–141]. Darüber hinaus
können ncRNA die Expression bestimmter Gene so beeinflussen, das hierdurch Therapie-
resistenzen entstehen. So zeigte sich, dass die miRNAs miR-221/222 und miR-30b/c die
mRNA des Apoptose-auslösenden Faktors 1 (APAF-1) degradieren können und dadurch
die Bildung des Apoptosoms verhindert wird. Dieser Protein-Komplex spielt eine entschei-
dende Rolle bei der Induktion der intrinsischen Apoptose, die als Folge einer Behandlung
mit TKI wie Gefitinib oder auch nach Chemotherapien mit Cisplatin und 5-FU ausgelöst
wird [142–144].
Neben epigenetischen Ursachen für eine primäre Therapieresistenz können Tumorzellen
auch durch eine initial bereits bestehende hohe Expression von Genen charakterisiert
sein, die eine Therapieresistenz vermitteln. Hier spielen die bereits oben genannten MDR-
Proteine eine zentrale Rolle. Diese ATP-getriebenen Effluxpumpen können Chemothe-
rapeutika und viele TKI aktiv aus der Zelle hinausbefördern und somit das initiale An-
sprechen auf Therapien deutlich reduzieren [145–147]. Weitere nichtgenetische Ursachen
einer primären Therapieresistenz können auch durch eine unzureichende Penetration der
Medikamente in das Tumorgewebe erklärt werden. Dabei kann die erhöhte Steifigkeit der
tumorassoziierten extrazellären Matrix (EZM) die Tumorzellen vor Wirkstoffen schützen
[148, 149]. Neben der EZM können auch zelluläre Bestandteile der Tumormikroumgebung
eine physikalische Barriere schaffen. So zeigte sich, dass tumorassoziierte Fibroblasten
(TAFs) durch die Freisetzung von EZM-Molekülen und selbst durch die Einkapselung des
Tumors eine physikalische Barriere bilden und dadurch die Chemotherapie nicht in das
Tumorgewebe eindringen kann [150]. Weitere Veränderungen des Mikromilieus können
ebenfalls die Effektivität bestimmter Substanzklassen beeinflussen. So sind hypoxische
Tumorareale primär unempfindlich gegenüber Strahlen- und Chemotherapie. In der Re-
gel verursacht die Strahlentherapie DNA-Schäden durch die Bildung von ROS. Darüber
hinaus kann Sauerstoff diese DNA-Schäden durch die Bildung stabiler Peroxide fixieren.
Dadurch sind die Zellen weniger in der Lage die entstandenen Schäden zu reparieren.
In hypoxischen Tumoren führt der Mangel an Sauerstoff dazu, dass durch ionisierende
Strahlung weniger ROS entstehen und die DNA-Schäden weniger effektiv fixiert werden.
Dadurch können die Tumorzellen die geschädigte DNA besser reparieren und die Wirkung
der Strahlentherapie ist deutlich reduziert [151–154].
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1.2.2 Sekundäre Therapieresistenz - Ursache und Auswirkung

Die sekundäre Therapie beschreibt die Unempfindlichkeit der Tumorzellen gegenüber einer
therapeutischen Maßnahme nach initialem Therapieerfolg. Das bedeutet, dass die Tumor-
zellen zunächst gut auf eine Therapie ansprechen, jedoch im weiteren Verlauf Mechanis-
men entwickeln, die zu einer Therapieresistenz führen. Dabei ist der Anteil der sekundären
Therapieresistenzen deutlich höher als der der primären Therapieresistenzen [155, 156].
Auch hier können prinzipiell genetische und nicht-genetische Ursachen differenziert wer-
den. Allerdings vermitteln die genetischen Veränderungen der Tumorzellen erst unter dem
Selektionsdruck der Therapie eine erworbene Resistenz. Hier spielt die intratumorale He-
terogenität eine zentrale Rolle [157]. Diese beschreibt, dass Tumorzellen innerhalb eines
Tumors untereinander große Unterschiede aufweisen können. Dabei können die Zellen sich
genetisch, epigenetisch, phänotypisch und funktionell voneinander unterscheiden. Zusätz-
lich kann es innerhalb eines Tumors auch Unterschiede in der Zusammensetzung des
Mikromilieus geben. So können bestimmte Bereiche des Tumors hypoxische Areale auf-
weisen, während andere Bereiche durch eine ausgeprägte Angiogenese charakterisiert sind.
Darüber hinaus kann es innerhalb von Tumoren auch Unterschiede in der Infiltration von
Immunzellen geben und dadurch z. B. Einfluss auf die Effektivität von Immuntherapien
nehmen [158–161]. Eine der häufigsten Ursachen erworbener Therapieresistenz ist die
Anwesenheit einer kleinen Tumorzellpopulation mit genetischen Alterationen, die ein ver-
mindertes Ansprechen auf die Behandlung vermitteln. Durch die begonnene Therapie und
den Selektionsdruck der Therapie kann diese Tumorzellpopulation expandieren und eine
sekundäre Therapieresistenz vermitteln [157]. So zeigte sich z.B. in einem Modell des
EGFR-mutierten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC), dass die In-Frame Dele-
tion in Exon 19 und die L858R Mutation in Exon 21 die Tumorzellen initial suszeptibel
auf die EGFR-TKI Erlotinib und Gefitinib machen [162, 163]. Allerdings zeigen ca. 50
% der Patienten innerhalb eines Jahres einen Progress, der durch die Anwesenheit von
Tumorzellen mit einer EGFR-T70M-Mutation zu erklären ist [164–166]. Diese Mutation
führt zu einer erhöhten Bindungsaffinität der Kinase gegenüber ATP, sodass Erlotinib
oder Gefitinib als kompetitive ATP-Inhibitoren ihre Wirkung verlieren. Dadurch wird die
EGFR-T70M-mutierte Zellpopulation selektiert und vermittelt somit die sekundäre The-
rapieresistenz [167, 168]. Neben genetisch unterschiedlichen Zellpopulationen existieren
auch Tumorzellen, die durch eine ausgeprägte Plastizität charakterisiert sind. So können
beispielsweise einzelne Subpopulationen durch einen veränderten Phänotyp (wie z. B.
einen Stammzellphänotyp, einen Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT)-Phänotyp
oder einen quieszenten/langsam proliferierenden Phänotyp) weniger auf eine Therapie
ansprechen [169]. Dieser Phänotyp kann dabei durch die Therapie selbst induziert sein.
So zeigte sich, dass z. B. die Behandlung von Bronchialkarzinomzellen mit dem EGFR-
TKI Gefitinib zu einer EMT und konsekutiver Gefitinib-Resistenz führt. Dabei zeigten
die Gefitinib-resistenten Zellen eine Aktivierung des Notch-1-Signalwegs, welcher in den

18



1 EINLEITUNG

Bronchialkarzinomzellen eine EMT induzierte [170, 171]. Die EMT ist ein hochkonser-
vierter embryologischer Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre apiko-basale Polarität und
epithelialen Marker verlieren und gleichzeitig mesenchymale Eigenschaften wie erhöhte
Motilität und Invasivität erwerben. Dieser Phänotyp wurde bereits in mehreren Studien
mit einer erworbenen Therapieresistenz assoziiert [172]. Eine kürzlich veröffentlichte Stu-
die konnte dabei erstmals einen potenziellen Mechanismus entschlüsseln, wie die EMT
eine Therapieresistenz gegenüber Chemotherapeutika vermittelt. So zeigten sie Autoren,
dass die kleine GTPase Ras Homolog Family Member J (RHOJ) in EMT-Tumorzellen
eine Verbesserung der DNA-Schadensantwort und weniger therapieinduzierte Apoptose
vermittelt [173] (Abb. 3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen molekularen Mechanismen sekundärer Therapiereisten-
zen: Chemotherapie: Sekundäre Chemotherapie-Resistenzen sind bis heute unzureichend verstanden. Durch die zugrunde
liegende intratumorale Heterogenität kann die Chemotherapie selbst im Sinne eines Selektionsdrucks Zellen selektieren, wel-
che nach diskontinuierlicher Therapie zu einer erneuten Progression führen. Hier spielen genetische Veränderungen, zelluläre
Plastizität sowie ABC-Transporter eine entscheidende Rolle. Zielgerichtete Therapie: Durch eine genetische Adaption der
Tumorzellen, z. B. durch eine erworbene Mutation innerhalb der therapeutischen Zielstruktur, entfalten die Tumorzellen
eine sekundäre Therapieresistenz. Darüber hinaus können Phänotypen wie Stammzellen und EMT-Zellen eine Resistenz
vermitteln. Ebenso kann die Aktivierung sogenannter Bypass-Signale die Wirkung zielgerichteter Therapien beeinflussen.
Immuntherapie: Hier können tumorintrinsische Mechanismen, z. B. die Mutation des Beta-2-Mikroglobulins als Bestand-
teil des MHC-I-Rezeptors, die Effektivität der Immuntherapie beeinflussen. tumorextrinsische Mechanismen beschreiben
die Veränderung des Mikroenvironment, z. B. durch weniger Effektor-T-Zellen. Abbildung wurde mit Biorender erstellt
(modifiziert nach [157].
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Darüber hinaus ist die EMT sehr eng mit den Eigenschaften von Tumorstammzellen ver-
knüpft [174]. Diese Zellen sind eine funktionell definierte Subpopulation mit der Fähigkeit
zur Tumorinitiierung und zur Selbsterneuerung und können somit den Tumor langfristig
aufrechterhalten. Tumorstammzellen besitzen mehrere intrinsische Schutzmechanismen,
die sie sowohl gegen Chemotherapien als auch gegen zielgerichtete Therapien und Im-
muntherapien schützen. Diese umfassen eine niedrige Proliferationsrate, eine erhöhte Ex-
pression von ABC-Transportern, erhöhte Aktivät der Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH),
hochaktive DNA-Reparaturmechanismen sowie eine intrinsische Apoptoseresistenz. Dar-
über hinaus sind Tumorstammzellen in spezialisierten Nischen lokalisiert und dadurch
durch die Tumormikroumgebung vor Therapien geschützt [175–178].
Neben den auf dem Prinzip der intratumoralen Heterogenität beruhenden Prinzipien der
sekundären Therapieresistenz, gibt es noch weitere Mechanismen die vor allem die The-
rapieresistenz gegenüber TKI erklären. Hier spielt die alternative Aktivierung sogenannter
Bypass-Signalwege eine zentrale Rolle. Während bestimmte TKI einen ganz bestimmten
Signalweg hemmen, sind die viele Tumoren sind nicht vollständig abhängig von dem blo-
ckierten Target und können z.B. über Freisetzung autokrine Wachstumsfaktoren parallele
Signalwege wie z.N (PI3K, MAPK, SRC, AXL, FGFR) aktivieren und somit die Wirkung
des TKI umgehen [179–181]. So konnte eine Studie z. B. nachweisen, dass eine kompen-
satorische Aktivierung eines c-MET/PI3K/AKT-Signalwegs in Bronchialkarzinomzellen
die Resistenz gegenüber den EGFR-TKI Gefitinib und Erlotinib vermittelt [182]. Dabei
konnte eine weitere Studie demonstrieren, dass der MET-spezifische Ligand Hepatoyte
growth factor (HGF) diesen Signalweg aktivieren kann und somit die Gefitinib Resistenz
vermittelt [183].
Erworbene Resistenzmechanismen gegenüber Immuntherapien umfassen tumorintrinsische
sowie tumorextrinische Mechanismen. Dabei konnten Zaretsky et al., durch Ganzexom-
Sequenzierungen von Patienten mit erworbener Resistenz Mutationen im Beta-2-Mikro-
globulin als Teil des MHC-I-Komplex nachweisen. Dadurch verlieren die CD8-positiven
T-Zellen die Fähigkeit Tumorzellen über den MHC-I-Rezeptor zu erkennen [184]. Letzt-
endlich kann auch eine veränderte Zusammensetzung des Tumormikroenvironment das
Ansprechen auf Immuntherapien deutlich beeinflussen. Die zugrunde liegenden Mechanis-
men werden in Kapitel 1.2.4 beschrieben.

1.2.3 Mechanismen der HER2-Therapie-Resistenz

Die Entdeckung des HER2-Rezeptors als therapeutische Zielstruktur in der Behandlung
von HER2-überexprimierenden Tumorerkrankungen hat zu einer deutlichen Verbesserung
des Gesamtüberlebens geführt. Allerdings entwickeln viele Patienten trotz der erheblichen
Fortschritte der HER2-gerichteten Therapien eine primäre oder erworbene Therapieresis-
tenz. Dabei konnten bereits viele unterschiedliche Mechanismen der Resistenz entschlüs-
selt werden [185]. Einer der zentralen Resistenzmechanismen betrifft strukturelle Verän-
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derungen des HER2-Rezeptors selbst. Dabei stellt die trunkierte HER2-Isoform p95HER2
ein N-terminal verkürztes, membranständiges HER2-Fragment dar, welches die Bindungs-
affinität von Trastuzumab gegenüber HER2 reduziert und die intrazelluläre Kinasaktivi-
tät erhöht. Diese Eigenschaften tragen wesentlich zur Resistenzentwicklung und zu ei-
ner ungünstigeren Prognose bei [186, 187]. Entsteht diese trunkierte HER2-Form durch
die proteolytische Spaltung durch MMPs, wird eine etwa 110 kDa große extrazellulä-
re Domäne in das Serum freigesetzt. Dort kann sie HER2-spezifische Antikörper wie
Trastuzumab binden und dadurch deren Wirkung neutralisieren [188, 189]. Ferner kön-
nen Mutationen in der Tyrosinkinase-Domäne die Wirksamkeit HER2-spezifischer TKI
wie Lapatinib und Neratinib beeinträchtigen. So zeigte sich, dass die Tumorprogression
bei zunächst Neratinib-sensiblen Mammakarzinom-Patienten durch die erworbene HER2-
T798I-Mutation zu erklären ist [190]. Ein weiterer interessanter Mechanismus der HER2-
Resistenz ist die Hochregulation der MUC-Glykoproteine. Diese besitzen EGF-ähnliche
Untereinheiten und können dadurch die Bindungsdomäne des HER2-Rezeptors maskie-
ren und somit die Effektivität von HER2-Antikörpern wie Trastuzumab reduzieren [191].
Zudem kann auch der Verlust der HER2-Expression die Sensitivität gegenüber Lapati-
nib und Trastuzumab vermindern. Dieser Verlust ist insbesondere bei GEAC-Patienten
zu beobachten. Hier zeigte eine multizentrische Beobachtungsstudie, dass etwa 60 %
der GEAC-Patienten mit Progress unter einer HER2-spezifischen Therapie einen Verlust
der HER2-Expression aufwiesen [192]. Einer der häufigsten Mechanismen der erworbenen
Therapieresistenz ist die kompensatorische Hochregulation anderer proliferativer Rezep-
toren wie EGFR, MET, FGFR1-3 und β2-Adrenozeptor [193]. Insbesondere für das GEAC
scheint die Koexpression des MET-Rezeptors mit gleichzeitiger PI3K/AKT-Aktivierung
das Ansprechen auf Trastuzumab und Lapatinib deutlich zu reduzieren [194–197]. Ne-
ben der Hochregulation kann der HER2-Rezeptor auch ligandenunabhängig mit anderen
Rezeptoren, die nicht aus der EGFR-Familie stammen, heterodimerisieren und somit die
Bindung therapeutischer HER2-Antikörper verhindern [198–200]. Rezeptorunabhängige
Mechanismen sind HER2-Therapieresistenz und umfassen Veränderungen der intrazellu-
lären Signalkaskaden. So führt der Verlust von PTEN durch eine Deletion zu einer Überak-
tivierung des PI3K/AKT-Signalwegs und dadurch zu einer Resistenz gegenüber Trastu-
zumab. Diese Mutationen können in bis zu 67 % in HER2-positiven GEAC-Patienten
nachgewiesen werden und reduzieren signifikant das Gesamtüberleben [193, 201–203].
Auch aktivierende Mutationen des Signalproteins PI3K führen insbesondere bei HER2-
positiven GEAC-Patienten zu einer Resistenz gegenüber Lapatinib und Trastuzumab und
dadurch zu einem verkürzten progressionsfreien Überleben [204, 205]. Aber auch die Ak-
tivierung alternativer Signalwege wie IL-6/STAT3, Src, Notch und IL-8/CXCR8 kann
die Effektivität von Trastuzumab und Lapatinib beeinflussen [206–210]. Letztendlich
kann auch die phänotypische Plastizität HER2-positiver Tumorzellen die Wirksamkeit der
HER2-gerichteten Therapie beeinflussen. Studien zeigen, dass Tumorzellen, die eine EMT
durchlaufen oder Stammzelleigenschaften erwerben, die Effektivität der HER2-Therapie
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deutlich beeinträchtigen können [211–213]. Darüber hinaus weisen mehrere Arbeiten dar-
auf hin, dass auch nicht-neoplastische Zellen des Tumorstromas mit HER2-gerichteten
Therapien interferieren und so zur Resistenzentwicklung beitragen.

1.2.4 Einfluss des Tumorstromas auf das Therapieansprechen

Neben tumorintrinsischen Mechanismen der erworbenen Therapieresistenz kann auch das
nicht-neoplastische Tumorstroma die Effektivität antitumoraler Therapien maßgeblich be-
einflussen. Das Tumorstroma umfasst sämtliche nicht-neoplastischen Bestandteile eines
Tumors, die die Tumorzellen strukturell, metabolisch und funktionell umgeben. Es setzt
sich aus verschiedenen zellulären Komponenten zusammen, darunter Fibroblasten und
myofibroblastische Zellen, Endothelzellen sowie Immunzellen wie Makrophagen und T-
Zellen. Darüber hinaus umfasst das Tumorstroma nicht-zelluläre Bestandteile wie die
EZM sowie lösliche Faktoren, darunter Zytokine, Wachstumsfaktoren und Metabolite.
Jede dieser stromalen Komponenten kann durch direkte und indirekte Interaktionen mit
den Tumorzellen die Effektivität von Chemotherapien und zielgerichteten Therapien mo-
dulieren und somit zur Entwicklung einer erworbenen Therapieresistenz beitragen [214].
TAFs stellen in vielen soliden Tumoren neben Makrophagen den dominierenden Stroma-
zelltyp dar und konnten schon in vielen Tumorentitäten wie Pankreaskarzinomen, Ko-
lorektalkarzinomen, Mammakarzinomen und Bronchialkarzinomen mit der Entwicklung
von Therapieresistenzen in Verbindung gebracht werden [214]. So können TAFs neben
der bereits oben beschriebenen Remodellierung der EZM auch durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen wie TGF-β, HGF und IL-6 den Therapieerfolg deutlich
reduzieren. So zeigten die Autoren Straussmann et al.,, dass Fibroblasten durch die Se-
kretion von HGF mit anschließender Aktivierung des MET-Rezeptors und der Signalwege
MAPK und PI3K/AKT das Ansprechen auf die RAF-Inhibitoren signifikant vermindern
[215]. Fibroblasten können aber auch über die Freisetzung von IL-6 einen EMT-Phänotyp
in Bronchialkarzinomzellen induzieren, der mit einer verminderten Sensitivität gegenüber
Cisplatin einhergeht [216]. Darüber hinaus können Fibroblasten hohe Mengen an IL-8
sezernieren, welches über die Aktivierung des NF-κB-Signalwegs eine erhöhte Expressi-
on von ABC-Transportern vermittelt und dadurch die intrazelluläre Akkumulation sowie
die Wirksamkeit platinbasierter Chemotherapien reduziert [217]. Zusätzlich, aber noch
weit weniger erforscht, ist die Fähigkeit von Fibroblasten, metabolische Prozesse in Tu-
morzellen zu reprogrammieren und dadurch Therapieresistenzen zu vermitteln [218, 219].
Darüber hinaus können Fibroblasten epigenetische Programme in Tumorzellen modulieren
sowie über die Freisetzung von Exosomen spezifische Signalwege aktivieren, wodurch das
Ansprechen auf antitumorale Therapien zusätzlich beeinflusst werden kann [220, 221].
Ein weiterer Stromazelltyp, der nicht dem Immunmikromilieu zuzuordnen ist, sind die
tumorassoziierten Endothelzellen (TAE). Diese Endothelzellen kleiden die innere Oberflä-
che der Blutgefäße innerhalb eines Tumors aus. Das TAE zeichnen sich durch eine hohe
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angiogene Aktivität aus und können unter anderem durch die Freisetzung von VEGF
das Ansprechen auf zytostatische Therapien vermindern [222]. Zusätzlich konnte gezeigt
werden, dass TAE durch eine erhöhte Expression verschiedener ABC-Transporter charak-
terisiert sind, was zu einer verminderten intrazellulären Akkumulation und damit zu einer
reduzierten Wirksamkeit zahlreicher Therapeutika führt. Darüber hinaus ist die Expres-
sion des ABC1-Transporters mit einer Aktivierung des AKT-Signalwegs verbunden, die
eine gesteigerte VEGF-Sekretion zur Folge hat und somit zur Therapieresistenz gegen-
über VEGF-Inhibitoren beiträgt [223, 224]. Weitere Zellen des stromalen Tumormikroen-
vironment sind tumorassoziierte Adipozyten, mesenchymale Stammzellen und myeloide
Suppressorzellen Alle diese Zellen können durch die Freisetzung von löslichen Faktoren,
durch die Modulation der EZM und auch durch metabolische Reprogrammierung die Tu-
morzellen so beeinflussen, dass sie weniger gut auf Therapien ansprechen.
Neben der stromalen Komponente des Tumorstromas stellen Immunzellen, darunter Effek-
tor-T-Zellen, regulatorische T-Zellen (Tregs) und tumorassoziierte Makrophagen (TAMs),
einen wesentlichen Bestandteil der Tumormikroumgebung dar. Vor allem Tregs können
durch ihre immunsuppressive Wirkung einen deutlichen Einfluss auf die Tumorzellen neh-
men. Dabei konnte eine hohe Dichte infiltrierender Tregs mit einer schlechten Prognose
sowie erhöhten Raten von Chemotherapieresistenzen beim Melanom, Glioblastom, Ko-
lorektalkarzinom und Bronchialkarzinom assoziiert werden [214]. So führt z. B. die Be-
handlung von Kolorektalkarzinomzellen mit 5-FU zu einer NFκB-abhängigen Freisetzung
von CCL20 mit anschließender Rekrutierung CD4+Foxp3+ Tregs. Die Anwesenheit dieser
Tregs führt wiederum über eine Induktion von BCL2 zu einer Resistenz gegenüber 5’FU
[181]. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Glioblastom-Patienten nach Krank-
heitsprogress unter anti-angiogenetischer Therapie mit anti-VEGF erhöhte intratumorale
Mengen an Foxp3+CD4+ Tregs aufwiesen. Dabei führt die anti-VEGF-Therapie über
eine hypoxische Mikroumgebung zu erhöhten Mengen an Glutamat, welches wiederum
zur Expansion von Tregs führt. Eine CD25-abhängige Blockade der Tregs führte dabei
zu einem erneuten Ansprechen auf die anti-VEGF-Therapie [225]. Aber auch durch die
Inhibition der Effektor-Funktionen von CD8+ T-Zellen können Tregs die Effektivität von
Immuntherapien deutlich vermindern [226]. Die dominierenden Immunzelltypen innerhalb
des Tumorstromas stellen die TAMS dar. Ihre Herkunft, Polarisierung und ihr Einfluss auf
die Tumorprogression und Therapieresistenz werden in Kapitel 1.3 dargestellt.

23



1 EINLEITUNG

1.3 Makrophagen als Teil des Tumorstromas

1.3.1 Monozyten als Progenitorzellen der Makrophagen

Monozyten haben einen Durchmesser von 5 - 20 µm und zirkulieren vor allem im Blut.
Sie stellen insgesamt 10 % der Leukozytenpopulation dar und sind als Teil des angeboren
Immunsystems an der Elimination von Krankheitserregern durch Phagozytose, Antigen-
präsentation und Aktivierung des Komplementsystems beteiligt [227]. Darüber hinaus
spielen sie eine wesentliche Rolle in der Immunregulation und Aufrechterhaltung der Ge-
webehomöostase. Monozyten sind eine der zentralen Komponenten des mononukleären
Phagozytensystems, zu dem sie gemeinsam mit Makrophagen und konventionellen den-
dritischen Zellen gehören. Monozyten differenzieren sich im Knochenmark aus hämato-
poetischen Stammzellen der myeloischen Linie und dienen als Vorläuferzellen für verschie-
dene differenzierte Zellen, insbesondere für Makrophagen. Typischerweise werden sie in
drei Subtypen unterteilt: klassische (CD14++ CD16−), intermediäre (CD14++ CD16+)
und nicht-klassische Monozyten (CD14+ CD16++), wobei jede Population unterschied-
liche funktionelle Eigenschaften aufweist [228]. Klassische Monozyten machen ungefähr
90 % der im Blut zirkulierenden Monozyten aus. Diese sind vor allem inflammatorisch
aktiv und werden in großer Zahl bei Infektionen oder Gewebeschädigungen mobilisiert.
Intermediäre und nicht-klassische Monozyten sind stärker an der Gewebshomöostase, Ge-
fäßüberwachung und Immunregulation beteiligt [229]. Die Migration von Monozyten in
das periphere Gewebe wird durch ein Netzwerk aus Chemokinen (z.B. CCL2, CCL3,
CX3CL1) und Adhäsionsmolekülen (z.B. ICAM-1, VCAM-1) vermittelt. Dort angekom-
men, differenzieren sie abhängig vom lokalen Zytokin-Milleu und mikrobiellen Signalen zu
Makrophagen oder dendritischen Zellen [230, 231]

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Monozyten Subtypen: Die Monozyten-Subtypen werden durch ihrer unter-
schiedliche Expression der Oberfächenrezeptoren CD16 und CD14 differenziert. Die Subytpen kommen in unterschiedlichen
Mengen im Blut vor und haben verschiedene Funktionen. Der klassische Monozyt migriert vor allem in das Gewebe und
differenziert sich zu Makrophagen und dendritischen Zellen. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert nach [232])
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1.3.2 Polarisierung und Funktion von Makrophagen

Durch das Migrieren der Monozyten in das periphere Gewebe differenzieren diese zu
Makrophagen. Dabei stellen Makrophagen hochplastische Zellen des angeborenen Im-
munsystems dar, die eine zentrale Rolle in der Immunabwehr, Geweberegeneration und
Entzündungsprozessen spielen. Neben den Makrophagen, die aus den zirkulierenden Mo-
nozyten entstehen, müssen diese entwicklungsbiologisch von den residenten Makrophagen
unterschieden werden. Diese werden je nach ihrer Lokalisation unterschiedlich benannt.
So werden Makrophagen im Gehirn als Mikroglia, in der Leber als Kupffer-Sternzellen, in
der Lunge als Alveolarmakrophagen, im Knochen als Osteoklasten, im Knorpelgewebe als
Chondroklasten und im Bindegewebe als Histiozyten bezeichnet [233, 234] .
Eine zentrale Funktion von Makrophagen ist die Phagozytose. Diese beschreibt die Auf-
nahme und intrazelluläre Degradation von Pathogenen, apoptotischen Zellen. Zelltrüm-
mern und Fremdmaterial [235]. Dieser Prozess wird durch eine Vielzahl von Rezepto-
ren vermittelt, darunter Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs) wie Toll-like-Rezeptoren
(TLRs), Scavenger-Rezeptoren und Opsonin-Rezeptoren (z.B. FcγR und Komplementre-
zeptoren), welche Antigene erkennen und binden können. So kann z. B. der TLR-4 bak-
terielle Lipopolysaccharide (LPS) von gram-negativen Bakterien erkennen, welches neben
der Internalisierung des Mikroorganismus auch zu einer Aktivierung des NFκB-Signalwegs
und zur Expression von proinflammatorischen Zytokinen führt [236, 237].

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Eigenschaften und Funktionen von M1- und M2-Makrophagen: M1-
Makrophagen sind durch Expression der Oberflächenmarker iNOS, MHC-II, TLR-4 und CD86 charakterisiert Sie zeichnen
sich durch einen proinflammatorischen Phänotyp aus und sekretieren Zytokine wie TNF-α, IL-6 und IL-1β. M2-Makrophagen
bilden die Oberflächenmoleküle CD204, CD163, FIZZ1 und CD206. Sie wirken über die Freisetzung von antiinflammatori-
schen Zytokinen wie IL-10 und TGF-β sowie die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie VEGF geweberegenerierend und
protumorigen. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert nach [238]

.
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Die phagozytierten Antigene werden anschließend in Phagosomen eingeschlossen, die sich
durch die Fusion mit Lysosomen zu Phagolysosomen entwickeln. Innerhalb dieser Phago-
lysosomen werden die aufgenommenen Antigenpartikel durch hydrolytische Enzyme und
ROS degradiert, was neben der Elimination pathogener Mikroorganismen auch zur Auf-
rechterhaltung der Gewebehomöostase durch die kontinuierliche Beseitigung zellulärer
Trümmer führt [239, 240].
Eng verknüpft mit der Phagozytose ist die Fähigkeit der Makrophagen zur Antigenpräsen-
tation, insbesondere über Major Histocompatibility Complex II (MHC-Klasse-II)-Moleküle.
Nach der proteolytischen Degradierung phagozytierter Antigene in den Phagolysosomen
werden Peptidfragmente auf der Zelloberfläche präsentiert, wo sie von CD4+-T-Zellen
erkannt werden. Dadurch nehmen Makrophagen eine Schlüsselrolle als antigenpräsen-
tierende Zellen ein, insbesondere im Rahmen der Initiierung und Modulation adaptiver
Immunantworten. Zusätzlich exprimieren aktivierte Makrophagen kostimulatorische Mo-
leküle wie CD80 und CD86, die für die vollständige Aktivierung naiver T-Zellen essenziell
sind [241]. Makrophagen sind zudem in der Lage, durch die Sekretion von C1q, C2, C3
und Faktor B das Komplementsystem zu aktivieren und zu regulieren [242, 243]. Darüber
hinaus steuern sie die Immunantwort durch die Freisetzung unterschiedlicher proinflam-
matorischer und antiinflammatorischer Signalmoleküle.

Abbildung 6: Schematische Darstellung der M2-Makrophagen-Polarisierung: M2-Makrophagen können je nach Funkti-
on und Zytokinprofil in weitere Subtypen differenziert werden. M2a-Makrophagen fördern Regeneration und Wachstum
durch die Freisetzung von u. a. TGF-β, IL-10 und IGF. M2b-Makrophagen regulieren durch die Freisetzung von pro- und
anti-inflammatorischen Zytokinen die Immunantwort. M2c-Makrophagen fördern durch die Freisetzung von IL-10 die Im-
muntoleranz und Gewebestabilisierung. M2d-Makrophagen fördern das immunsuppressive Mikroenvironment von Tumoren
und fördern Angiogenese und Proliferation. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert nach [238].
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Makrophagen üben aber nicht zu jeder Zeit die gleichen Funktionen aus. Ihr Phänotyp
hängt stark vom immunologischen Kontext sowie von den Signalen des lokalen Mikromi-
lieus ab. Dabei wird historisch zwischen der klassischen (M1-) und der alternativen (M2-)
Aktivierung unterschieden [244]. Naive Makrophagen differenzieren durch die Einwirkung
von Interferon γ (IFN-γ) und mikrobielle Stimuli wie LPS in klassische M1-Makrophagen.
Diese sind vor allem durch ihre Sekretion von proinflammatorischen Molekülen wie z.
B. TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12 und IL-23 und durch ihre gesteigerte mikrobizide Aktivität
charakterisiert. Durch ihre Expression der MHC-II-Moleküle sind die M1-Makrophagen
vornehmlich an der Antigenpräsentation beteiligt. Hierdurch fördern sie eine Th1-Antwort
und somit die Abwehr von Pathogenen und die Aktivierung adaptiver Immunantworten.
Demgegenüber erfolgt die alternative Aktivierung (M2) insbesondere durch IL-4 und IL-
13. M2-Makrophagen zeigen eine antiinflammatorische und gewebereparative Funktion.
Durch die erhöhte Bildung von Arginase-1, CD206 (Mannoserezeptor) und IL-10 spielen
M2-Makrophagen eine zentrale Rolle bei der Wundheilung, Angiogenese und Immunsup-
pression [245, 246] (Abb. 5). Diese strikt binären Aktivierungszustände bilden jedoch
nicht die physiologische Situation ab. Die unterschiedlichen Aktivierungszustände der
Makrophagen sind vielmehr durch ein kontinuierliches Spektrum funktioneller Zustände
charakterisiert. Makrophagen zeigen eine ausgeprägte Plastizität, wodurch sie dynamisch
auf Veränderungen im Gewebe und auf unterschiedliche Zytokin- oder Stoffwechselsi-
gnale reagieren können. Um diese Plastizität noch etwas besser abzubilden, wurde der
M2-Phänotyp noch in weitere Subtypen differenziert. Hier werden die M2a-, M2b-, M2c-
und M2d-Makrophagen unterschieden [247]. M2a-Makrophagen werden klassischerweise
durch die Zytokine IL-4 und IL-13 aktiviert und fördern durch die Sekretion von Wachs-
tumsstimuli wie TGF-β, IGF oder Fibronektin die Geweberegeneration. Zusätzlich regulie-
ren und hemmen sie die proinflammatorischen M1-Antworten. M2b-Makrophagen werden
durch Immunkomplexe und TLR-Liganden aktiviert und regulieren durch die Freisetzung
von proinflammatorischen und antinflammatorischen Signalmolekülen wie TNF-α und
IL-10 die Immunantwort. M2c-Makrophagen werden durch IL-10, TGF-β oder Glukokor-
tikoide aktiviert und sind durch Förderung der Immuntoleranz und Gewebestabilisierung
vornehmlich an der Auflösung der Entzündung beteiligt. Darüber hinaus phagozytieren sie
effektiv apoptotische Zellen [248]. Die M2d-Makrophagen werden innerhalb dieser Gruppe
als die protumorigenen Makrophagen klassifiziert. Sie werden durch TLR-Liganden, IL-6
und das hypoxische Tumor-Mikromilieu aktiviert und bilden große Mengen an VEGF und
IL-10 und können durch die Steigerung der Angiogenese, das Unterdrücken zytotoxischer
T-Zellen sowie die Vermittlung immunsuppressiver Prozesse das Tumorwachstum fördern
[249] (Abb. 6).
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1.3.3 Tumorassoziierte Makrophagen

TAMs sind Bestandteil des nicht-neoplastischen Tumorstromas und stellen neben den
TAFs die am häufigsten vorkommende Zellpopulation innerhalb des Stromas dar [250].
Aktuell wird noch angenommen, dass TAMs sich überwiegend aus zirkulierenden, im
Knochenmark gebildeten Monozyten entwickeln [251]. Dabei können Tumorzellen selbst
über die Freisetzung von Chemokinen wie CSF-1, MCP-1/CCL2 und IL-8/CXCL8 die
Monozyten in das intratumorale Gewebe rekrutieren [252, 253] . Neuere Untersuchungen
diskutieren zudem, dass TAMs auch aus Monozyten hervorgehen können, die durch eine
extramedulläre Hämatopoese in der Milz gebildet werden. Dabei lautet die Hypothese,
dass die Milz als Reservoir fungiert und somit eine rasche Mobilisierung von Monozyten
zum Tumor ermöglicht [254, 255]. Sobald die rekrutierten Monozyten in das Gewebe
extravasieren, differenzieren sie unter dem Einfluss der Tumormikroumgebung zu Makro-
phagen.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Funktionen von tumorassoziierten Makrophagen (TAMs) in der Karzinoge-
nese: TAMs zeichnen sich durch die Expression bestimmter Oberflächenmoleküle wie CD206, CD163, CSF1R und PDL1/2
aus. Darüber hinaus können sie multiple Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren freisetzen. Sowohl durch direkten als
indirekten Kontakt zu Tumorzellen können sie das Tumorwachstum, die Angiogenese, die Therapieresistenz, die Migration
und Invasion fördern. Zusätzlich können sie Immunzellen rekrutieren und durch die Aktivierung regulatorischer T-Zellen ein
immunsuppressives Mileau schaffen. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert nach [256])
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Initial ist man davon ausgegangen, dass Makrophagen ausschließlich antitumorale Eigen-
schaften besitzen und das Tumorgewebe infiltrieren, um die Tumorzellen zu phagozytieren
und zu zerstören [257–260]. Inzwischen haben jedoch umfangreiche Untersuchungen zei-
gen können, dass TAMs vornehmlich protumorale Eigenschaften aufweisen. Dabei konnten
Analysen sehr gut demonstrieren, dass die Tumormikroumgebung TAMs so beeinflussen
kann, dass sie zu tumorfördernden Zellen umprogrammiert werden [250, 261]. Wie be-
reits oben beschrieben weisen Makrophagen eine ausgeprägte Plastizität auf. Über einen
langen Zeitraum ist man davon ausgegangen, dass TAMs durch ihre immunsuppressi-
ven bzw. immunregulatorischen Eigenschaften vornehmlich M2-polarisierte Makrophagen
darstellen. Allerdings zeigen TAMs in der Regel kein reines M1- oder M2-Profil. Ihre
phänotypische und funktionelle Heterogenität lässt sich daher mit diesem binären Klassi-
fikationssystem nur unzureichend abbilden. Auch das erweiterte Klassifikationsmodell zur
Unterteilung der M2-Makrophagen bildet die Komplexität der Makrophagen nur unzurei-
chend ab [262, 263]. Neuere Transkriptomanalysen belegen, dass TAM-Subpopulationen
gleichzeitig Genexpressionsmuster beider Aktivierungszustände (M1 und M2) aufweisen
können. Darüber hinaus exprimieren TAMs teilweise Gene, die nicht den klassischen Signa-
turen der M2-Aktivierung entsprechen, was die enorme Plastizität und kontextabhängige
Funktion dieser Zellpopulation unterstreicht [264–267]. TAMs können durch verschiede-
ne Mechanismen die Tumorprogression fördern. TAMs können durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen wie IL-10, IL-6, EGF, PDGF, VEGF und
HGF die Karzinogenese und das Tumorwachstum beeinflussen [268]. Zum Beispiel können
TAMs über die Sekretion von HGF das Wachstum und die Therapieresistenz gegenüber
Sorafenib von hepatozellulären Karzinomzellen fördern [269]. Zusätzlich konnte gezeigt
werden, dass TAMs durch die Freisetzung von Adrenomedullin und eine konsekutive Akti-
vierung des eNOS-Signalwegs das Wachstum von Melanomzellen fördern [270]. Darüber
hinaus können TAMs über Notch-, Wnt- und Hedgehog-Signalwege die Aufrechterhaltung
von Krebsstammzellen und deren Nischen begünstigen und somit zum Tumorwachstum
und zur Selbsterneuerung beitragen [271–274]. Ein weiterer Mechanismus, über den TAMs
zur malignen Progression beitragen, ist die Förderung von Invasion und Metastasierung.
Durch die Freisetzung proteolytischer Enzyme wie Matrixmetalloproteinasen (MMPs),
Cathepsinen und Urokinase-Plasminogenaktivator degradieren TAMs die EZM und er-
leichtern somit die Invasion von Tumorzellen in die EZM [275–278] Zudem induzieren
TAMs über die Sekretion von TGF-β und IL-6 eine EMT, wodurch die Migrations- und
Invasionsfähigkeit der Tumorzellen weiter gesteigert wird [279–281]. Eine wichtige Voraus-
setzung für Tumorwachstum und Metastasierung ist die Versorgung der Tumorzellen mit
Nährstoffen und Sauerstoff über Angiogenese. Dabei können TAMs die Neubildung von in-
tratumoralen Blutgefäßen durch die Sekretion von proangiogenen Faktoren (VEGF, PDGF
und FGF2) stimulieren [282–284]. Neben ihrer Rolle in der Förderung des Tumorwachs-
tums und der Angiogenese tragen TAMs auch wesentlich zur Immunevasion des Tumors
bei. Durch verschiedene Mechanismen unterdrücken sie die adaptive Immunantwort und
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schaffen so ein immunsuppressives Mikromilieu, das das Tumorwachstum zusätzlich be-
günstigt. So können TAMs durch die Expression von PD-L1, die Sekretion von IL-10 und
TGF-β sowie die Rekrutierung Tregs die Aktivität zytotoxischer CD8-T-Zellen hemmen
[285, 286]. TAMs haben auch eine direkte klinische Relevanz für Tumorpatienten und
deren Prognose. Neben ihren protumorigenen Eigenschaften beeinflussen sie maßgeblich
das Ansprechen auf tumorspezifische Therapien.

1.3.4 Einfluss von Makrophagen auf den Therapieerfolg von
Krebserkrankungen

Makrophagen können einen erheblichen Einfluss auf das Ansprechen von Chemotherapi-
en, Strahlentherapien, zielgerichteten Therapien und Immuntherapien nehmen. Umfang-
reiche präklinische und klinische Studien konnten zeigen, dass die Infiltrationsdichte von
TAMs in soliden Tumoren mit einer deutlich schlechteren Prognose zusammenhängt.
Diese Beobachtung konnte über viele Krebsentitäten hinweg bestätigt werden. Neben
ihrem direkten Einfluss auf das Tumorwachstum lässt sich die schlechte Prognose auch
durch die Makrophagen-vermittelte Therapieresistenz erklären. Dabei können TAMs The-
rapieresistenzen über die Freisetzung von löslichen Überlebens- bzw. anti-apoptotischen
Faktoren vermitteln. Darüber hinaus können TAMs auch über direkten Zellkontakt und
über die Veränderung der EZM die Effektivität einer tumorspezifischen Therapie reduzie-
ren [287, 288].
Chemotherapeutische Wirkstoffe induzieren in der Regel DNA-Schäden, insbesondere in
Zellen, die eine hohe Proliferationsrate aufweisen. Die Wirkstoffe umfassen dabei Al-
kylanzien (z. B. Cisplatin), Antimetabolite (z. B. 5-FU), Topoisomerase-Hemmer (z. B.
Doxorubicin) und Mitosehemmer (z. B. Paclitaxel) [289, 290]. TAMs sind dazu in der
Lage, mit der Wirkung all dieser Substanzen zu interferieren. So können TAMs durch
die Freisetzung von Cathepsinen die Effektivität von Mitosehemmern wie Paclitaxel re-
duzieren [291, 292]. Darüber hinaus sind TAMs über verschiedene Mechanismen mit der
Entwicklung von Resistenzen gegenüber Alkylanzien wie Cisplatin assoziiert. So zeigten
Untersuchungen, dass TAMs z. B. über die Sekretion von exosomaler Mikro-RNA (miR-
223) die Expression von PTEN reduzieren und somit den PI3K/AKT-Signalweg dauerhaft
aktivieren und die durch Cisplatin induzierte Apoptose hemmen [293]. Auch können Ma-
krophagen durch die Freisetzung der Chemokine CCL17 und CCL22 über die Aktivierung
des CCR4-Rezeptors eine membranständige Rekrutierung und funktionelle Aktivierung
des Multidrug-Resistance-assoziierten Transportproteins MRP1 (ABCC1) induzieren, was
den Efflux von 5-Fluorouracil aus Tumorzellen fördert [294]. Zudem können viele weitere
proinflammatorische, von TAMs freigesetzte Zytokine und Chemokine wie IL-6, CCL5 und
CCL20 Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika induzieren [295–297]. Neben den klas-
sischen Chemotherapien können TAMs auch die Effektivität von strahlentherapeutischen
Krebsbehandlungen beeinflussen. Dabei kann die Strahlentherapie selbst die Rekrutierung
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sowie die Polarisierung von Makrophagen fördern, welche wiederum über die Sekretion
von Überlebensfaktoren (z. B. IL-6, TNF-α, EGF) das Überleben bestrahlter Tumorzellen
fördern. So konnte eine Studie von Akkari et al., zeigen, dass die Makrophagen-Depletion
durch CSF1R-Inhibition die Effektivität der Strahlentherapie von Glioblastomtumoren ver-
bessert [298]. Auch zielgerichtete Therapien mit Antikörpern und TKI werden durch TAMs
beeinflusst. In Kopf-Hals-Tumoren führte die Sekretion von CCL15 durch TAMs zu einer
Aktivierung des CCR1-NF-κB-Signalswegs und dadurch zu einer Resistenz gegenüber dem
EGFR-TKI Gefitinib [299]. TAMs können auch die Wirksamkeit des JAK-Inhibitors Ru-
xolitinib herabsetzen. Dabei resultiert die Behandlung mit Ruxolitinib in einer vermehrten
Produktion von Cyclooxygenase 2 in den Makrophagen mit anschließender Freisetzung
von Prostaglandin E2. Dieses wiederum wirkt parakrin auf die Tumorzellen und führt zu
einem geringeren Ansprechen auf Ruxolitinib [300]. Neben den TKI können TAMs auch die
Effektivität von Antikörpern reduzieren. Der monoklonale Anti-VEGF-Antikörper Bevaci-
zumab hemmt die Neoangiogenese und dadurch das Tumorwachstum. In Anwesenheit von
Bevacizumab polarisieren Makrophagen in einen M2b-Phänotyp, welcher erhöhte Mengen
an TNF-α sekretiert und dadurch die Wirksamkeit von Bevacizumab bei Mammakarzino-
men reduziert [301]. Durch die Immuntherapie konnte ein erheblicher Fortschritt in der
Behandlung zahlreicher Tumorerkrankungen erzielt werden. Jedoch wird die Effektivität
deutlich durch das immunsuppressive Tumorstroma limitiert, in dem TAMs eine zentra-
le Rolle spielen. Dabei können TAMs die Infiltration von zytotoxischen CD8-positiven
T-Zellen hemmen und dadurch die Wirksamkeit der Anti-Programmed-Death-1-(Anti-
PD-1-)Therapie aufheben. Darüber hinaus können TAMs durch die Sekretion von CCL20
Tregs rekrutieren und diese induzieren die Erschöpfung der CD8-positiven T-Zellen und
somit den Wirkverlust der anti-PD-1-Therapie [288, 302, 303] .
Insgesamt können Makrophagen, die als infiltrierende Stromazellen in nahezu allen soli-
den Tumoren vorkommen, entscheidend den Behandlungserfolg unterschiedlicher Thera-
piestrategien beeinflussen.
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1.4 Ziel der Arbeit
Trotz bedeutender wissenschaftlicher Fortschritte in der Genetik, Epigenetik und Zell-
biologie bleibt die Prognose des GEAC äußerst schlecht. Die klinische Herausforderung
bei der Behandlung dieser Tumorerkrankung umfasst sowohl die biologische Aggressivi-
tät als auch die ausgeprägte Neigung zur Entwicklung von Therapieresistenzen. Dabei
präsentieren sich mehr als die Hälfte der GEAC-Patienten in einem fortgeschrittenen, me-
tastasierten Stadium. Für diese Patientengruppe besteht häufig nur noch die Möglichkeit
einer palliativen Systemtherapie. Obwohl bei einem relevanten Anteil der Patienten eine
Überexpression von HER2 vorliegt, ist das klinische Ansprechen auf HER2-gerichtete The-
rapien heterogen und häufig nur von begrenzter Dauer. Dies weist darauf hin, dass weitere,
bislang nicht ausreichend verstandene Mechanismen das therapeutische Ansprechen maß-
geblich beeinflussen. Das nicht-neoplastische Tumorstroma trägt wesentlich zur Modulati-
on der Eigenschaften von Tumorzellen bei. Dabei spielen neben stromalen und vaskulären
Komponenten insbesondere infiltrierende Immunzellen wie Makrophagen eine zentrale
Rolle. Für das GEAC ist bekannt, dass chronisch-entzündliche Prozesse wesentlich zur
Tumorentstehung und -progression beitragen. TAMs stellen hierbei eine der dominieren-
den Immunzellpopulationen dar und können, abhängig von ihrem funktionellen Phänotyp,
pro-tumorigene Effekte vermitteln. Ihre Bedeutung für die Progression des GEAC sowie für
die Wirksamkeit zielgerichteter Therapien ist jedoch bislang nur unzureichend untersucht.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass durch Stromafaktoren die wachstumshemmende
Wirkung des dualen HER2/EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitors Lapatinib herabgesetzt wird.
Folglich lässt sich eine zentrale Rolle des Tumorstromas für die Effektivität therapeuti-
scher Antikörper und Tyrosinkinase-Inhibitoren ableiten. Die Aufklärung dieser kausalen
Zusammenhänge besitzt sowohl diagnostischen als auch therapeutischen und prognosti-
schen klinischen Nutzen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss
von TAMs auf die GEAC-Tumorprogression und Therapieresistenz untersucht. Zentrale
Hypothese dieser Arbeit war, dass TAMs maßgeblich zur Tumorprogression des GEAC
sowie zur Vermittlung einer Resistenz gegenüber HER2-gerichteten Therapien beitragen.
Aufbauend auf dieser Hypothese verfolgte die vorliegende Arbeit drei übergeordnete Ziele:

1. Analyse der Expression makrophagenspezifischer Gene mithilfe eines cDNA-Mikro-
arrays sowie die Identifikation onkogener Expressionsmuster in GEAC-Patienten,

2. die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Makrophageninfiltration, klinisch-
pathologischen Parametern und dem Gesamtüberleben sowie

3. die funktionelle Charakterisierung makrophagenvermittelter Effekte auf Tumorpro-
liferation und Therapieansprechen in experimentellen in-vitro-Kokulturmodellen.

Hierzu wurde zunächst ein öffentlich zugänglicher cDNA-Mikroarray-Datensatz analysiert,
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1 EINLEITUNG

der 64 GEAC-Patientenproben sowie 15 Proben aus Barrett-Mukosa und 28 Proben aus
Normalgewebe umfasste. Dieser diente als „Discovery Set“ und wurde sowohl zur Hy-
pothesengenerierung als auch zur Analyse der Expression makrophagenspezifischer Gene
genutzt. Die erhobenen Befunde wurden anschließend mittels Tissue-Mikroarray-(TMA)-
Analysen von 360 GEAC-Patienten („Validation Set“) verifiziert. Zusätzlich wurde der
Einfluss der Makrophageninfiltration auf klinisch-pathologische Parameter (Tumorstadi-
um, Lymphknotenmetastasierung, Grading, Fernmetastasierung und Gesamtüberleben)
untersucht. Anschließend erfolgten mechanistische Untersuchungen in einem indirekten
in vitro-Kokultursystem von Makrophagen und GEAC-Zellen, in denen der Einfluss ma-
krophagensekretierter Faktoren auf die Proliferation, die Aktivierung onkogener Signalwe-
ge sowie das Ansprechen auf HER2-gerichtete Therapien analysiert wurde. Abschließend
erfolgte eine erneute Validierung der experimentellen Ergebnisse im cDNA-Mikroarray
(„Discovery Set“) sowie im TMA („Validation Set“) (Abb. 8).

Abbildung 8: Schematische Darstellung des experimentellen Vorgehens des vorliegenden Projektes: Zu Hypothesengenerie-
rung und Untersuchung der Expression makrophagen-spezifischer Gene diente ein cDNA-Mikroarray von 64 GEAC-Patienten
als ’Discovery Set’. Diese erhobenen Befunde wurden anschlie0end in einem Tissue Mikroarray (TMA) von 360 GEAC-
Patienten verifiziert und zusätzlich der Einfluss der Makrophageninfiltration auf die klinisch-pathologischen Parameter
untersucht. Anschließend wurden diese Befunde in einem in-vitro indirekten Kokultursystem mechanistisch weiter unter-
sucht und daraufhin erneut im ’Discovery Set’ und ’Validation Set’ validiert.
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2 MATERIALIEN

2. Materialien

2.1 Laborgeräte

Gerät Hersteller

Zentrifugen

Biofuge B Heraeus, Hanau, DE
Rotanta 460 S Hettich, Tuttlingen, DE
Zentrifuge, MiniStar silverline VWR, Darmstadt, DE
Zentrifuge 5427 R Eppendorf, Hamburg, DE
Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, DE

Inkubatoren

Brutschrank Modell BD 260 Binder, Tuttlingen, DE
GFL 1001 Wasserbad GFL, Burgwedel, DE
Heizblock Dri-Block DB-3D Techne, Staffordshire, UK
MCO-19AIC CO2 Incubator Sanyo Denki, Osaka, JP
Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen, DE

Kühlgeräte

4 °C-Kühlschrank Sikafrost Siemens, München, DE
-20 °C-Gefrierschrank Liebherr, Bulle, CH
-80 °C-Gefriertruhe Ultra Low Sanyo Denki, Osaka, JP
196 °C-Stickstofftank CBS, Michigan, US

Messgeräte

Durchflusszytometer LSR II BD Biosciences, Heidelberg, DE
Hämozytometer, Neubauer Marienfeld, Lauda-Königshofen, DE
Mikroplattenlesegerät InfiniteF50 Tecan, Männedorf, CH
Nanodrop 2000, Spektralphotometer Thermo Scientific, Schwerte, DE
pH-Meter S20 - SevenEasy™ pH Mettler Toledo, Gießen, DE
ViiA 7 Real-Time PCR System Applied Biosystems, Darmstadt, DE
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Mikroskope

Axiovert 40 CFL Carl Zeiss Microimaging, Jena, DE
BH2 Olympus, Hamburg, DE
Digitales Mikroskop BZ-9000 KEYENCE, Neu-Isenburg, DE
ICS Standard 25 Carl Zeiss Microimaging, Jena, DE
Wiluvert Helmut Hundt, Wetzlar, DE

Sicherheitswerkbänke

HERA safe KS 12 Heraeus, Hanau, DE
MSC-Advantage Klasse II Thermo Scientific, Schwerte, DE

Waagen

A200S Analysenwaage Sartorius, Göttingen, DE
Laborwaage 822 Kern, Balingen-Frommern, DE

Pipetten

Eppendorf Research 0,5-10 µl Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf Research 2-20 µl Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf Research 10-100 µl Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf Research 20-200 µl Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf Research 100-1000 µl Eppendorf, Hamburg, DE
Multipette E3/E3x Eppendorf, Hamburg, DE
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Eberstadt, DE

Andere Geräte

Autoklav VX-120 Systec, Wettenberg, DE
Flockeneismaschine AF-10 Scotsman Ice Systems, Frimont, IT
Flüssigkeits-Absaugsystem BVC Vacuubrand, Wertheim, DE
Kipprollenmischer RS-TR05 Phoenix Instrument, Garbsen, DE
Laborschüttler Edmund Bühler, Tübingen, DE
Magnetrührer mit Heizblock Sigma-Aldrich, München, DE
Magnetständer MACS Multistand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Mikrowellengerät Bosch, Gerlingen, DE
PowerPac Basic Netzteil Bio-Rad Laboratories, Hercules, US
Ultraschallstab Sonopuls HD2070 Bandelin, Berlin, DE
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, US
Vortex VF2 Janke Kunkel, Staufen, DE
Western Blot System Bio-Rad Laboratories, Hercules, US
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2.2 Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel Hersteller

Alufolie Carl Roth, Karlsruhe, DE
Blutentnahmekanüle Multifly Sarstedt, Nümbrecht, DE
Combitips advanced
(0,1 ml, 0,5 ml, 1 ml, 5 ml, 10 ml)

Eppendorf, Hamburg, DE

CryoPure Gefäß 1,0 ml weiß Sarstedt, Nümbrecht, DE
Dako Pen Dako, Hamburg, DE
Deckgläschen Sarstedt, Nümbrecht, DE
EASYstrainer, 40 / 100 µm Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
Entsorgungsbeutel Carl Roth, Karlsruhe, DE
FACS-Röhrchen Sterilin, London, UK
Flachbodenplatten
(96-Well, 24-Well, 12-Well, 6-Well)

Sarstedt, Nümbrecht, DE

Injekt Einmalspritzen 20 ml B.Braun, Melsungen, DE
MACS LS Säule Mitlenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Mikrotitertestplatte 96-Well Sarstedt, Nümbrecht, DE
Mikroreaktionsgefäß
(0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Nümbrecht, DE

MicroAMP Fast optical 96-Well Applied Biosystems, Darmstadt, DE
Monovetten 9 ml, Kalium EDTA Sarstedt, Nümbrecht, DE
Nitril Schutzhandschuhe Ansell, München, DE
Nitrocellulose Blotting Membran GE Healthcare Europe, München, DE
Klebefolie, optisch klar, qPCR Sarstedt, Nümbrecht, DE
Parafilm „M“ Brand, Wertheim, DE
Pasteurpipetten 230 mm, Glas Hein Herenz, Hamburg, DE
PCR Gefäß Biosphere Multiply Sarstedt, Nümbrecht, DE
Pipettenspitzen
(10 µl, 200 µl, 1000 µL)

Sarstedt, Nümbrecht, DE

Reaktionsröhrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
Serologische Pipetten
(5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt, Nümbrecht, DE

Spritzenfilter, 0,22 µm, steril Carl Roth, Karlsruhe, DE
Skalpell Feather, Osaka, JP
Transwelleinsätze, 0,4 µm
(6-Well, 24-Well)

Sarstedt, Nümbrecht, DE
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Whatman-3MM Filterpapier FE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Wattestäbchen NOBA Verbandmittel Danz, DE
Zellkulturflaschen Vent. Cap
(25 cm2, 75 cm2, 175 cm2)

Sarstedt, Nümbrecht, DE

Zellschaber 25 mm Sarstedt, Nümbrecht, DE

2.3 Kit Systeme

Kit Hersteller

First Strand cDNA Synthesis Kit Roche, Mannheim, DE
Nucleospin RNA Macherey Nagel, Düren, DE
DuoSet ELISA PDGF-AA RD Systems, Minneapolis, US
Pan Monocyte Isolation Kit, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Pierce BCA Protein Assay Thermo Scientific, Schwerte, DE
Human XL Cytokine Array Kit RD Systems, Minneapolis, US
TaqMan™ Fast Reagent Starter Kit Thermo Scientific, Schwerte, DE
RNAscope® 2.5 HD Duplex
Detection Kit

Advanced Cell Diagnostics, Newark, US

2.4 Software

Software Hersteller

Axiovision 4.6 Carl Zeiss, Jena, DE
BD FACSDiva v8.0.3 Software BD Biosciences, Heidelberg, DE
FlowJo v10.0.8 Flowjo LLC, Oregon, US
EvolutionCapt Vilber Lourmat, Eberhardzell, DE
i control™ Microplate Reader Roche, Basel, CH
Gimp 2.10 Das GIMP-Team
GraphPad 6.01 GraphPad Software, San Diego, US
ImageJ 1.52a Wayne Rasband, NIH, Maryland, US
Microsoft Excel 365 Microsoft Corperation, Redmond, US
Microsoft Powerpoint 365 Microsoft Corperation, Redmond, US
ViiA™ 7 Software v1.2.4 Applied Biosystems, Darmstadt, DE
ChatGPT Version 5 OpenAI, Inc, San Francisco
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2.5 Chemikalien, Puffer und Lösungen

2.5.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München, DE
2-Propanol (Isopropanol, IPA) Sigma-Aldrich, München, DE
Acrylamid/Bis-acrylamid, 30% Sigma-Aldrich, München, DE
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck Millipore, Darmstadt, DE
Aprotinin Sigma-Aldrich, München, DE
Bovines Serumalbumin, Fraktion V GE Healthcare Europe, München, DE
Biocoll Biochrom, Berlin, DE
Benzamidin Carl Roth, Karlsruhe, DE
Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe, DE
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München, DE
Dinatriumhygrogenphosphat
(Na2HPO2)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, München, DE
Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)

PAA, Pasching, AT

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ethyldiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe, DE
Fetales Kälberserum (FCS) 10 % GE Healthcare Europe, München, DE
FACSFlow Sheath Fluid, 20 l BD Biosciences, Heidelberg, DE
FACS Clean Solution BD Biosciences, Heidelberg, DE
FACSRinse Solution, 5 l BD Biosciences, Heidelberg, DE
Fc Block™ Reagent BD Biosciences, Heidelberg, DE
FluorSave Reagent Merck Millipore, Darmstadt, DE
Glycerol Sigma-Aldrich, München, DE
Grams Kristallviolettlösung Merck KGaA, Darmstadt, DE
Hoechst 33258 Sigma-Adrich, München, DE
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Leupeptin Carl Roth, Karlsruhe, DE
Lipofectamine RNAiMAX Thermo Scientific, Schwerte, DE
Methanol Merck KGaA, Darmstadt, DE
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Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, DE
Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT)

Sigma-Adrich, München, DE

Nagellack Pro Shine Manhattan, Paris, FR
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, DE
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe, DE
Natriumorthovanadat Carl Roth, Karlsruhe, DE
Natronlauge Carl Roth, Karlsruhe, DE
Paraformaldehyd 4 % Carl Roth, Karlsruhe, DE
PageRuler™ Thermo Scientific, Schwerte, DE
Penicillin/Streptomycin-Stammlösung GE Healthcare Europe, München, DE
Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Sigma-Aldrich, München, DE

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Sigma-Aldrich, München, DE
Phosphate-Buffered Saline (PBS) Life Technologies, Darmstadt, DE
Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640-Medium

Life Technologies, Darmstadt, DE

Salzsäure 1,0 M Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
SuperSignal™ West Dura
Chemilumineszenz-Substrat

Thermo Scientific, Schwerte, DE

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, US

Trypanblau 0,4 % Sigma-Aldrich, München, DE
Tris base (C4H11NO3) Sigma-Aldrich, München, DE
Triton Sigma-Aldrich, München, DE
Trypsin Life Technologies, Darmstadt, DE
Tween 20 Sigma-Aldrich, München, DE
Vollentsalztes Wasser (VE-Wasser) Entsalzungsanlage des Hauses
Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % Carl Roth, Karlsruhe, DE
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2.5.2 Puffer und Rezepturen

Puffer / Lösung Rezeptur

Allgemeine Puffer und Lösungen

PBS (10x)

80 g/l NaCl
2 g/l KCl
14,4 g/l Na2HPO4

2,4 g/l KH2PO4

1:10 verdünnen für PBS (1x)

Grundpuffer Lyse

50 mM HEPES
150 mM NaCl
50 mM NaF
2 mM EDTA
1 % (v/v) Triton x-100
10 % (v/v) Gylcerol

Lysepuffer

10 mM Benzamidin
2 mM Natriumorthovanadat
1 µg/ml Leupeptin
3,4 µg/ml Aprotenin
1 mM PMSF
in Grundpuffer Lyse

MTT Lösung
5 mg/ml MTT
in PBS (1x)

Durchflusszytometrie

FACS
0,5 % (m/v) BSA
0,5 mM EDTA
in PBS (1x)

Blockpuffer
20 % (v/v) Fc Block Reagenz
in FACS Puffer

Permeabilisierungspuffer
0,1 % Triton X-100
in FACS Puffer

Fixierlösung
2 % (v/v) PFA
in PBS (1x)
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Magnetische Zellseparation

MACS
0.5 % (m/v) BSA
2 mM EDTA
in PBS (1x)

Western Blot

Trenngel Stocklösung (12 %)
1,5 M Tris base pH 8,8
0,1 % (m/v) SDS
20 % (v/v) Gylcerol

Sammelgel Stocklösung
1,5 M Tris base ph 6,8
0,1 % (m/v) SDS

Laufpuffer (10x)

35 mM Tris base
1,9 M Glycin
250 mM SDS
1:10 verdünnen für Laufpuffer (1x)

TBS (10x)

100 mM Tris base
1,5 M NaCl
pH mit HCl auf 7,6 einstellen
1:10 verdünnen für TBS (1x)

TBST
TBS (1x)
0,05 % (v/v) Tween-20

Blotpuffer (10X)

35 mM Tris base
1,9 M Glycin
1:10 verdünnen
20 % (v/v) Methanol für Blotpuffer (1x)

Ladepuffer (4x)
50 ml Lysepuffer
0,005 % (m/v) Bromphenolblau
2,5 % (v/v) β-Mercaptoethanol

Blocklösung
5 % (m/v) Milchpulver
in TBST
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Immunfluoreszenz

Fixierlösung
4 % (v/v) Paraformealdehyd
in PBS (1x)

Permeabilisierungspuffer
0,3 % (v/v) Tween-20
in PBS (1x)

Blocklösung
10 % (m/v) BSA
0,1 % (v/v) Tween-20
in PBS (1x)

Antikörper-Grundlösung
1 % (m/v) BSA
0,1 % (v/v) Tween-20
in PBS (1x)

Waschpuffer
0,1 % (m/v) BSA
0,1 % (v/v) Tween-20
in PBS (1x)

Kernfärbelösung
0,1 % (v/v) Hoechst33258
in Antikörpergrundlösung

Antikörper Multiplex Array

Array Puffer (1x)
4 ml Array Buffer 4
8 ml Array Buffer 6

Antikörperstocklösung
Detection Antibody Cocktail
in 200 µl ddH2O

Antikörperlösung
120 µl Antikörperstocklösung
in 6 ml Array Puffer (1x)

Waschpuffer (1x)
40 ml Wash Buffer Concentrate
in 960 ml ddH2O

Entwicklungslösung
1 ml Chemi Reagent 1
1 ml Chemi Reagent 2

Streptavidin-HRP (1x)
10 % (v/v) Streptavidin-HRP
Stocklösung in Array Buffer 6
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2.6 Zellbiologisches Material

2.6.1 Zelllinien

Zelllinie Information

HER2 positive gastroösophageale Epithelzellen

NCI-N87
Isoliert aus einer Lebermetastase eines
gastrischen tubulären Adenokarzinoms. Das
Alter des männlichen Patienten ist unbekannt.
Gut differenziert, G2 (UICC)

PT1590
Isoliert aus einem ösophagealen Adenokarzinom.
Das Alter der weiblichen Patientin ist unbekannt.
Schlecht differenziert, G4 (UICC)

LN1590
Isoliert aus einer Lymphknotenmetastase eines
ösophagealen Adenokarzinoms. Das Alter der
weiblichen Patientin ist unbekannt.
Schlecht differenziert, G4 (UICC)

HER2 negative gastroösophageale Epithelzellen

SKGT4
Isoliert aus dem ösophagealen Adeno-
karzinoms eines 86 Jahre alten kaukasischen
Mannes.
Gut differenziert, G2 (UICC)

OE33
Isoliert aus dem ösophagealen Adeno-
karzinom einer 73 Jahre alten kaukasischen Frau.
Schlecht differenziert, G4 (UICC)

PT6216
Isoliert aus dem ösophagealen Adenokarzinoms
eines 46 Jahre alten Mannes.
Moderat differenziert, G3 (UICC)

Monozyten

THP-1
Isoliert aus dem Blut eines an akuter monozytä-
ren Leukämie erkrankten 1-jährigen Jungen. Alle
monozytären Funktionen sind erhalten.
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2.6.2 Zellkultur Medien und Zusätze

Zelllinie Medium

Erhaltungskultur

NCI-N87
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

PT1590
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

LN1590
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

SKGT4
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

PT6216
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

THP-1
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

Kokulturversuche

NCI-N87
PT1590
LN1590
SKGT4
PT6216
co
THP-1

RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

Stimulierungversuche

PT1590
co
THP-1

RPMI 1640
1 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Pen/Strep

44



2 MATERIALIEN

2.7 Molekularbiologisches Material

2.7.1 TaqMan™ Sonden

Alle TaqMan™ Sonden wurden bei Thermofischer Scientific erworben und verfügen über
das 6-Carboxyfluorescein / Minor groove binding (FAM/MGB) Reportersystem.

TaqMan™ Sonde Bindungslokalisation Assay-ID

PDGFA Chr.7: 497245-520668
Exon 2 - 3

Hs00964426 m1

PDGFRA Chr.4: 54229097-54298245
Exon 15 - 17

Hs00998018 m1

STAT3 Chr.17: 42313324 - 42388505
Exon 14 - 15

Hs00374280 m1

2.7.2 Small-interfering RNA’s

Alle siRNA’s wurden bei Thermofischer Scientific erworben und sind validiert und qua-
litätskontrolliert. Die siRNA’s für STAT3 und PDGFRA wurden in Form der ’stealth’
Konfiguration erworben.

siRNA Stockkonzentration siRNA-ID

STAT3 20 µM HSS110279
PDGFRA 20 µM HSS107751
Negative control
siRNA

50 µM AM4635

2.7.3 RNA-Scope Sonden

Alle RNA-Scope Sonden wurden bei ASC Biotechne erworben und sind validiert und qua-
litätskontrolliert.

Sonde Zielregion/Kanal Accession Nr.

CD68 367 - 1149 / C2 NM001040059.1
PDGFA 942 - 1881 / C1 NM033023.4
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2.8 Biochemisches Material

2.8.1 Antikörper

Spezifität Spezies/Isotyp Verdünnung Hersteller

Primärantikörper

AKT Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
CD68 Hase/IgG 1:150 (TMA) Cell Signaling
CD163 (D6U1J) Hase/IgG 1:100 (TMA) Cell Signaling
Cyclin D1 Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
Cyclin E1 Maus/IgG1 1:1000 (WB) Cell Signaling
Erk1/2 Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
HSP90 Hase/polyklonal 1:2500 (WB) Cell Signaling
iNOS Hase/IgG 1:600 (TMA) Cell Signaling
pAKT Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
PARP Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
pSTAT3 Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
pERK1/2 Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
pSTAT3 D3A7 Hase/IgG 1:100 (TMA) Cell Signaling
STAT3 Hase/polyklonal 1:1000 (WB) Cell Signaling
STAT3 124H6 Maus/IgG2a 1:100 (TMA)

1:400 (IFF)
Cell Signaling

Ki67 Maus/IgG1 1:100 (TMA)
1:100 (IFF)

Dako Omnis

p-PDGFRα Hase/polyklonal 1:1000 (WB)
1:100 (TMA)

Cell Signaling

PDGFRα Maus/IgG1 1:1000 (WB) Santa Cruz
HER2/ErbB2 Maus/IgG1 1:1000 (WB) Cell Signaling

Sekundärantikörper

Hase IgG-HRP Ziege/polyklonal 1:5000 (WB) Cell Signaling
Maus IgG-HRP Pferd/polyklonal 1:5000 (WB) Cell Signaling
Maus IgG-Alexa
Fluor 555

Ziege/polyklonal 1:500 (IFF) Thermo Fischer

Maus IgG-Alexa
Fluor 488

Ziege/polyklonal 1:500 (IFF) Thermo Fischer

Hase IgG-Alexa
Fluor 488

Ziege/polyklonal 1:500 (IFF) Thermo Fischer
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Antikörper für Durchflusszytometrie

CD14-PE Human/IgG1 1:50 (FC) Miltenyi Biotec

2.8.2 Wachstumsfaktoren und Zytokine

Faktor Stockkonzentration Hersteller

CCL3 1 mg/ml PeproTech
CXCL8 1 mg/ml PeproTech
CCL19 1 mg/ml PeproTech
CCL20 1 mg/ml PeproTech
EGF 1 mg/ml PeproTech
Osteopontin 1 mg/ml PeproTech
PDGF-AA 1 mg/ml PeproTech
Rantes 1 mg/ml PeproTech

2.8.3 Inhibitoren

Alle Inhibitoren wurden bei Absource Diagnostics GmbH erworben. Die Arbeitskonzen-
tration stellt die durch Dosis-Wirkungs-Experimente ermittelte IC50 dar.

Inhibitor Stockkonzentration Arbeitskonzentration

Crenolanib 10 mM PT1590: 0,5 µM
Lapatinib 10 mM PT1590, LN1590: 2 µM

NCI-N87: 0.5 µM
Nappabucasin 10 mM PT1590: 0,5 µM
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3. Methoden

3.1 Histologische Methoden

3.1.1 Tissue Microarray

Das Tissue-Microarray-Verfahren stellt eine Hochdurchsatzmethode dar, die es ermög-
licht, auf Proteinebene eine Vielzahl von Gewebeproben simultan zu untersuchen. Man
erhält histomorphologische Information über die Proteinexpression und über die räumli-
che Verteilung des Proteins. Insbesondere bei der Untersuchung von Tumorgewebe, das
über eine ausgeprägte intratumorale Heterogenität verfügt, ist die Information über die
räumliche Verteilung des Proteins von großer Bedeutung. Der TMA wurde vom Institut
für Pathologie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf angefertigt. Hierfür wurden
Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete (FFPE) Gewebe von 398 Patienten mit einem pa-
thologisch diagnostizierten GEAC verwendet. Für die Auswahl tumorrepräsentativer Berei-
che wurde zunächst eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) angefertigt. Nach der Auswahl
geeigneter Bereiche wurden anschließend mit Hilfe eines automatischen Stanzsystems Ge-
webezylinder mit einem Durchmesser von 0,6 mm aus dem Donorblock entnommen und
in einen aus Paraffin bestehenden Empfängerblock überführt.

Abbildung 9: Schematische Darstellung zur Tissue Microarray-Konstruktion: Mit Hilfe eines Gewebezylinders werden
repräsentative Tumorbereiche ausgestanzt und in einen Paraffin-Empfängerblock überführt. In diesen wurden zuvor mit der
gleiche Stanze dazu kongruente Säulen gestanzt. Aus diesem TMA-Block können 4 µm dicke Gewebeschnitte mit einem
Mikrotom angefertigt und anschließend histochemisch gefärbt werden. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifziert
nach [304]
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Daraufhin wurde der TMA Block für 10 min bei 60 °C erhitzt um die Gewebezylinder mit
dem Paraffin zu verschmelzen. Dies sorgt für eine höhere Stabilität und ermöglicht ein
sicheres Schneiden. Im Anschluss konnte der TMA für das Schneiden von 4 µm dicken
Schnitten mit einem Mikrotom verwendet werden (Abb. 8).

3.1.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode zur spezifischen Markierung und Detek-
tion von Proteinen in Gewebeproben mittels Antikörpern. Die oben beschriebenen Gewe-
beschnitte des TMA wurden für die weitere Verarbeitung zunächst entparaffiniert. Dieser
Prozess beschreibt die Rückführung der in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte in ein
wässriges Milieu. Hierfür wurden die Gewebeschnitte zunächst jeweils dreimal für fünf
Minuten mit reinem Xylol inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation in einer abstei-
genden Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 % und 50 %iges Ethanol) für jeweils fünf Minuten.
Nachdem die Gewebeschnitte dreimal für 5 min in doppelt destilliertem Wasser (ddH2O)
gewaschen wurden, erfolgte das hitzeinduzierte Antigen-Retrieval. Durch die Fixierung
der Gewebe in Formalin und die Einbettung in Paraffin werden die zu färbenden Antigene
mit vielen anderen Proteinen quervernetzt und sind dadurch für viele Antikörper nicht
mehr zugänglich. Hierfür wurden die Gewebeschnitte für 15 min in TrisEDTA-Puffer in
der Mikrowelle bei 900 Watt gekocht. Anschließend wurden die Objektträger rasch auf Eis
abgekühlt. Anschließend erfolgte das Blockieren endogener Peroxidasen durch die Inkuba-
tion der Gewebeschnitte in 0,3 % Wasserstoffperoxid für 10 Min. Nachdem die Schnitte
dreimal für 5 Minuten in PBS gewaschen worden waren, konnten die Gewebeschnitte mit
den Primärantikörpern (CD68, CD163, iNOS, STAT3, p-STAT3 und p-PDGFRα ) inku-
biert werden. Hierfür wurden die Antikörper wie in Kapitel 2.8.1 in PBS-T verdünnt und
mit den Gewebeschnitten versetzt und anschließend über Nacht in einer Feuchtkammer
bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Gewebeschnitte dreimal für 5 min mit
PBS gewaschen und anschließend 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkam-
mer mit dem biotinylierten Sekundärantikörper inkubiert (EnVision-+-System-HRP anti
mouse/rabbit). Nachdem die Gewebeschnitte erneut dreimal für 5 min in PBS-T gewa-
schen wurden, erfolgte die Substratreaktion (AEC-Substrat-Chromogen) für 30 min bei
Raumtemperatur. Nach der Entwicklung des Signals wurde die Reaktion in Leitungswasser
gestoppt. Anschließend erfolgte eine Gegenfärbung der Zellkerne mit Meyers Haemalaun
für 5 min, gefolgt von einer kurzzeitigen Differenzierung in Leitungswasser. Nachdem die
Gewebeschnitte in aufsteigenden Ethanolen dehydriert wurden, folgte abschließend die
Versiegelung der Gewebeschnitte im VectaMount-Eindeckmedium.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden routinemäßig in 75 cm2 Zellkulturflaschen und 12 ml Zellkultur-
medium (siehe 2.6.2) kultiviert. Die Arbeiten fanden unter einer Sterilwerkbank mit
autoklavierten und sterilen Materialien statt. Für die Erhaltungskultur wurden die Zellli-
nien bei Erreichen einer Konfluenz von 80 % - 90 % passagiert. Dabei wurde zunächst
das Zellkulturmedium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen mit 3 ml Tryp-
sin/EDTA für 5 min bei 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe der Serinprotease Trypsin
wird das Ablösen der adhärenten Zellen vom Flaschenboden ermöglicht. Nachdem das
Ablösen der Zellen im Mikroskop bestätigt wurde, konnte die Zellsuspension in ein 50-ml-
Reaktionsgefäß überführt werden. Die Inhibition des Trypsins wurde durch Zugabe eines
äquivalenten Volumens vorgewärmten Zellkulturmediums erreicht. Anschließend wurden
die Zellen bei 400 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde daraufhin verworfen
und das Zellpellet in 10 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde abschließend in einem Verhältnis von 1:5 in eine neue Zellkulturflasche überführt.
Die THP-1-Makrophagen werden als Suspensionkultur in Form von Monozyten kultiviert.
Alle zwei Wochen wurden die Monozyten wie oben beschrieben passagiert. Da die Zellen
in Suspension gehalten werden, konnte hier auf die Zugabe von Trypsin verzichtet werden.
Alle Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % Humidität kultiviert.

3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Alle Zellen wurden im flüssigen Stickstoff bei -196 °C gelagert. Da das Auftauen der
Zellen einen außerordentlich stressvollen Prozess darstellt, müssen die Zellen sehr schnell
und vorsichtig aufgetaut werden. Zunächst wurden die Zellen aus dem Stickstofftank ent-
nommen und vorgewärmtes Medium wurde tröpfchenweise in das Kryogefäß überführt.
Nachdem das gefrorene Zellpellet vollständig resuspendiert war, wurde die Zellsuspension
in ein 50-ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 5 ml vorgewärmtem Medium durchmischt.
Daraufhin wurde die Zellsuspension für 5 min bei 400 g zentrifugiert und der Überstand
verworfen. Abschließend konnte das Zellpellet in 12 ml frischem Zellkulturmedium resus-
pendiert und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche überführt werden. Durch die Bildung von
Eiskristallen, die zu einer mechanischen Lyse der Zellen führen kann, muss das Einfrie-
ren von Zellen im Vergleich zum Auftauen sehr langsam erfolgen. Dies wird durch die
Zugabe von kryoprotektiven Substanzen erreicht. Zunächst wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und für 5 min bei 400 g zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet in
10 % DMSO (v/v) in FCS resuspendiert und pro Kryogefäß wurden 1 ml Zellsuspension
überführt. Die Kryogefäße wurden in einen Cool-Cell-Behälter überführt und für 24 h bei
-80 °C eingefroren und daraufhin bei -196 °C gelagert.
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3.2.3 Isolierung mononukleäre Zellen des peripheren Blutes

Für die indirekte Kokultur der GEAC-Zellen mit naiven Makrophagen, wurden zunächst
mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von gesunden Spendern isoliert. Für
alle Spender lag eine schriftliche Einwilligung vor. Zu Beginn erfolgte die strukturierte
Blutentnahme nach den üblichen hygienischen Standards. Es wurden pro Experiment vier
große EDTA-Monovetten Blut abgenommen. Daraufhin wurde das Blut aus jeweils zwei
Monovetten in ein 50-ml-Reaktionsgefäß zusammengeführt und mit PBS auf 35 ml auf-
gefüllt. Anschließend wurden 15 ml des Separationsmediums (Saccharose-Epichlorhydrin-
Copolymer) mit dem verdünnten Blut überschichtet und bei 600 g für 20 min zentrifugiert.
(Abb. 10A).

Abbildung 10: Schema der Dichtegradientenzentrifugation: A) In einem 50 ml Reaktionsgefäß werden 15 ml Separations-
medium vorgelegt. Dieses wird sehr langsam mit verdünntem Blut überschichtet und anschließend zentrifugiert. B) Nach
der Zentrifugation entstehen durch die unterschiedlichen Dichten Phasenringe. Ein Phasenring enthält die mononukleären
Zellen des peripheren Blutes, welche für die weiteren Experimente genutzt werden.

Die Zentrifugation erfolgte bei niedriger Beschleunigung und ohne Bremse. Durch die
Zugabe des Separationsmediums und der anschließenden Dichtegradientenzentrifugation
resultieren Phasenringe, die die PBMC von den Erythrozyten und Granulozyten abtrennen
(Abb. 10B). Das ermöglicht im weiteren Schritt das sichere Isolieren des Interphase-
Rings mit einer sterilen Pipette. Die isolierten PBMC wurden daraufhin in ein neues
50-ml-Reaktionsgefäß überführt, mit 50 ml PBS durchmischt und für 5 min bei 400 g
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die PBMC wurden drei weitere Male
wie oben beschrieben gewaschen. Abschließend konnte das Pellet in einem definierten
Volumen PBS resuspendiert und die Zellzahl der PBMC bestimmt werden.
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3.2.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte manuell mittels Neubauer Zählkammer. Nachdem
die Zellen von der Zellkulturflasche oder einem Well einer Zellkulturplatte in ein Reakti-
onsgefäß überführt und für 5 min bei 400 g zentrifugiert wurden, konnte das Pellet mit
frischen Zellkulturmedium resuspendiert werden. Anschließend wurde die Zellsuspension
mit einer Trypan Blau Lösung 1:10 (v/v) verdünnt und 10 µl der Verdünnung in die Neu-
bauer Zählkammer pipettiert. Trypan Blau ist ein anionischer Bisazofarbstoff, der nicht
von vitalen Zellen aufgenommen wird und somit die Detektion apoptischer und perfortier-
ter Zellen ermöglicht. Es wurden jeweils die nicht gefärbten Zellen in vier Großquadraten
gezählt und die Zellzahl pro ml mit folgender Formel berechnet:

Zellen
ml = ausgezählte Zellen in 4 Großquadraten ∗ 104 ∗ Verdünnung

Anzahl der Großquadrate

3.2.5 Magnetische Zellseparation

Die magnetische Zellseparation stellt ein antikörper-basiertes Verfahren dar, welches eine
selektive Isolation von Zellen anhand ihrer Oberflächenmarker aus einer Zellsuspension
ermöglicht. Dabei werden target-spezifische Antikörper über Polysaccharidketten an su-
perparamagnetische Microbeads gekoppelt, mit den Zellen inkubiert und anschließend
über einen Permanentmagneten wieder isoliert.
Die Isolation der Monozyten aus den zuvor separierten PBMC erfolgte mittels negativer
Selektion. Hierfür wurden die Microbeads mit Antikörpern gekoppelt, die gegen spezi-
fische Oberflächenmarker von T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, dendritischen Zellen und
Mastzellen gerichtet sind. Diese Herangehensweise gewährleistet eine Isolation der Mo-
nozyten ohne vorzeitige Aktivierung. Alle Arbeiten fanden auf Eis und mit gekühlten
Puffern und Lösungen statt. Zu Beginn wurden 40 µl des MACS-Puffers mit 107 Zellen
durchmischt. Anschließend wurden 10 µl FcR-Blocking-Lösung und 10 µl des Biotin-
Antikörper-Cocktails hinzugegeben und für 5 min bei 4 °C inkubiert. In einem nächsten
Schritt erfolgte die Zugabe von 30 µl MACS-Puffer und 20 µl Biotin-gekoppelter Microbe-
ads. Nach einer Inkubation von 10 min bei 4 °C, wurden 3 ml MACS-Puffer hinzugegeben
und der gesamte Ansatz in eine LS-MACS-Säule pipettiert. Diese wurde zuvor im Magnet-
feld eines Permanentmagneten fixiert. Durch das Magnetfeld kommt es zu einer Retention
aller Microbead-gebundenen Zellen und der Durchfluss enthält angereicherte Monozyten.
Die Reinheit der Monozyten wurde zunächst in der CD14-Durchflusszytometrie beurteilt
und daraufhin konnten die Monozyten für die indirekte Kokultur differenziert werden.
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3.2.6 Indirekte Kokultur

den Einfluss der Makrophagen auf den Phänotyp der GEAC-Zellen zu charakterisieren,
wurde ein indirektes Kokultursystem verwendet. Dieses System stellt eine Möglichkeit
dar, die parakrine Interaktion zwischen zwei Zellpopulationen zu untersuchen. Es wurden
Transwell-Einsätze verwendet, die eine Porengröße von 0,4 µm aufweisen, um sicherzu-
stellen, dass die Interaktionen der Zellen ausschließlich über lösliche Faktoren stattfinden.
Als Makrophagen-Modell wurde die immortalisierte Monozyten-Zelllinie THP-1 verwen-
det. Diese wurde zunächst für 24 Stunden mit 50 ng/ml Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA) behandelt und anschließend für drei Tage in Kultur gehalten. Dieses Differen-
zierungsschema führt zu einem naiven Makrophagenphänotyp. Darüber hinaus wurden
ausgewählte Experimente mit primären monozytenabgeleiteten Makrophagen (MDM) ve-
rifiziert. Hierfür wurden die, wie oben beschrieben, isolierten Monozyten für drei Tage in
FCS-haltigem Medium in einen naiven Makrophagenphänotyp differenziert und konnten
anschließend für die Kokultur eingesetzt werden.
Zu Beginn müssen die Makrophagen und die GEAC-Zellen getrennt im Transwell bezie-
hungsweise Well in ihrem Medium anwachsen. Dabei wurden 2*105 Makrophagen pro
6-Well-Transwell ausplattiert. Die PT1590-, LN1590-, OE33- und SKGT4-Zellen wurden
in einer Dichte von 2,5*104 ausplattiert, während die NCI-N87- und PT6216-Zellen in
einer Zellzahl von 5*104 ausplattiert wurden. Nach 24 Stunden fand ein Wechsel des
Mediums statt und die Transwell-Einsätze mit den Makrophagen wurden in die Wells der
GEAC-Zellen gesetzt. Ab diesem Zeitpunkt startete die Kokultur und wurde nach drei
Tagen beendet (Abb. 11).

Abbildung 11: Versuchsaufbau der indirekten Kokultur: Die THP1-Monozyten werden für 24 Stunden mit 200 nM Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat (PMA) inkubiert. Dies dient einer Differenzierung dieser Zellen in Makrophagen. Zur weiteren Veri-
fizierung erfolgte die Kokultur auch mit primären Monozyten, die aus den mononukleären Zellen des peripheren Blutes von
gesunden Spendern isoliert wurden. Als Modell des GEAC dienen die Zelllinien PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4
und PT6216. Diese Zellen werden für 72 Std indirekt mit den Makrophagen kokultiviert. Als Kontrolle wurden die Zellen
zusätzlich in Abwesenheit der Makrophagen kultiviert.
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3.2.7 Bestimmung der Zellvitalität

Die Bestimmung der Zellvitalität erfolgte durch den 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay. Dieser Test stellt ein kolorimetrisches Verfahren
dar und beruht auf der Messung der metabolischen Aktivität, welche unter den meisten
Kulturbedingungen mit der Vitalität der Zellen korreliert. Dabei wird das gelb lösliche
MTT durch mitochondriale Dehydrogenasen in ein violettes unlösliches Formazan re-
duziert. Die Absorption des Formazans kann photometrisch bestimmt werden und ist
proportional zur Menge der vitalen Zellen.
Für die Messung der Zellvitalität erfolgte die indirekte Kokultur als Replikat in einem 24-
Well-Format. Nach drei Tagen Inkubation wurden die Mono- und Kokulturen mit einer
IC50-Dosis (siehe 2.8.3) des TKI Lapatinib behandelt. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte
die Zugabe von 0,5 mg/ml MTT-Reagenz direkt in das Medium der Mono- und Kokul-
turen. Anschließend inkubierten die Kulturen für 90 min bei 37 °C. Daraufhin wurde der
Überstand aspiriert und die Formazan gefärbten Zellen mit 600 µl DMSO resuspendiert.
Diese Lösung wurde anschließend bei 560 nm im Photometer gemessen. Die Inhibition
der Proteine STAT3 oder des Rezeptors PDGFRα erfolgte bei Start der Kokultur und
gleichzeitig mit Lapatinib an Tag drei. Die gemessene Absorption der Versuchsansätze
wurde auf eine unbehandelte oder DMSO-behandelte Monokultur normalisiert und als
prozentualer Anteil der vitalen Zellen angegeben (Abb. 12).

Abbildung 12: Reaktionsablauf MTT-Assay: Das gelbe wasserlösliche Tetrazoliumsalz wird von vitalen Zellen aufgenommen
und vornehmlich in den Mitochondrien durch die Succinat-Dehydrogenase NADH abhängig reduziert. Das daraus enstehende
blauviolette wasserunlösliche Formazan kann nach Zugabe durch Lösungsmittel (DMSO) photometrisch bestimmt werden.
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3.2.8 Immunfluoreszenzfärbung

Durch die Erhaltung der zellulären Integrität ermöglicht die Immunfluoreszenzfärbung
(IFF) eine Beurteilung der zellulären und subzellulären Verteilung der Antigene. Im vorlie-
genden Projekt wurde die IFF zum Nachweis von Ki67, E-Cadherin und Vimentin verwen-
det. Für alle IFF wurden die Epithelzellen wie unter 3.2.6 auf sterilisierten Deckgläschen
ausgesät und für drei Tage mono- bzw. kokultiviert. Am Ende des Experiments wurden
die Deckgläschen mit einer sterilen Pinzette in eine neue 12-Well-Platte überführt und
in der Fixierlösung für 10 min bei RT inkubiert. Nachdem die Zellen dreimal in PBS
für 5 min gewaschen wurden, folgte für den intrazellulären Nachweis von Ki67 und Vi-
mentin eine Permeabilisierung der Zellmembran in Permeabilisierungspuffer für 5 min bei
RT. Anschließend wurden unspezifische Proteinbindungsstellen durch die Inkubation in
Blockpuffer für 45 min bei Raumtemperatur abgesättigt. Nachdem die Deckgläschen in
eine Feuchtkammer überführt wurden, erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper
über Nacht bei 4 °C. Am nächsten Tag wurden die Deckgläschen dreimal in Wasch-
puffer für 5 min gewaschen und daraufhin für 60 min bei RT in einer Feuchtkammer
mit dem fluorochrom-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert (Ki67: Maus-IgG-Alexa-
Fluor-555, E-Cadherin: Hase-IgG-Alexa-Fluor-488, Vimentin: Maus-IgG-Alexa-Fluor-555).
Nachdem die Deckgläschen drei mal für 5 min in Waschpuffer gewaschen wurden, folgte
die Inkubation der Zellen mit der Kernfärbelösung für 5 min bei RT. Danach folgte ein
dreimaliger Waschschritt für 5 min und die Deckgläschen wurden abschließend in FluorSa-
ve Reagent eingedeckelt. Für eine Langzeitlagerung wurden die Deckgläschen zusätzlich
mit durchsichtigem Nagellack umrandet. Zur Bestimmung des Proliferationsindex wurden
pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen
mittels ImageJ-Bildanalyse quantifiziert.

3.2.9 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) erlaubt eine
multiparametrische Messung mehrerer physikalischer und biochemischer Merkmale von
bis zu Tausenden einzelner Zellen pro Sekunde. Zu den gemessenen physikalischen Eigen-
schaften gehören Größe und Granularität der Zellen. Darüber hinaus können biochemische
Eigenschaften durch Markierung der Zellen mit protein-spezifischen Antikörpern analysiert
werden. Dabei fließen die Zellen in einem Strom von Medium und passieren mehrere La-
serstrahlen, die gestreutes Licht aus verschiedenen Winkeln emittieren. Während das Licht
von vorne um die Ränder der Zelle herum abgelenkt wird und ein Beugungsmuster er-
zeugt, das dem Zellumfang entspricht (Vorwärtsstreuung (FSC)), ist das gestreute Licht
aus einem 90°-Winkel proportional zur Granularität der Zelle (Seitenstreuung (SSC)).
Darüber hinaus kann das von Antikörpern emittierte Licht, das mit Fluorophoren mar-
kiert ist, ein Spektrum von Zelloberflächen- und intrazellulären Proteinen detektieren.

55



3 METHODEN

Die FACS-Analyse wurde dafür genutzt, um die Reinheit der Monoyten zu bestimmen,
die mittels MACS aus PBMC isoliert worden sind. Zunächst wurde die Zellzahl der iso-
lierten Zellen bestimmt und pro Ansatz 1*105 Zellen in 25 µl PBS in FACS-Röhrchen
überführt. Um unspezifische Fc-vermittelte Bindungen zu verhindern, erfolgte anschlie-
ßend ein Fc-Block für 10 min bei 4 °C in einem FcR-Blocking-Reagenz Nachdem die
Zellen mit 200 µl FACS-Puffer gewaschen und mit 400 g für 10 min zentrifugiert wurden,
konnte der Überstand abgenommen und das Zellpellet in 25 µl Antikörperlösung (anti-
CD14-PE-Antikörper) resuspendiert werden. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln bei 4
°C für eine Stunde. Anschließend wurden die Zellen mit 200 µl FACS-Puffer gewaschen
und erneut mit 400 g für 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde daraufhin in 50 µl
1 %-iger Formaldehydlösung resuspendiert und die Zellen somit fixiert. Die Messung der
Zellen wurde mit einem LSR II-Durchflusszytometer durchgeführt. Die Analyse erfolgte
mit der Software FlowJo.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung von Ribonukleinsäuren

Die Isolierung der Ribonukleinsäuren (RNA) erfolgte mit dem NukleoSpin® RNA Extrac-
tion Kit und wurde nach den Herstellerangaben durchgeführt Nach Aspiration der Mono-
bzw. Kokulturüberstände wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und anschließend
mit 350 µl pro Well des Lysepuffers RA1 lysiert. Dieser Lysepuffer enthält neben chaotro-
pen Salzen auch β-Mercaptoethanol, welches in Kombination den Abbau der RNA durch
die Inaktivierung der RNAsen verhindert. Zu diesem Zeitpunkt konnten die Proben ent-
weder bei -80 °C gelagert oder direkt weiterverarbeitet werden. Dabei wurden die Lysate
zunächst in die NukleoSpin® Filtrationssäule überführt und daraufhin für 1 min bei 11000
g zentrifugiert. Für eine optimale Bindungseigenschaft der RNA wurde der Durchfluss
anschließend mit 350 µl Ethanol 70 % versetzt und homogenisiert. Danach konnte das
Homogenisat in die NukleoSpin® Bindungssäule überführt und für 30 s bei 11 000 g zentri-
fugiert werden. Nachdem die Silikonmembran der Bindungssäule mit 350 µl MDB-Puffer
und anschließender Zentrifugation für 30 s bei 11000 g entsalzt wurde, konnten Reste der
kontaminierenden genomischen DNA durch die Zugabe einer rekombinanten DNAse (10
µl DNAse + 90 µl Reaktionspuffer pro Probe) und anschließender Inkubation bei RT für
15 min verdaut werden. Die Reaktion des DNA-Verdaues wurde durch das Waschen mit
200 µl des Waschpuffers RAW2 beendet. Zwei weitere Waschschritte mit jeweils 600 µl
und 250 µl des Waschpuffers RA3 dienten zur Reinigung der RNA. Nachdem die Membran
der Säule durch eine Zentrifugation für 2 min bei 11 000 g getrocknet wurde, konnte die
RNA mit 40 µl - 60 µl nukleasefreiem Wasser eluiert und in einem nukleasefreien 1,5-ml-
Mikroreaktionsgefäß aufgefangen werden. Abschließend wurde die isolierte RNA bei -80
°C gelagert.
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3.3.2 Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen

Die Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration erfolgte mittels Nanodrop-Spektrophotometer.
Dabei ermöglicht die Eigenschaft der DNA und RNA, bei einer Wellenlänge von 260 nm
ultraviolettes Licht (UV) zu absorbieren, die Ableitung der Konzentration durch das
Lambert-Beersche Gesetz. Im Rahmen dieser photometrischen Messung wird UV-Licht
durch die Nukleinsäuren in der Probe absorbiert, wodurch proportional höhere optische
Dichten (OD) resultieren. Folgende Angaben dienen zur Berechnung der Nukleinsäure-
konzentration.

1 OD260 nm dsDNA = 50 µg
1 OD260 nm ssDNA = 37 µg
1 OD260 nm ssRNA = 40 µg

Während Nukleinsäuren ein Absorptionsmaximum von 260 nm aufweisen, zeigen Prote-
ine ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Durch die Ermittlung eines Quotienten dieser
Absorptionsmaxima (A260/A280), lässt sich der Grad der Reinheit der Probe bestimmen.
Dabei zeigen reine Nukleinsäureproben einen Quotienten von 1,8 bis 2,1.

3.3.3 Reverse Transkription

Die reverse Transkription beschreibt die Synthese einer komplementären DNA (cDNA) aus
einer ssRNA. Diese cDNA dient der DNA-Polymerase in der quantitativen Polymerase-
Ketten-Reaktion als Matrize. Die Synthese der cDNA erfolgte mit dem First-Strand-
Synthesis-Kit und wurde nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden 50 ng
- 500 ng isolierte RNA für die Reaktion eingesetzt. Für die reverse Transkription wurden
oligo(dT)18 Primer verwendet. Diese Primer hybridisieren ausschließlich mit dem Poly(A)-
Schwanz des 3′-Endes der mRNA. Dadurch wird mit der Moloney-Maus-Leukämievirus
(rMoMuLV) reversen Transkriptase ausschließlich cDNA aus proteincodierender mRNA
synthetisiert. Der Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten und wurde für 10 min
bei 25°C, 145 min bei 37°C und für 5 min bei 85°C in einem Thermozykler inkubiert.

Reaktionsansatz pro Probe

13,2 µl 50 ng - 500 ng RNA in ddH2O
2.0 µl 10x RT Reaktionspuffer
0,8 µl dNTP mix (100 mM)
2 µl 10x RT Primer
1 µl Multiscribe reverse Transcriptase (50 U/µl)
1 µl RNAse Inhibitor (20 U/µl)
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3.3.4 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (TaqMan™)

Die quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (qPCR) ermöglicht die simultane Ampli-
fizierung und Quantifizierung bestimmter DNA-Fragmente. Diese molekularbiologische
Technik basiert auf dem Prinzip der klassischen PCR, welches die exponentielle Verviel-
fältigung spezifischer DNA-Fragmente beschreibt. Im vorliegenden Projekt wurde mit Hilfe
der Tapman™-basierten qPCR die Expression bestimmter Gene in den Epithelzellen und
Makrophagen untersucht. Die TaqMan™-Technik verwendet neben den genspezifischen
Primern zusätzlich genspezifische fluorogene Tapman™-Sonden, die über ein Fluorochrom
am 5’-Ende (FAM) und einen nicht fluoreszierenden Quencher (NFQ) am 3’-Ende verfü-
gen. Zu Beginn der Reaktion wird das cDNA-Template denaturiert. Daraufhin hybridisie-
ren sowohl die Primer als auch die Taqman™-Sonde an komplementäre Sequenzen der
einzelsträngigen cDNA (Annealing). Anschließend synthetisiert die taq-DNA-Polymerase
einen neuen DNA-Strang. Durch die 5’-Exonuklease-Aktivität der taq-DNA-Polymerase
wird die TaqMan-Sonde während der Elongation verdaut, wodurch das Fluorochrom vom
Quencher getrennt und ein Fluoreszenzsignal emittiert wird. Dadurch entstehen mit jedem
Zyklus weitere Fluoreszenzsignale, die proportional zur Menge des Amplikons sind. Zur
Bestimmung der relativen Genexpression wurde der Schwellenwertzyklus (Ct) bestimmt.
Dieser Wert gibt die Zykluszahl der PCR-Reaktion an, bei der das Fluoreszenzsignal das
Signal des Hintergrunds übersteigt, und dient als relatives Maß für die Menge des gebil-
deten Amplikons.

Reaktionsansatz pro Probe
1 µl 1:4 diluted cDNA
5.0 µl 5x TaqMan Puffer
0,5 µl TaqMan-Sonde und Primer
0,2 µl Rox Low
3.3 µl nukleasefreies ddH2O

qPCR Programm (FAST)
1. Denaturierung 20 s 95°C
2. Denaturierung 0,1 s 95°C
3. Elongation 20 s 60°C
4. 35 Zyklen 2 to 2
5. Kühlen hold 4 °C

Es wurde zunächst 1 µl der 1:4 verdünnten cDNA in die Wells der Lightcycler-96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert. Anschließend wurde der Reaktionsansatz wie oben beschrieben
angesetzt und 9 µl pro Well dazugegeben. Nachdem die Mikrotiterplatte mit qPCR-
Klebefolie abgedeckt wurde, konnte die Mikrotiterplatte für 2 min bei 400 g zentrifugiert
und anschließend in das ViiA 7 Real-Time PCR System gegeben werden. Das qPCR-
Programm basiert auf einem 2-Schritt-FAST-Protokoll und wurde wie oben angegeben
durchgeführt. Die Ct-Werte wurden als Replikate bestimmt und mittels komparativer Ct-
Methode auf das Referenzgen GAPDH normalisiert.
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3.3.5 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAi) ist eine natürliche posttranskriptionelle Modifikation, die als
epigenetischer Regulationsmechanismus die Expression vieler Gene steuert. Dieser Me-
chanismus wird durch kleine, 20 - 30 bp große, nicht kodierende Mikro-RNA (miRNA)
vermittelt. Sie verfügen über eine doppelsträngige Nukleinsäuresequenz, die komplementär
zur 3’ untranslatierten Region (3’-UTR) einer oder mehrerer proteinkodierender mRNA
ist. Bindet die miRNA an eine proteinkodierende mRNA wird der RNA-induced silencing
complex (RISC) gebildet und die mRNA verdaut und abgebaut. Daraus resultiert eine ver-
minderte Translation der mRNA und Bildung des Proteins. Während miRNAs genetisch
in der DNA codiert sind, werden small interfering RNA (siRNA) synthetisch hergestellt
und können von der Zelle aufgenommen und weiter prozessiert werden. Dadurch besteht
die Möglichkeit, sehr effektiv und spezifisch die Expression einzelner Gene in vitro und in
vivo zu manipulieren.
Im vorliegenden Projekt wurde ein transienter siRNA-vermittelter Knockdown der Gene
STAT3 und PDGFRA mit Hilfe des Lipofectamine-RNAiMAX-Transfektionskits durchge-
führt. Die PT1590-Zellen wurden in einer Zellzahl von 4*104 (6-Well), 0,75*104 (24-Well)
in ihrem Zellkulturmedium ausgesät und über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Am nächsten Tag erfolgte ein Wechsel des Zellkulturmediums und anschließend wurde
der Reaktionsansatz für die siRNA-Transfektion wie folgt angesetzt.

Reaktionsansatz 1 (6-Well / 24-Well)

150 µl / 25 µl Opti-MEM® serumfrei
9 µl / 1,5 µl Lipofectamine® RNAiMAX

Reaktionsansatz 2 (6-Well / 24-Well)

150 µl / 25 µl Opti-MEM® serumfrei
30 pmol / 10 pmol siRNA (siehe 2.7.2)

Transfektionsansatz (6-Well / 24-Well)

150 µl / 25 µl Reaktionsansatz 1
150 µl / 25 µl Reaktionsansatz 2

Während einer Inkubation des Transfektionsansatz für 5 min bei RT, entstehen liposomale
siRNA Komplexe, die sehr effizient von der Zelle aufgenommen werden können. Anschlie-
ßend wurden 250 µl (6-Well) bzw. 25 µl (24-Well) des Transfektionsansatz tröpfchenweise
in das Well gegeben. Am nächsten Tag wurden die transfizierten OE19 Zellen mit den
THP-1 Makrophagen wie oben beschrieben kokultiviert. Die Effizienz des Knockdown
wurde mittels qPCR und Western Blot validiert. Eine genunspezifische scrambled RNA
(scrRNA) diente im Versuch als Kontrolle.
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3.3.6 RNAscope

RNAScope ist ein RNA-in-situ-Hybridisierungsverfahren, das die Visualisierung einzelner
und unterschiedlicher RNA-Moleküle in einzelnen Zellen in einer Vielzahl von Probentypen
ermöglicht. Durch die Möglichkeit, Formalin fixiertes, in Paraffin eingebettetes Gewebe
zu analysieren, erhält man durch die RNAscope-Methode eine Aussage über die räumliche
Verteilung der Expression vieler Gene zur gleichen Zeit. Im vorliegenden Projekt wurde
mit Hilfe des RNAScope-Hybridisierungsverfahrens die PDGFA-Genexpression der CD68-
positiven Makrophagen in humanem Gewebe von GEAC-Patienten untersucht. Hierfür
wurden in Paraffin eingebettete Großflächenschnitte, jener Patienten verwendet, die ei-
ne hohe Anzahl an intratumoralen Makrophagen aufwiesen. Das Verfahren wurde nach
Herstellerangaben durchgeführt. Zu Beginn wurden die Gewebeschnitte für 1 Stunde bei
60 °C in einem Hybridisierungs-Ofen inkubiert. Anschließend wurden die Gewebeschnitte
durch eine 10-minütige Inkubation in Xylol entparaffiniert, gefolgt von einer 2-minütigen
Behandlung in einer absteigenden Ethanol-Reihe. Zur Blockierung der endogenen Peroxi-
daseaktivität wurden die Gewebeschnitte für 10 Minuten in Wasserstoffperoxid inkubiert
und daraufhin mit destilliertem Wasser gewaschen. Für die Demaskierung der Antigen-
bindungsstellen erfolgte die Inkubation der Gewebeschnitte in Target-Retrieval-Puffer für
2 min bei 360 W und dann für 12 min bei 900 W.

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Wirkweise von RNAScope: 1) Die RNAScope-Sonde (Z-Sonde) besteht aus
einer DNA-Sequenz, welche am 5’-Ende eine Sequenz aufweist, die spezifisch für die Zielgensequenz ist, während das 3’-Ende
die Pre-Amplifier-Bindungsseite darstellt. Diese Sequenz dient als Andockstelle für die Pre-Amplifier-Oligonukleotide, die
den ersten Schritt der Signalverstärkung einleiten. 2) Die Z-Sonden hybridisieren an der Ziel-RNA und sobald zwei Z-Sonden
direkt nebeneinander an die Ziel-RNA binden (ZZ-Paar), schließen sich ihre Linker-Sequenzen zu einer Bindungsplattform
für den Pre-Amplifier zusammen. Diese ist wiederum Bindungsstelle für die Amplifier und diese für die Detektionssonden,
welche in diesem Fall an ein Enzym (Alkalische Phosphatase + Meerrettichperoxidase (HRP)) gekoppelt sind (modifiziert
nach [305]).
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Nachdem die Schnitte erneut für 30 s mit Wasser gewaschen worden waren, erfolgte mit-
tels ImmEdge-Stifts das Einzeichnen von hydrophoben Barrieren um die Gewebeschnitte
auf den Objektträgern. Am nächsten Tag wurden die Gewebeschnitte mit Protease Plus
für 30 min bei 40 °C im Hybez-Ofen inkubiert. Anschließend erfolgte eine 2-stündige
Inkubation mit den Target-Sonden PDGFA und CD68 bei 40 °C. Nach der Protease-
behandlung wurden die Schnitte mit Amplifikationslösungen 1–4 jeweils bei 40 °C und
anschließend mit Amplifikationslösungen 5 und 6 bei Raumtemperatur inkubiert, wo-
bei die Inkubationszeiten abwechselnd 30 Minuten und 15 Minuten betrugen. Für den
alkalische-Phosphatase-basierten Nachweis wurden die Gewebeschnitte für 10 Minuten
bei Raumtemperatur in 75 µL Fast-Red-Lösung inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inku-
bation der Schnitte mit den Amplifikationslösungen 7–10, wieder abwechselnd für 30
Minuten und 15 Minuten. Für den HRP-basierten Nachweis wurden die Gewebeschnitte
für 10 Minuten bei Raumtemperatur in 75 µL Fast-Green-Lösung inkubiert. Anschließend
wurden die Schnitte für 5 Minuten mit Leitungswasser gewaschen und für 2 Minuten in
saurer Hämatoxylinlösung gefärbt. Danach folgte eine 7-minütige Spülung mit Leitungs-
wasser. Daraufhin mussten die gefärbten Gewebeschnitte für 15–30 min bei 60 °C im
Ofen getrocknet werden. Nachdem die Schnitte bei Raumtemperatur abgekühlt wurden,
erfolgte die Versiegelung der Präparate mit dem VectaMount-Eindeckmedium. Anschlie-
ßend konnten die Gewebeschnitte mit der Hellfeldmikroskopie beurteilt werden (Abb.
13).
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3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Isolierung von Proteinen aus Ganzzellextrakten

Für die Analyse der Proteine im Western-Blot wurden zuvor aus den GEAC-Epithelzellen
Ganzzelllysate hergestellt. Zu Beginn wurde das Medium der mono- bzw. kokultivierten
Epithelzellen aspiriert und die Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen. Anschließend er-
folgte die Zugabe von 50 - 150 µl Lysepuffer pro Well. Für die Herstellung des Lysats
wurden die Zellen zunächst mit einem Zellschaber vom Boden der Zellkulturplatte abge-
kratzt, in ein 1,5-ml-Mikroreaktionsgefäß überführt und daraufhin direkt auf Eis gestellt.
Um die Effizienz der Lyse zu steigern, wurden die Ganzzelllysate mit drei Impulsen bei
einer Amplitude von 120 µm für jeweils 2 s mit einer Sonicator sonifiziert. Die daraus
entstandenen Zelldebris wurden mit einer Zentrifugation für 30 min bei 11000 g und 4°C
abgetrennt. Abschließend wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefäß
überführt und entweder bei -20°C gelagert oder direkt für die Konzentrationsbestimmung
weiterverarbeitet.

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Pierce™ BCA Protein Assay
Kit und wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Diese Methode der Konzentrations-
bestimmung basiert auf der Biuret-Reaktion. Diese beschreibt die Reduktion bivalenter
Kupferionen durch Peptidbindungen der Proteine zu monovalenten Kupferionen unter al-
kalischen Reaktionsbedingungen. Anschließend werden durch die einwertigen Kupferionen
und durch die Anwesenheit der Bicinchoninsäure (BCA) violette Chelatkomplexe gebil-
det, die bei einer Wellenlänge von 560 nm photometrisch bestimmt werden können. Die
Menge der reduzierten monovalenten Kupferionen ist dabei proportional zur Menge der
Peptidbindungen [306, 307] .
Zu Beginn wurde aus einer BSA-Stocklösung (2 mg/ml) eine Standardreihe hergestellt,
die einen Messbereich von 0 µg/ml bis 2000 µg/ml umfasste. Gleichzeitig wurden die
Proteinproben je nach geschätzter Konzentration 1:2 bis 1:5 mit ddH2O verdünnt. Dar-
aufhin wurden 10 µl des verdünnten Standards und 10 µl der verdünnten Proteinpro-
ben in einer Doppelbestimmung in eine 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatte überführt.
Anschließend wurde die BCA-Gebrauchslösung angesetzt. Dabei wurden pro Messprobe
196,1 µl des Reagenz A mit 3,9 µl des Reagenz B vermischt und daraufhin 200 µl der BCA-
Gebrauchslösung pro Well hinzugegeben. Daran anschließend erfolgte eine Inkubation bei
37°C für 30 min. Nach der Inkubation wurde die Absorption bei 560 nm photometrisch be-
stimmt. Mit Hilfe der gemessenen Extinktionen konnten eine Standardkurve erstellt und
durch die lineare Regressionsanalyse die Konzentrationen der Proteinproben bestimmt
werden.
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3.4.3 SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) stellt ein bioche-
misches Trennungsverfahren dar, welches Proteine anhand ihrer elektrophoretischen Mo-
bilität trennt. Bei konstantem elektrischen Feld ist die elektrophoretische Mobilität im
Wesentlichen abhängig von der molekularen Masse der Proteine. Dabei ist eine linearisier-
te Konformation und eine negative Netto-Oberflächenladung der Proteine eine wichtige
Voraussetzung für die Wanderung der Proteine durch die Polyacrylamid-Trennmatrix. Aus
diesem Grund wurden zu Beginn 10 µg - 20 µg der isolierten Proteine 1:4 mit dem Ladepuf-
fer verdünnt und anschließend bei 95°C für 5 min aufgekocht. Der Ladepuffer enthält ne-
ben β-Mercaptoethanol auch das anionische Detergenz SDS. Während β-Mercaptoethanol
durch das Reduzieren der Disulfidbrücken die Quartär- und Tertiärstruktur der Proteine
denaturiert, bildet das SDS eine einheitliche negative Oberflächenladung der Proteine.
Nach der Inkubation wurden die Proben kurz zentrifugiert und daraufhin aus Eis gestellt.
Daran anschließend wurde das Trenn- und Sammelgel der SDS-PAGE wie unten beschrie-
ben vorbereitet.

Trenngel (12 %)
15 ml Trenngel Stocklösung
37,5 µl APS 10 % (m/v)
18,75 µl TEMED

Sammgel
7,5 ml Sammelgel Stocklösung
30 µl APS 10 % (m/v)
15 µl TEMED

Nachdem das Trenn- und Sammelgel vollständig polymerisiert war, wurden die Gele in die
Elektrophoresekammer gespannt und diese mit 1x Ladepuffer befüllt. Anschließend wurden
20 µl - 30 µl der Proben und 5 µl des vorgefärbten PageRuler™ auf das Gel beladen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei konstanter Stromstärke und einer Spannung von
90 mV für 30 min. Sobald die Lauffront das Trenngel erreichte, wurde die Spannung auf
150 mV erhöht.

3.4.4 Western Blot

Nachdem die Proteine in der SDS-PAGE ihrer Größe nach aufgetrennt und immobili-
siert wurden, konnten diese mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens spezifisch detektiert
werden. Dieses antikörperbasierte Detektionsverfahren ermöglicht neben einem spezifi-
schen Nachweis auch die Möglichkeit einer Quantifizierung der Proteine. Um die Proteine
im Polyacrylamidgel für die Antikörperdetektion zugänglich zu machen, wurden diese zu
Beginn auf eine Nitrozellulosemembran transferiert Dabei wurde das Gel aus der Elektro-
phoresekammer entnommen und wie unten gezeigt mit der Nitrozellulosemembran und
weiteren Filterpapieren gestapelt. Der anschließende elektrophoretische Transfer erfolgte
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bei 1,25 mA/cm2 für 60 min in 1x Blotpuffer. Das perpendikulär angelegte elektrische Feld
induziert dabei die Migration der negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Nitrozellulo-
semembran. Nach dem Transfer wurde die Membran für 15 min getrocknet und daraufhin
für mindestens 45 min bei RT auf einem Schüttler in der Blocklösung inkubiert. Durch
die Blockierung der freien Bindungsstellen werden unspezifische Antikörperinteraktionen
verhindert und somit Hintergrundsignale reduziert. Danach wurde der Primärantikörper
in der Antikörpergrundlösung wie in 2.8.1 beschrieben verdünnt und 5 ml dieser Lösung
wurden mit der Membran in einem 50-ml-Reaktionsgefäß über Nacht bei 4°C inkubiert.
Am nächsten Tag wurde die Membran viermal für 5 min in TBS-T gewaschen und an-
schließend für 60 min mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Dieser wurde auch wie
in 2.8.1 mit der Antikörpergrundlösung verdünnt. Nachdem die Membran viermal für 5
min in TBST-T gewaschen wurde, erfolgte die chemilumineszente Substratreaktion durch
die antikörperkonjugierte Meerrettichperoxidase. Hierfür wurde die Membran für 5 min
mit dem SuperSignal™ West Dura Chemilumineszenz-Substrat inkubiert. Abschließend
konnte die Detektion mit dem Fusion-SL-Geldokumentationssystem durchgeführt werden
(Abb. 14).

Abbildung 14: Schematischer Aufbau eines Western-Blot-Sandwich: Nachdem die Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese
ihrer Größe nach aufgetrennt wurden, werden die Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Hierfür
werden unter das SDS-Gel zwei Whatman-Papiere und ein in Laufpuffer getränkter Schwamm platziert. Über das Gel
werden die Nitrozellulosemembran, zwei Whatman-Papiere und ebenfalls ein in Laufpuffer getränkter Schwamm platziert.
Nachdem eine Spannung angelegt wurde, migrieren die negativ geladenen Proteine auf die Membran.
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3.4.5 Densitometrische Quantifizierung

Die detektierten chemilumineszenten Signale wurden densitometrisch mit der Evolution-
Capt Software quantifiziert. Die Software bestimmt das Volumen der Proteinbanden als
Voxel. Das errechnete Volumen der Proteine wurde anschließend auf das Volumen der
GAPDH Ladekontrolle normalisiert. Diese semi-quantitative Methode ermöglicht eine sehr
genaue Abschätzung der gebildeten Proteinmenge einzelner Proben innerhalb eines Ex-
periments.

3.4.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Das Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Verfahren beschreibt eine quantita-
tive antikörper-basierte Messmethode zum Nachweis bestimmter Proteine und Moleküle.
Im vorliegenden Projekt wurde die PDGF-AA-Konzentration in humanen Serumproben
mittels Quantikine® ELISA Kit für human/mouse PDGF-AA nach gemessen. Der ELISA
wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Dieses Kit nutzt 96-Well-Mikrotiterplatte,
die bereits mit einem onoklonalen Anti-PDGF-AA-Antikörper immobilisiert wurden. Zu-
nächst wurden alle gesammelten Serumproben 1:10 mit dem Diluent RD6 verdünnt. An-
schließend wurde mit Hilfe des rekombinanten PDGF-AA die Standardkurve erstellt (1000
- 500 - 250 - 125 - 62,5 - 31,3 - 15,6) pg/ml. Dann wurden die freien Bindungstellen des
immobiliserten Anti-PDGF-AA-Antikörper durch Zugabe von 100 µl des Diluent RD1-68
pro Well blockiert. Daraufhin wurden 50 µl des Standards und der Proben auf die vor-
bereiteten Wells gegeben und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem
die Wells viermal mit dem Waschpuffer gewaschen wurden, wurden 150 µL des HRP-
konjugierten Anti-PDGF-AA-Antikörpers hinzugegeben und erneut für zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgten erneut vier Waschschritte, bevor 200
µL Substratlösung (TMB) hinzugegeben wurde. Nach ca. 30 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur und Lichtschutz wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µL Stopplö-
sung beendet. Die Absorption wurde innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm mit einer Refe-
renzwellenlänge bei 570 nm gemessen. Die PDGF-AA-Konzentrationen der Serumproben
wurden anhand der Standardkurve mit einer Vier-Parameter-Logistik-(4-PL)Interpolation
berechnet. Alle Messungen wurden mindestens in technischen Duplikaten durchgeführt.
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3.4.7 Antikörper-basierter Multiplex Array

Die indirekte Kokultur ermöglicht die Interaktion von zwei Zellpopulationen ausschließ-
lich über lösliche Faktoren. Die Identifizierung und Quantifizierung dieser sekretierten
Faktoren in den Kokulturüberständen wurde mit Hilfe des Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array Kits durchgeführt. Dieser Array verwendet eine Nitrozellulosemembran,
auf der 105 Zytokin-, Chemokin- und Wachstumsfaktor-spezifische Antikörper als Dupli-
kate immobilisiert sind.
Nach drei Tagen Mono- bzw. Kokultur wurden die Überstände aspiriert, bei 400 g für
10 min zentrifugiert und daraufhin bei -80°C gelagert. Am Tag der Messung wurden die
Proben aufgetaut und 1:3 mit dem Array-Buffer 6 verdünnt. Darüber hinaus wurden alle
Reagenzien wie in 2.5.2 vorbereitet. Zu Beginn wurden die Nitrozellulosemembranen in
2 ml des Array-Buffers 6 für 60 min bei RT auf einem Schüttler blockiert. Anschließend
erfolgte die Inkubation der Membranen mit 1,5 ml der verdünnten Proben über Nacht
bei 4°C auf einem Schüttler. Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen dreimal
für 10 min in 20 ml des Waschpuffers gewaschen und anschließend für 60 min bei RT
in der Antikörperlösung inkubiert. Nachdem die Membranen dreimal wie oben beschrie-
ben gewaschen wurden, folgte daraufhin die Zugabe von 2 ml der Streptavidin-HRP (1x)
Lösung. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT, erfolgten drei Waschschritte und
die Membranen wurden danach für 1 min auf Zellstoffpapier gelegt, um Rückstände des
Waschpuffers zu entfernen. Anschließend folgte die Inkubation der Membranen in 1 ml
der Entwicklungslösung für 1 min. Um eine gleichmäßige Verteilung der Entwicklungslö-
sung auf den Membranen zu gewährleisten, wurde die Inkubation in einer Klarsichtfolie
durchgeführt. Die Signale der chemilumineszenten Substratreaktion konnten wie in 3.4.4
detektiert werden. Dabei erfolgte die Detektion inkrementell, um eine möglichst große
Spannbreite der Signale zu erfassen. Die Spotintensitäten wurden densitometrisch wie in
3.4.5 ausgewertet und auf die Referenzspots normalisiert. Abschließend wurden die Daten
als log2-adjustierte Werte mittels euklidischer Distanzmessung hierarchisch geclustert und
in Form einer Heatmap dargestellt (Abb. 15).

Abbildung 15: Die Analyse des Sekretoms erfolgt mithilfe einer Nitrozellulosemembran, auf der 105 Antikörper gegen Zy-
tokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren immobilisiert sind. Auf dieser Membran werden die sekretierten Faktoren durch
die immobilisierten Antikörper gebunden. Durch Zugabe biotinylierter Antikörper, die spezifisch für die jeweiligen Faktoren
sind, kann mithilfe von HRP-gekoppelten Streptavidin-Molekülen ein Signal über eine chemilumineszente Substratreaktion
detektiert werden.
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3.5 Mikroskopie
Die Auswertung der TMA erfolgte grundsätzlich zu Zweit mit Hilfe der Leica DM3000 /
DM3000 LED Mikroskope. Die Gewebe wurden dabei in einer 200x Vergrößerung im Hell-
feld analysiert. Phasenkontrastbilder der in vitro Versuche wurden in einer 100x und 200x
Vergrößerung mit dem Axiovert 40 CFL Mikroskop aufgenommen. Die IFF Aufnahmen
wurden mit dem BZ9000 KEYENCE Mikroskop aufgommen. Für die Auswertung wurden
die Bilder bei gleicher Belichtungszeit in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen.

3.6 Bioinformatische Analysen

3.6.1 Gene Expression Omnibus Datenbank

Für die Analyse des Einflusses von TAMs auf die Krankheitsprogression von GEAC-
Patienten wurden öffentlich verfügbare Genexpressionsdaten aus der Gene Expression Om-
nibus Gene Expression Omnibus Datenbank-(GEO)-Datenbank. GEO ist eine öffentlich
zugängliche Datenbank, die unter anderem Transkriptomdaten aus Microarray- und RNA-
Sequenzierungsstudien zusammen mit zugehörigen Metadaten archiviert und standardi-
siert zugänglich gemacht. Sie wird vom National Center for Biotechnology Information
(NCBI) betrieben. Als ’Discovery-Set’ wurde der Datensatz eines cDNA-Microarrays der
GEAC-Kohorte GSE13898 verwendet, welcher Expressionsprofile von GEAC-Tumorgewebe,
Barret-Gewebe und Normalgewebe sowie zugehörige klinisch-pathologische Informationen
enthält.

3.6.2 Prozessierung und funktionelle Analyse cDNA Microarray

Die normalisierten Genexpressionsdaten wurden direkt aus der GEO-Datenbank herunter-
geladen. Anschließend wurden die Daten einer zusätzlichen Qualitätskontrolle unterzogen.
Proben mit unvollständigen klinischen Angaben oder offensichtlichen technischen Arte-
fakten wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Für Gene, die durch mehrere
Sonden repräsentiert waren, wurde der Mittelwert der entsprechenden Sonden verwendet.
Zusätzlich wurden Expressionswerte von redundanten Genvarianten sowie Expressions-
werte mit fehlender Annotation aus der Analyse ausgeschlossen. Anschließend wurden
die normalisierten Expressionswerte mittels linearer Min-Max-Normalisierung auf einen
definierten Wertebereich skaliert, um die Vergleichbarkeit zwischen Proben zu verbes-
sern. Zunächst wurden die Expressionswerte der Makrophagen-spezifischen Gene CD68,
CD163, MSR1, NOS2A und HLADR verwendet und untersucht, ob sich diese im Nor-
malgewebe (NT), Barrett-Gewebe (BAR) und GEAC-Gewebe (EAC) unterscheiden. Dar-
über hinaus wurden Patienten selektiert, die durch eine besonders hohe bzw. niedrige
Expression der Gene CD68 und CD163 charakterisiert werden. Um durch diese Selekti-
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on eine Überinterpretation der Genregulation zu vermeiden, wurden die selektierten Ex-
pressionswerte einer erneuten Quantil-Normalisierung unterzogen. Mit Hilfe dieser Daten
wurden eine Heatmap und ein Volcanoplot erstellt, um differenziell regulierte Gene zu
identifizieren. Die Erstellung der Heatmap erfolgte mit dem Online-Tool von Morpheus
[www.software.broadinstitute.org/morpheus]. Hierfür wurden die normalisierten Expressi-
onswerte von jeweils vier Patienten mit hoher bzw. niedriger CD68 CD163 -Expression
verwendet. Um Unterschiede in der relativen Expression zwischen Proben hervorzuhe-
ben und eine bessere Vergleichbarkeit zu ermöglichen, wurden die Expressionswerte zu-
sätzlich z-standardisiert (Z-Transformation). Die resultierenden Z-Scores wurden für die
Heatmap-Darstellung auf einen Wertebereich von -2,5 bis +2,5 begrenzt. Mit Hilfe dieser
Expressionswerte wurde zur Identifikation von Proben mit ähnlichen Expressionsprofilen
eine hierarchische Clusteranalyse mit euklidischer Distanzmessung sowie eine k-Means-
Clusteranalyse durchgeführt.

3.6.3 Gene-Set-Enrichment-Analyse

Gene-Set-Enrichment-Analyse (GSEA) ist eine bionformatische Methode zur Untersu-
chung, ob ein definiertes Set an Genen zwischen zwei biologischen Zuständen (z.B. Phä-
notyp im Sinne einer starken intratumoralen Makrophageninfiltration) statistisch signi-
fikante Expressionsunterschiede aufweist. Im Gegensatz zu einzelgenbasierten Analysen
berücksichtigt die GSEA die kollektive Regulation biologisch zusammenhängender Gene.
Dadurch hat man die Möglichkeit sehr große Trankriptom-Datensätze auf funktionel-
le Unterschiede hin zu untersuchen. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der GSEA software
[www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp], welche als Verbundprojekt der Universität Cali-
fornien San Diego und dem Broad Institut entwickelt wurde [308]. Innerhalb der Software
hat man Zugriff auf 1325 biologisch definierte Gensets, welche in der Molecular Signature
Database (MSigDB) hinterlegt sind. Im vorliegenden Projekt wurden Gensets Hallmarks
gene set und C2 curated gene set verwendet. Die Analyse erfolgte im voreingestellten Set-
ting. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in einem sogenannten ’Enrichement Plot’
welcher den laufenden Enrichment Score anzeigt. Zusätzlich zeigt er die Position der Gene
eines Gensets innerhalb der Rangliste (schwarze Striche) und den Punkt des maximalen
Enrichment Scores. Zusätzlich wird der normalisierte Enrichement Score (NES) ange-
geben. Dieser berücksichtigt sowohl die Größe des Gensets als auch die Verteilung der
enthaltenen Gene innerhalb der Rangliste. Dabei zeigt ein positiver NES eine Anreiche-
rung des jeweiligen Gensets in der Gruppe mit hoher CD68- bzw. CD163-Expression an,
während ein negativer NES auf eine Anreicherung in der Gruppe mit niedriger Expression
hinweist. Der NES erlaubt den direkten Vergleich der Enrichment-Stärke zwischen unter-
schiedlichen Gensets. Abschlie0end wird die False Discovery Rate (FDR) berechnet. Die
FDR beschreibt den erwarteten Anteil falsch-positiver Ergebnisse unter den als signifikant
identifizierten Gensets. Als Zusammenfassung diente zusätzlich die Visualisierung der Er-
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gebnisse in einem GSEA Bubble Plot. Dieser stellt die Enrichment Scores, die statistische
Signifikanz und die Genset-Größe simultan dar.

3.7 Statistische Analysen
Statistische Analysen wurden mit der GraphPad-Prism-8-Software durchgeführt. Vor jeder
Analyse wurde der Shapiro-Wilk-Test durchgeführt, um die Daten auf eine Normalvertei-
lung zu überprüfen. Der Vergleich von zwei parametrischen Datensätzen wurde mit einem
zweiseitigen t-Test analysiert. Die Analyse von parametrischen Daten mit mehr als zwei
Gruppen wurde mit der einfachen univariaten Varianzanalyse (one-way ANOVA) durch-
geführt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. Die Berechnung der stastischen Signifikant bei multiplen vergleichen erfolgte
entweder mittels Tukey-Test oder Šidák-Korrektur. Die Analyse der nichtparametrischen
Daten wurde bei dem Vergleich von zwei Gruppen mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test und bei mehr als zwei Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test (One-Way-ANOVA on
Ranks) analysiert. Die nichtparametrischen Daten wurden als Median, 25 % und 75 %
Quartile dargestellt. Für die Berechnung der Überlebenszeitwahrscheinlichkeiten im Rah-
men der Überlebenszeitanalysen erfolgten der Logrank-Test und die Bestimmung der
Hazard Ratio (HR). Die Überlebenszeitanalysen wurden als Kaplan-Meier-Kurve darge-
stellt. Zur Bestimmung von unabhängigen prognosebestimmenden Parameter wurde das
Cox proportional hazards model verwendet.

3.8 Generative künstliche Intelligenz
Generative künstliche Intelligenz wurde ausschließlich zur Unterstützung bei Rechtschrei-
bung, Grammatik, Interpunktion und als abschließendes Lektorat verwendet. Hier wurde
das Online-Tool ChatGPT 5.2 und Scribbr (https://www.scribbr.de/) genutzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von Makrophagen im GEAC

4.1.1 Patienten mit Barrett-Ösophagus und GEAC zeigen erhöh-
te Expression makrophagen-spezifischer Gene

Makrophagen können als Teil des inflammatorischen Tumorstromas erheblichen Einfluss
auf die Tumorprogression nehmen. Wie bereits in anderen Tumorentitäten gezeigt werden
konnte, machen TAMs einen großen Anteil des nicht-neoplastischen Tumorgewebes aus.
Insbesondere solide Neoplasien zeigen einen hohen Anteil an infiltrierenden Monozyten
und Makrophagen [309, 310]. Darüber hinaus stellen die Neoplasien des Gastrointestinal-
traktes unter den soliden Tumoren jene Tumorerkrankungen dar, die durch eine außer-
ordentlich starke Infiltration von TAMs charakterisiert sind [311]. Obwohl für das GEAC
eine inflammatorische Genese bekannt ist, gibt es bisher nur wenige Arbeiten, die sich
mit dem Einfluss von TAMs auf das GEAC beschäftigen.

Tabelle 4.1: Charakterisierung der Patientenkohorte des cDNA Mircroarrays GSE13898 (Discovery Set)
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Aus diesem Grunde ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine umfangreiche klinische und
molekulare Charakterisierung des Einflusses von Makrophagen auf das GEAC durchzu-
führen. Zu Beginn des Projektes wurde die Gene-Expression-Omnibus-Datenbank nach
Array-Expressionsdaten von GEAC-Patienten durchsucht. Dabei stellte der Datensatz ei-
nes cDNA-Microarrays der Kohorte GSE13898 [312] ein geeignetes ’Discovery Set’ dar.
Der Datensatz dieser Kohorte enthält die normalisierten Genexpressionswerte von 48701
Genen und Genvarianten in 64 GEAC-Patienten und nicht-neoplastischem Gewebe von 28
Patienten. Zusätzlich enthält der Datensatz die Expressionswerte von 15 Patienten mit
einem Barrett-Ösophagus, einer präkanzerösen Vorläuferläsion des GEAC. Bei 60 Pati-
enten waren das Alter und das Geschlecht bekannt. Hier zeigte sich das mediane Alter
des Patientenkollektivs bei 64 Jahren Der jüngste Patient war 31 Jahre und der ältes-
te 84 Jahre, wobei 39 (60,94 %) Patienten über 60 Jahre alt waren. Mit 55 Patienten
(91,67 %) war der größte Anteil der Patienten männlichen Geschlechts. Die Verteilung
der Patienten auf das Tumorstadium stellte sich wie folgt dar: Bei 46 Patienten war das
Tumorstadium bekannt. Von diesen Patienten befanden sich 14 (30,43 %) in dem sehr
frühen Tumorstadium pT0 (pT1a) und 9 (19,57 %) Patienten zeigten das Tumorstadium
pT1. Die weiter fortgeschrittenen Tumorstadien verteilten sich auf 6 (13.04 %) Patienten
mit pT2, 15 (32,61 %) Patienten mit pT3 und 2 (4,35 %) Patienten mit pT4. Der Status
der Lymphknotenmetastasierung war ebenfalls für 46 Patienten bekannt. Jedoch wurde
hier nur die Angabe gemacht, ob eine Lymphknotenmetastasierung vorliegt oder nicht.
Bei dem Großteil der Patienten (38; 82,61 %) lag keine Tumorinfiltration der regionären
Lymphknoten vor. Die gesamte Kohorte zeigte keine Fernmetastasierung. Informationen
über das Staging waren bei 34 Patienten bekannt und wurden in Form des UICC-Stadiums
erhoben. Aus den Angaben des Tumorstadiums, der Lymphknotenmetastasierung und der
Fernmetastasierung ergibt sich in Kombination das UICC-Stadium. Hier zeigten 8 (23,53
%) Patienten das UICC-Stadium I, 18 (52,94 %) Patienten das UICC-Stadium IIA und 2
(5,88 %) das UICC-Stadium IIB. Lediglich 6 (17,65 %) Patienten zeigten das fortgeschrit-
tene UICC-Stadium III. Das UICC-IV-Stadium lag bei keinem Patienten vor. Informationen
über den Differenzierungsgrad (Grading) der Tumorzellen wurden bei 58 Patienten erho-
ben. Bei 41 (70,69 %) Patienten zeigte der Tumor einen G2-Differenzierungsgrad und
bei 17 (41,46 %) Patienten einen G3-Differenzierungsgrad. Sowohl die G1- als auch die
G4-Differenzierung lag bei keinem Patienten vor (Tab. 4.1).
Mit Hilfe dieser Kohorte sollte zu Beginn untersucht werden, ob die Genexpression der
Makrophagenmarker CD163, MSR1 (M2), NOS2A, HLADR (M1) und CD68 (M1,M2)
im präkanzerösen Barrett (BAR) und neoplastischen Tumorgewebe (EAC) im Vergleich zu
nicht-neoplastischem (NT) Kontrollgewebe differenziell reguliert ist. Bezüglich der Gen-
expression des Panmakrophagenmarkers CD68 (Abb. 16A) wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen NT, BAR und EAC festgestellt. Hier zeigten die ge-
sunden Kontrollpatienten einen medianen Genexpressionswert von 0,705 ± 0,102, während
die medianen Expressionswerte für die BAR-Patienten 0,720 ± 0,144 und für die EAC-
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Patienten 0,721 ± 0,201 betrugen. Mit einer 2,9-fach höheren Genexpression konnte ein
signifikanter Unterschied der Transkriptionsmenge des M2-Markers CD163 (Abb. 16B)
in den EAC-Patienten im Vergleich zu den NT-Patienten festgestellt werden (NT: 0,104
± 0,101 vs. EAC: 0,297 ± 0,365, p < 0,0001). Die CD163 -Genexpression in den BAR-
Patienten (0,1464 ± 0,042) war nicht wesentlich höher als in den NT-Patienten, jedoch
deutlich niedriger als in den EAC-Patienten. Hiermit übereinstimmend konnte für die
Genexpression eines weiteren M2-Makrophagenmarkers MSR1 (Abb. 16C) ein ähnlicher
Befund erhoben werden. Mit einer medianen Genexpression von 0,398 ± 0,274 zeigten die
EAC-Patienten eine 1,4-fach höhere MSR1 -Genexpression als die NT-Patienten (0,2885
± 0,1623, p = 0,0001). Im Vergleich zu den NT-Patienten wiesen die BAR-Patienten
(0,368 ± 0,085) ebenfalls eine höhere, jedoch nicht signifikante, MSR1 -Genexpression
auf.

Abbildung 16: Untersuchung der Genexpression des cDNA Mircroarrays GSE13898. Die normalisierten Expressionswerte
der Gene CD68 (A), CD163 (B), MSR1(C), NOS2A (D), HLDADR (E), von 28 Patienten mit nicht-neoplastischen
Kontrollgewebe (NT), 15 Patienten mit einer Barrett-Vorläuferläsion (BAR) und 64 Patienten mit einem Adenokarzinom des
Ösophagus (EAC) wurden aus dem Array extrahiert und als mediane Expressionswerte mit dem 25 % - 75 % interquartilen
Abstand dargestellt. Der Kruskal-Wallis One-Way ANOVA Test wurde für die statistische Analyse verwendet. Mit Hilfe des
Dunn’s Multiple Comparisons Test wurden die adjustierten P-Werte berechnet. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet. *: p < 0,05, **: p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Diese zeigte jedoch keine Unterschiede zu den MSR1 -Transkriptionsleveln in den EAC-
Patienten. Abschließend wurde die Expression der proinflammatorischen M1-Makrophagen-
marker NOS2A (Abb. 16D) und HLADR (Abb. 16E) untersucht. Während für HLADR
keine Expressionsunterschiede zwischen den Gruppen erhoben werden konnten, zeigten
sich signifikant höhere NOS2A-Genexpressionslevel in den BAR- und EAC-Patienten im
Vergleich zu den NT-Patienten (NT: 0,0629 ± 0,075 vs. BAR: 0,145 ± 0,094, p < 0,0001),
(NT: 0,0629 ± 0,075 vs. EAC: 0,1171 ± 0,112, p < 0,0001). Zusammenfassend konnte
demonstriert werden, dass sowohl die Genexpression der proinflammatorischen makrophagen-
spezifischen Gene als auch die antiinflammatorischen makrophagen-spezifischen Gene
stärker in präkanzerösem Barrett- und ösophagealen Tumorgewebe als in gesunder nicht-
neoplastischer Ösophagusschleimhaut transkribiert werden.

4.1.2 GEAC-Patienten mit starker Expression makrophagen-
spezifischer Gene zeigen Gensignaturen maligner Progres-
sion

Bisher konnte gezeigt werden, dass GEAC-Patienten im Vergleich zu gesunden Patienten
vermehrt makrophagen-spezifische Gene exprimieren. Als nächster Schritt sollte analy-
siert werden, ob diese erhöhte Expression im Zusammenhang mit bestimmten Expressi-
onsmustern, biologischen Prozessen oder Phänotypen steht . Hierfür wurden zunächst
die GEAC-Patienten identifiziert, die eine besonders hohe (MΦ+) und eine besonders
niedrige (MΦ-) Expression der makrophagen-spezifischen Gene CD68 und CD163 auf-
wiesen. Es wurden jeweils vier Patienten pro Gruppe identifiziert. Die GEAC-Patienten
EAC_026, EAC_041, EAC_007-1 und EAC_030 zeigten die höchsten Expressionswerte
für CD68 und CD163, während die GEAC-Patienten EAC_058, EAC_057-2, EAC_062
und EAC_050 die niedrigsten Expressionswerte aufwiesen (Abb. 17A).

Abbildung 17: Vorgehensweise der Patientenselektion: A) Korrelationanalyse der normalisierten CD68 und CD163 Ex-
pressionswerte. Auswahl von jeweils vier GEAC-Patienten mit starker bzw. schwacher CD68 und CD163 Expression.
B) Quantil-Normalisierung nach Patientenselektion. Die Quantil-Normalisierung erfolgte mit einem Online-Tool von htt-
ps://software.broadinstitute.org/morpheus. Dieses implementiert die klassische Quantil-Normalisierung (Quantile Norma-
lization) nach dem etablierten Verfahren von: Bolstad et al., 2003
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Da durch diese Vorgehensweise der Patientenselektion systematische Abweichungen und
Varianzen entstehen können, die zu einer Überinterpretation der Genregulation führen
könnten, wurde nach Selektion eine weitere Quantil-Normalisierung durchgeführt. Nach
der Normalisierung ist eine Reduktion der Varianz und eine gleiche empirische Verteilung
der Genexpression zu beobachten (Abb. 17B). Im Anschluss wurden differenziell regu-
lierte Gene zwischen den Patientengruppen MΦ+ und MΦ- identifiziert. Hierfür wurden
zu Beginn mit Hilfe der Benjamini & Hochberg false discovery rate-Methode die be-
rechneten P-Werte korrigiert, um das Auftreten falsch-positiver Ergebnisse zu reduzieren.
Dabei gelten alle Gene als differenziell reguliert, die mindestens eine dreifache relative
Änderung der Expressionsstärke und ein Signifikanzniveau der adjustierten P-Werte von
< 0,05 aufweisen. Nach Ausschluss von Expressionswerten mit fehlender Annotation und
Entfernung von redundanten Genvarianten konnten die Expressionswerte von 19586 Genen
in die Analyse eingeschlossen werden. Von 4720 signifikant differenziell regulierten Genen
konnten 457 Gene identifiziert werden, die mindestens eine dreifache relative Änderung
der Expressionsstärke aufwiesen.

Abbildung 18: A) Venn-Diagramm der differenziell regulierten Gene in GEAC-Patienten mit starker und schwacher Expres-
sion der Makrophagen-spezifischen Gene CD68 und CD163 B) Volcano-Plot der differenziell regulierten Gene in GEAC-
Patienten mit starker und schwacher Expression der Makrophagen-spezifischen Gene CD68 und CD163. Dargestellt sind
adjustierte und logarithmierte p-Werte (–log10(p-Werts) log2-Änderungsfaktor (Fold Change). Adjustierte p-Werte < 0,05
und ein log2-Änderungsfaktor von 1,6 wurden als signifikant angesehen. C) Heatmap der z-standardisierten Expressionswer-
te differentiell exprimierter Gene in GEAC-Proben. Die Proben (MΦ+ : EAC_026, EAC_0,41, EAC_030, EAC_007, MΦ- :
EAC_050, EAC_057, EAC_062, EAC_058) wurden anhand hierarchischer Clusteranalyse mit euklidischer Distanzmessung
gruppiert. Die Farbskala repräsentiert die Z-Scores der Genexpression (blau = niedrige, rot = hohe Expression). Zusätzlich
sind die mittels k-means-Clustering identifizierten Subgruppen MΦ+ und MΦ- dargestellt. Die Erstellung der Heatmap
erfolgte mit https://software.broadinstitute.org/morpheus
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Dabei zeigte die Gruppe MΦ+ im Vergleich zur MΦ- Gruppe 343 signifikant hochregu-
lierte Gene, während 114 Gene in der MΦ- Gruppe signifikant herunterreguliert waren
(Abb. 18A,B). Zusätzlich wurde mit Hilfe des k-means-Clusteralgorithmus und eines
auf dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson basierenden hierarchischen Clusteralgo-
rithmus untersucht, ob ähnliche Expressionsmuster unter den Patienten in den Gruppen
MΦ+ und MΦ- auftreten. Hier zeigte die k-means-Clusteranalyse, dass sich die Expressi-
onsmuster der MΦ+ Patienten und der MΦ- Patienten voneinander separieren. Darüber
hinaus wiesen die Patienten innerhalb ihrer Gruppe vergleichbare Expressionsmuster auf.
Dabei zeigte sich das Expressionsmuster der Patienten in der MΦ+ Gruppe häufiger mit-
einander übereinstimmend, als das Expressionsmuster der MΦ- Gruppe (Abb. 18C).
Da sehr viele Gene zwischen den Gruppen differenziell exprimiert werden, ist es sehr müh-
sam, jene Gene zu identifizieren, die für die Zielsetzung des vorliegenden Projektes von
Bedeutung sind. Infolgedessen wurde aufgrund der Annahme, dass sich viele Gene ei-
ner funktionellen Gengruppe zuordnen lassen, eine funktionelle Gen-Annotationsanalyse
durchgeführt. Diese erlaubt, mit Hilfe der differenziell regulierten Gene, die Identifizie-
rung von überrepräsentierten funktionellen Gengruppen, die im Zusammenhang mit be-
stimmten biologischen Prozessen stehen (Gensignatur). Die Analyse erfolgte mit dem
Gene-Set-Enrichment-Algorithmus (GSEA), welcher die Expressionswerte der differenziell
exprimierten Gene mit der Molecular Signatures Database (MSigDB) abgleicht, relevante
funktionelle Gengruppen ihrer Signifikanz nach sortiert und übergeordneten Kategorien
zuordnet. Darüber hinaus wird die Anzahl der Gene, die im Genset vorkommen, ange-
geben und der Grad, wie stark jenes Genset im Datensatz überrepräsentiert vorkommt,
ausgegeben (Enrichment Score). Im vorliegenden Projekt wurden die Gensets Hallmarks
gene set und C2 curated gene set verwendet und dabei diejenigen biologischen Prozesse
berücksichtigt, die eine tumorbiologische Relevanz haben. Hier stufte die GSEA im Genset
Hallmarks gene set 33 Gensignaturen und im C2 curated gene set 1053 Gensignaturen
als signifikant angereichert ein. Die tumorbiologisch relevantesten Gensignaturen wurden
anschließend selbst erstellten übergeordneten Kategorien zugeordnet.
Hier zeigte sich, dass die Patienten der MΦ+ Gruppe im Vergleich zur MΦ- Gruppe über-
repräsentative funktionelle Gengruppen aufwiesen, die mit folgenden tumorbiologischen
Prozessen assoziiert sind (Abb. 19) .

• Krankheitsprogression

• Metastasierung

• Therapieresistenz

• Zellteilung
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Im folgenden werden aus jeder Kategorie die Gensets mit der größten Signifikanz darge-
stellt. Dabei zeigt die x-Achse den jeweiligen Enrichment Score als Maß für den Grad der
Überrepräsentation eines Gen-Sets in MΦ+ im Vergleich zu MΦ- Proben. Die Größe der
Datenpunkte korreliert mit der Anzahl der Gene, die dem jeweiligen Gen-Set zugeordnet
sind, während die Farbskala den statistischen Signifikanzniveau der Anreicherung in Form
des –log10 transformierten p-Wertes abbildet.

Krankheitsprogression: Die GEAC-Patienten der MΦ+ Gruppe zeigen über repräsen-
tierende funktionelle Gengruppen, die im Allgemeinen mit einer fortschreitenden Krebser-
krankung assoziiert sind. Hier sind mehrere Gen-Sets signifikant angereichert. Diese spie-
geln vor allem Expressionsmuster fortgeschrittener Tumorerkrankungen wider. Dabei zeig-
te sich das Genset ’Vecchi-Gastric-Cancer-Advanced-vs-Early-up’ mit einem Enrichment-
Score von 2,5 und einem p-Wert von 0,00005 am signifikantestem reguliert. Insgesamt
umfassen die dargestellten Signaturen sowohl funktionelle Gengruppen, die mit histopa-
thologischen Merkmalen höherer Tumoraggressivität assoziiert sind, als auch Expressions-
profile, die eine reduzierte Differenzierung von Tumorzellen abbilden.

Metastasierung: GEAC-Patienten mit hoher Expression makrophagen-spezifischer Ge-
ne weisen signifikant angereicherte Gensets auf die im Allgemeinen mit einer erhöhten Me-
tastasierung zusammenhängeng. Dabei zeigt die Analyse der Gensets Hallmarks gene set
und C2 curated gene set, dass höchste Dichte signifikant angereicherter Gen-Gruppen auf.
Besonders hervorzuheben ist die wiederholte Darstellung mehrerer EMT-Signaturen. Da-
bei zeigte sich das Genset ’Anastassiou-Multicancer-Invasiveness’ mit einem Enrichment-
Score von 2,6 und einem p-Wert von 0,00005 am signifikantestem reguliert, Darüber
hinaus sind Gen-Sets angereichert, die Prozesse der Tumorzellmigration, Invasivität, ex-
trazellulären Matrixinteraktion sowie der Angiogenese widerspiegeln. Die Enrichment Sco-
res dieser Signaturen liegen überwiegend im oberen Bereich der Skala und sind mit hohen
Signifikanzwerten assoziiert.

Therapieresistenz: In dieser Gruppe der zeigt sich ein Genset besonderes signifikant
reguliert. Dabei zeigen die GEAC-Patienten der MΦ+ Gruppe überrepräsentierende funk-
tionelle Gengruppen, die mit einer Gefintinib-Resistenz assoziert sind. Hier stellt sich ein
Enrichment-Score von 2,0 bei einem p-Wert von 0,00005 dar. Die restlichen Gengruppen,
die vor allem mit den Ansprechen von Chemotherapeutika zusammenhängen, zeigen sich
als nicht signifikant reguliert.

Zellteilung: Zusätzlich zeigen GEAC-Patienten der MΦ+ Gruppe eine deutliche Über-
repräsentation zellzyklus- und proliferationsassoziierter Gensets. Besonders stark ange-
reichert sind die Gengruppen ’Hallmark-E2F-Targets’, Hallmark-G2/M-Checkpoint sowie
Gene des ’Hallmark-Mitotic Spindle’ Sets. Diese Gensets weisen die höchsten Enrichment
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Scores auf bei gleichzeitiger stastistischer Signifikanz. Auch weitere Zellzyklus-nahe Pro-
gramme, darunter ’WP-DNA-Replikation’und ’Kegg-Cell-Cycle’ zeigen eine signifikante
Anreicherung in der MΦ+ Gruppe.

Abbildung 19: Bubble-Plot der GSEA-Analyse von GEAC-Patienten mit hoher CD68 - und CD163 -Expression (MΦ+) im
Vergleich zu Patienten mit niedriger CD68 - und CD163 -Expression (MΦ−). Die GSEA-Analyse wurde unter Verwendung
der Hallmark Gene Sets sowie der C2 curated Gene Sets durchgeführt. Signifikant regulierte Gen-Sets wurden selektiert
und übergeordneten biologischen Kategorien wie Krankheitsprogression, Metastasierung, Therapieresistenz und Zellteilung
zugeordnet. Dargestellt ist der Enrichment Score, der die Stärke der Anreicherung unter Berücksichtigung der jeweiligen Gen-
Set-Größe widerspiegelt. Die Punktgröße repräsentiert die Anzahl der im jeweiligen Gen-Set enthaltenen Gene, während die
Farbkodierung die statistische Signifikanz der Anreicherung widerspiegelt. Als statistisch signifikant wurde ein adjustierter
p-Wert von < 0,005 definiert
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4.1.3 Die GEAC-Krankheitsprogression korreliert mit der Menge
von CD68+ und CD163+ Makrophagen

Die Untersuchung des Datensatzes GSE13898 (Discovery Set) ergab erste Hinweise für die
Annahme, dass Makrophagen eine relevante Rolle in der GEAC-Karzinogenese und Pro-
gression spielen. Dabei wiesen GEAC-Patienten eine deutlich höhere Expression makrophagen-
spezifischer Gene auf als gesunde Kontrollpatienten. Zusätzlich deuteten GSEA-Analysen
insbesondere in GEAC-Patienten mit hoher Expression makrophagen-spezifischer Gene auf
eine Assoziation mit Krankheitsprogression, Metastasierung, Zellteilung und Therapiere-
sistenz hin. Um diese Beobachtung zu überprüfen und um den Einfluss der Makrophagen
auf das GEAC weiter zu charakterisieren, wurde in Kooperation mit dem Institut für Pa-
thologie des Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf ein TMA erstellt. Dieser trägt die
Gewebespots von 360 Patienten mit einem pathologisch diagnostizierten GEAC. Das Ge-
webe wurde im Rahmen einer kurativen Tumorresektion entnommen und die Patienten
erhielten keine perioperative Chemotherapie.
Für 359 Patienten waren Information über das Alter bekannt. Es zeigte sich eine Alter-
sspanne des Patientenkollektivs von 32 bis 85 Jahren mit einem medianen Alter von 65
Jahren. Mit 233 (64,9 %) Patienten war die Mehrheit der Kohorte über 60 Jahre alt.
126 (35,1 %) Patienten waren unter 60 Jahre alt. Das Geschlecht war für 357 Patienten
bekannt und verteilte sich mit der überwiegenden Mehrheit von 303 (84,9 %) Patienten
auf das männliche Geschlecht, während 54 (15,1 %) Patienten weiblich waren. Informa-
tionen über das Tumorstadium konnten für 349 Patienten erhoben werden und zeigten
folgende Verteilung: Das sehr frühe Tumorstadium pT1a und pT1b wurde bei 26 (7,4
%) bzw. 52 (14, %) Patienten festgestellt. Ferner zeigten 37 (10,6 %) Patienten das
Tumorstadium pT2. Mit 210 (60,2 %) Patienten verteilte sich die größte Mehrheit der
Patienten auf das Tumorstadium pT3, während 19 (5,4 %) Patienten bzw. 5 (1,4 %)
Patienten das fortgeschrittene Tumorstadium pT4a und pT4b aufwiesen. Der Status der
Lymphknotenmetastasierung konnte bei 329 Patienten erhoben werden und zeigte, dass
bei 94 (28,6 %) Patienten keine Infiltration der Lymphknoten vorlag. Bei 235 (72,4 %)
Patienten wurde hingegen eine Lymphknotenmetastasierung festgestellt, die sich auf fol-
gende Stadien verteilt: 64 (19,5 %) Patienten zeigen ein pN1, 81 (24,6 %) Patienten ein
pN2 und 90 (27,4 %) Patienten ein pN3-Stadium. Auch in dieser Kohorte lag nur in 42
(11,7 %) Patienten eine Fernmetastasierung vor, während 313 (87,2 %) Patienten keine
Dissemination in Sekundärorgane aufwiesen. Wie oben beschrieben kann mit Hilfe der In-
formationen der TNM-Klassifikation das UICC-Stadium bestimmt werden. Dieses wurde
bei 353 Patienten erhoben. Hier zeigten 70 (19,8 %) Patienten das UICC-Stadium IA, 13
(3,7 %) Patienten das Stadium IB, 31 (8,8 %) Patienten das UICC-Stadium IIA und 15
(4,2 %) Patienten das UICC-Stadium IIB. Die fortgeschrittenen UICC-Stadien IIIA, IIIB
und IIIC verteilten sich auf 59 (16,7 %) bzw. 55 (15,6 %) und 72 (20,4 %) Patienten.
Bei 38 (10,8 %) Patienten lag das UICC-Stadium IV vor. Ferner wurde bei 352 Patienten
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der Grad der Differenzierung des Tumors (Grading) erhoben. Dieser verteilte sich mit 25
(7,1 %) Patienten auf die G1-Differenzierung und mit 129 (36,6 %) Patienten auf die
G2-Differenzierung. Tumore mit einer G3-Differenzierung wurden bei 192 (54,5 %) Pati-
enten und Tumore mit einer G4-Differenzierung bei 6 (1,7 %) Patienten nachgewiesen. In
dieser Patientenkohorte wurde darüber hinaus festgehalten, ob der Absetzungsrand des
entnommenen Tumorgewebes frei von Tumorzellen (R0) war oder dieser noch restliche
Tumorzellen enthielt (R1). Für 352 Patienten waren Informationen über den Resektions-
rand bekannt. Dieser war bei 265 Patienten frei von Tumorzellen (R0), jedoch zeigten 87
Patienten einen Absetzungsrand, welcher Tumorzellen enthielt (R1) (Tab 4.2).

Tabelle 4.2: Charaktersierung der Patientenkohorte des Tissue Microarray (Validation Set)
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In dieser beschriebenen Patientenkohorte wurde in einem nächsten Schritt die Makro-
phageninfiltration charakterisiert und eine mögliche klinische Korrelation analysiert. Hier-
für wurden die Patientengewebe immunhistologisch auf die Makrophagenmarker CD68,
CD163 und iNOS (NOS2A) untersucht und pro Gewebespot die Anzahl der positiv ge-
färbten Zellen gezählt. Gewebespots, die aufgrund von Fehlen größerer Gewebeanteile
oder verminderter Färbequalität nicht auswertbar waren, wurden von der Analyse aus-
geschlossen. Für CD68 konnte von 187 Patienten das Tumorgewebe untersucht werden.
Dabei zeigte sich eine mediane Anzahl der CD68-positiven Makrophagen von 100. Die
höchste Anzahl CD68-positiver Makrophagen betrug 300, die niedrigste Anzahl betrug
5. Ab einer Menge von ≥ 80 CD68 positiv gefärbten Zellen, wurde die Färbung als stark
kategorisiert. Eine darunter liegende Anzahl wurde als schwach eingestuft (Abb. 20A).
Folglich zeigte die immunhistologische Auswertung, dass 130 (70 %) Patienten eine starke
und 57 Patienten eine schwache CD68-Färbung aufwiesen (Abb. 20B).

Abbildung 20: Immunhistologische Untersuchung des Tissue Microarray: Repräsentative Bilder der immunhistologischen
Färbung von A) CD68, C) CD163 und E) iNOS. Exemplarisch ist für jeden Makrophagenmarker eine als stark und eine
schwach kategorisierte Färbung dargestellt. Einzelne Makrophagen sind rot umrandet dargestellt. Die Aufnahmen wurden
in 10x und 40x Vergrößerung aufgenommen. Prozentuale Verteilung der Patienten mit starker und schwacher Färbung von
B) CD68, D) CD163 und F) iNOS.
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Die CD163-Färbung konnte in 238 Fällen ausgewertet werden. Die mediane Anzahl der
CD163-positiven Makrophagen betrug 83, die niedrigste 2 und die höchste Anzahl detek-
tierbarer CD163-positiver Makrophagen betrug 301. Auch bei dieser Färbung wurde bei
einem Grenzwert von 80 CD163-positiv gefärbten Zellen die Färbung in stark und schwach
differenziert (Abb. 20C). Dabei zeigte die Auswertung, dass 135 (56 %) Patienten eine
starke CD163-Färbung aufwiesen, während 103 (44 %) Patienten eine schwache CD163-
Färbung zeigten (Abb. 20D). In 242 Fällen konnte eine immunhistologische Auswertung
für iNOS erfolgen. Mit einer medianen Anzahl von 27 iNOS-positiven Zellen, war diese
deutlich geringer als die mediane Anzahl CD68- und CD163-positiver Makrophagen. Die
Höchstanzahl detektierbarer iNOS-positiver Zellen betrug 122 und die niedrigste Anzahl
betrug 1 Zelle. Ab einer Anzahl von ≥ 50 CD68-positiv gefärbten Zellen, wurde die Fär-
bung als stark kategorisiert. Eine darunter liegende Anzahl wurde als schwach eingestuft
(Abb. 20E). Dabei wiesen 76 (31 %) Patienten eine starke Färbung auf, während 166 eine
schwache iNOS-Färbung aufwiesen (Abb. 20F). Untersuchungen zur räumlichen Vertei-
lung der unterschiedlichen Makrophagenpopulationen zeigten, dass CD68- und CD163-
positive Makrophagen sowohl intratumoral als auch im peritumoralen Stroma lokalisiert
waren. Intratumoral waren die CD68- und CD163-positiven Makrophagen zwischen den
Tumorzellen, im subepithelialen Bindegewebe, aber auch intraluminal in tubulären Tu-
morarealen zu detektieren. Demgegenüber waren die iNOS-positiven Makrophagen vor-
nehmlich im peritumoralen Stroma und selten intratumoral lokalisiert (Abb. 20A,C,E).
Wie in Kapitel 4.1.2 beobachtet werden konnte, wiesen insbesondere diejenigen Patien-
ten mit starker Expression makrophagen-spezifischer Gene überrepräsentative funktionelle
Gengruppen auf, die eine Assoziation mit einem Tumorprogress und einer erhöhten Me-
tastasierung haben. Folglich wurde mittels Chi-Quadrat-Test untersucht, ob eine starke
oder schwache Färbung der Makrophagenmarker mit einer Krankheitsprogression kor-
reliert. Für alle Makrophagenmarker konnte keine Assoziation zu Alter und Geschlecht
ermittelt werden. Jedoch zeigte sich eine signifikante Korrelation des Tumorstadiums mit
der Stärke der CD68-Färbung (χ2 = 12,34; p = 0,0253) (Tab. 4.3) Darüber hinaus wur-
de bei Betrachtung der absoluten Menge eine signifikant höhere Anzahl CD68-positiver
Makrophagen in den fortgeschrittenen Tumorstadien detektiert (pT1-pT2: 88 (95% KI
78 - 120) vs. pT3-pT4: 110 (95% KI 98 - 120), p = 0,0447) (Abb. 21A). Gleiches
konnte für die CD163-Färbung beobachtet werden. Hier wurde ein nicht signifikanter Zu-
sammenhang der CD163-Färbung mit dem Tumorstadium beobachtet (χ2 = 10,37; p =
0,065) (Tab. 4.3).
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Tabelle 4.3: Analyse der Assoziation zwischen der Anzahl verschiedener Makrophagenpopulationen und den klinisch-
pathologisch Parametern im GEAC
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Eine signifikant höhere Anzahl CD163 positiv gezählter Zellen in den Patienten mit den
Tumorstadien pT3 und pT4 im Vergleich zu den Patienten mit den Tumorstadien pT1 und
pT2 verifiziert die beobachtete Korrelation (pT1-pT2: 74 (95% KI 82 - 95) vs. pT3-pT4:
87 (95% KI 49 - 82), p = 0,0066) (Abb. 21B). Demgegenüber konnte für iNOS positive
Makrophagen kein Zusammenhang mit dem Tumorstadium detektiert werden (Tab. 4.3)
(Abb. 21C). Während für CD68 und iNOS kein Zusammenhang zwischen der Stärke bzw.
der Anzahl positiver Zellen mit der Tumorinfiltration der Lymphknoten beobachtet werden
konnte, korrelierte der Grad der Lymphknotenmetastasierung signifikant mit der Stärke
der CD163 Färbung.

Abbildung 21: Absolute Zellzahl der A) CD68, B) CD163 und C) iNOS positiven Makrophagenpopulation in GEAC-
Patienten mit verschiedenen klinisch-pathologischen Stadien. Verglichen wurde jeweils der Progress der Tumorinfiltration
(pT1-pT2 vs. pT3-pT4), das Vorliegen einer Lymphknotenmetastasierung (pN0 vs. pN1-pN3), der Grad der Differen-
zierung (G1-G2 vs. G3-G4) und das Vorliegen einer Fernmetastasierung (M0 vs. M1). Ergebnisse wurden als mediane
Makrophagenanzahl und interquartiler Abstand dargestellt. Für die Analyse der nichtparametrischen Daten wurde der zwei-
seitige Mann-Whitney-Test verwendet. Ein P-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. *: p < 0,05,
** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Hier zeigte sich zum Beispiel, dass 1,7 mal mehr Patienten mit einer ausgedehnten Lymph-
knotenmetastasierung pN3 eine starke CD163-Färbung aufwiesen (χ2 = 8,96; p = 0,0297)
(Tab. 4.3). Zusätzlich war die mediane Anzahl der CD163-positiven Makrophagen si-
gnifikant höher in Patienten mit vorliegender Lymphknotenmetastasierung im Vergleich
zu Patienten mit tumorfreien Lymphknoten (pN0: 69 (95% KI 62 - 83) vs. pN1-pN3: 88
(95% KI 87 - 103), p = 0,0014) (Abb. 21B). Eine Assoziation der Makrophagenmarker
mit einer Fernmetastasierung wurde jedoch nicht festgestellt (Abb. 21A,B,C). Der Grad
der Differenzierung der Tumorzellen zeigte eine signifikante Assoziation mit der Stärke
der CD68-Färbung. Hier wiesen insbesondere die Patienten mit ausgeprägten dedifferen-
zierten Tumoren (G4) eine starke CD68 Färbung auf (χ2 = 10,75; p = 0,0131) (Tab.
4.3). Zusätzlich ist die mediane Anzahl positiver CD68- und CD163-Zellen signifikant
höher in Patienten mit einer G3-G4-Differenzierung im Vergleich zu Patienten mit einer
G1-G2-Differenzierung (CD68: G1-G2: 89 (95% KI 84 - 108) vs. G3-G4: 114 (95% KI
113 - 135), p = 0,0010), (CD163: G1-G2: 77 (95% KI 72 - 92) vs. G3-G4: 89 (95%
KI 89 - 107), p = 0,0336) (Abb. 21A,B). Bezüglich des UICC-Stadiums konnten signi-
fikante Korrelationen für CD68 und CD163 festgestellt werden, während die Stärke der
iNOS-Färbung keine Korrelation mit dem UICC-Stadium aufweist. Für das fortgeschrit-
tene UICC-Stadium IV zeigte sich zum Beispiel, dass 4,5 mal mehr Patienten eine starke
CD68-Färbung aufwiesen als eine schwache CD68-Färbung. (χ2 = 14,49; p = 0,0432)
(Tab. 4.3) . Eine vergleichbare Beobachtung konnte für CD163 im UICC-Stadium IV
gemacht werden. In diesem Stadium wiesen 2,6 mal mehr Patienten eine starke CD163-
Färbung als eine eine schwache CD163-Färbung (χ2 = 15,20; p = 0,0355) (Tab. 4.3).
Abschließend wurde keine Korrelation zwischen der Stärke der Makrophagenmarker und
dem Verbleib von Tumorzellen im Resektionsrand festgestellt.
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass GEAC-Patienten mit einer hohen Anzahl
CD68- und CD163-positiver tumorinfiltrierender Makrophagen ein fortgeschrittenes Tu-
morstadium, eine Lymphknotenmetastasierung, eine Tumordedifferenzierung und ein fort-
geschrittenes UICC-Stadium aufwiesen.
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4.1.4 Eine starke CD68+ und CD163+ Makrophagen Infiltrati-
on korreliert mit einem reduziertem Gesamtüberleben von
GEAC-Patienten

Die vorangegangene Untersuchung zeigte, dass eine starke Tumorinfiltration von CD68
und CD163 positive Makrophagen mit einem erhöhten Krankheitsprogress im GEAC ver-
bunden ist. Ob dieser Makrophagen induzierte Krankheitsprogress auch Einfluss auf das
Gesamtüberleben der GEAC-Patienten hat, sollte in einem nächsten Schritt untersucht
werden. Der Beobachtungszeitraum der Patientenkohorte startete ab dem Datum der Tu-
morresektion und betrug insgesamt 143 Monate. Patienten, die in einem Zeitraum von
30 Tagen nach Operation verstorben sind, wurden aus der Analyse ausgeschlossen. So
konnten die Daten von 342 Patienten untersucht werden. Das mediane Gesamtüberleben
des gesamten Patientenkollektivs betrug vom Zeitpunkt der Tumorresektion 23 Monate.
Die 5- und 10-Jahresüberlebensrate (JÜLR) betrug 7,9 % und 1,7 %.

Abbildung 22: Kaplan-Meier-Überlebenskurve des Gesamtüberleben von A) CD68 (stark und schwach), C) CD163 (stark
und schwach) sowie E) iNOS (stark und schwach). Dargestellt ist die Überlebenswahrscheinlichkeit als Gesamtüberleben.
Die Beobachtungszeit betrug 143 Monate. Der Unterschied der Kurven wurde mit dem Log-Rank-Test bestimmt. Hierfür
wurde ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Darstellung der 1-5- und 10-Jahresüberlebensrate
(JÜLR) mit prozentualer Differenz von B) CD68 (stark und schwach), D) CD163 (stark und schwach) sowie F) iNOS
(stark und schwach)
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Für die Log-Rank Überlebenszeitanalyse der infiltrierenden CD68 positiven Makrophagen
konnten 171 Patienten eingeschlossen werden. Mit einem medianen Gesamtüberleben von
17 Monaten, zeigten die Patienten mit hoher Tumorinfiltration von CD68 positiven Ma-
krophagen ein um 11 Monate reduziertes Überleben als Patienten mit niedriger Anzahl
CD68 positiver Makrophagen. Dabei wiesen die Patienten mit starker CD68 Färbung ein
57 % höheres Sterberisiko auf, als Patienten mit schwacher CD68 Färbung (CD68 stark:
HR = 1,57 (95% KI, 1,046 - 2,353), p = 0,0417) (Abb. 22A) (Tab. 4.4). Ferner be-
trug die 1-JÜLR, 5-JÜLR und 10-JÜLR für Patienten mit ausgeprägter Infiltration CD68
positiver Makrophagen 52,1 %, 4,2 % und 0,84 % während diese bei Patienten mit nied-
riger Infiltration CD68 positiver Makrophagen 69,1 %, 15,3 % und 3,8 % betrug. Es
zeigte sich somit, dass die prozentuale Differenz der Überlebensraten der Patienten ins-
besondere im späten Beobachtungszeitraum stark voneinander abweichen (Abb. 22B).
Vergleichende Beobachtungen konnte für die CD163 Färbung gemacht werden. Hier wur-
de die Überlebenszeitanalyse für 217 Patienten durchgeführt. Auch hier zeigte sich ein
medianes Gesamtüberleben der Patienten mit starker CD163 Färbung von 17 Monaten,
während Patienten mit schwacher CD163 Färbung ein medianes Gesamtüberleben von 28
Monaten aufwiesen. Das Sterberisiko lag dabei um 56 % signifikant höher in den Patien-
ten mit hoher Anzahl tumorinfiltrierender CD163 positiver Makrophagen als in Patienten
mit niedriger Infiltration CD163 positiver Makrophagen (CD163 stark: HR = 1,56 (95%
KI, 1,102 - 2,126), p = 0,0074) (Abb. 22C) (Tab. 4.4). Darüber hinaus war die Anzahl
überlebender Patienten mit schwacher CD163 Färbung nach einem Jahr, nach 5 Jahren
und 10 Jahren um 26,8 %, 51,2 % und 60,9 % höher als mit starker CD163 Färbung
(Abb. 22B).

Tabelle 4.4: Log-rank (Mantel-Cox) Überlebensanalyse des Tissue Microarray
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Der Einfluss der iNOS-positiven Makrophagen auf das Gesamtüberleben zeigte ein ge-
genläufiges, aber nicht signifikantes Ergebnis. Die Analyse von 222 Patienten stellte kei-
nen Unterschied des medianen Gesamtüberlebens der Patienten mit iNOS-starker und
iNOS-schwacher Färbung fest (iNOS stark: 22 Monate vs. iNOS schwach: 20 Monate)
(Abb. 22E). Jedoch war das Sterberisiko um 17 % niedriger in Patienten mit schwacher
iNOS-Färbung als in Patienten mit starker iNOS-Färbung (iNOS stark: HR = 0,83 (95%
KI, 0,576 - 1,199), p = 0,3229). Von dieser Gruppe der Patienten überlebten darüber
hinaus nach 5 Jahren doppelt so viele (Abb. 22F) (Tab. 4.4).
Da insbesondere für Tumorerkrankungen mehrere Variablen das Überleben beeinflussen
können, wurde mit Hilfe der multivariaten Cox-Regression untersucht, ob die Anzahl tumo-
rinfiltrierender Makrophagen unabhängige Risikofaktoren für ein reduziertes Gesamtüber-
leben darstellt. Hier stellten sich zunächst das Alter und das Vorliegen einer Lymphkno-
tenmetastasierung als unabhängige prognosebestimmende Einflussgrößen dar. Das Risiko
der GEAC-Patienten, zu versterben, stieg pro Lebensjahr signifikant um 5 % (Alter: HR
= 1,05 (95% KI, 1,021 - 1,071), p = 0,0002). Für Patienten, die bereits eine Lymph-
knotenmetastasierung aufwiesen, war das Sterberisiko unabhängig anderer Einflussgrößen
um das 2,03-fache höher im Vergleich zu Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung
(Lymphknotenmetastasen: HR = 2,03, (95% KI, 1,224 - 3,552), p = 0,0091).

Tabelle 4.5: Multivariate Analyse mittels Cox Regressionsmodell des Tissue Microarray
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Unter den Makrophagenmarkern zeigte sich keiner als signifikante unabhängige Einfluss-
größe auf das Sterberisiko. Allerdings war das korrigierte Sterberisiko der Patienten mit
hoher Anzahl CD68-positiver Makrophagen 20 % höher als das Sterberisiko der Patienten
mit niedriger Anzahl CD68-positiver Makrophagen (CD68: HR = 1,20 (95% KI, 0,7177
- 2,059), p = 0,5009). Weitere, jedoch nicht signifikante unabhängige Risikofaktoren für
ein reduziertes Gesamtüberleben waren ein männliches Geschlecht und schlecht differen-
zierte Tumore (Geschlecht: HR = 1,33 (95% KI, 0,7186 - 1,399), p = 0,3972), (Grading:
HR = 1,47 (95% KI, 0,929 - 2,348), p = 0,1033) (Tab. 4.5).
In der Zusammenschau konnte die immunhistologische Auswertung der GEAC-Patienten-
kohorte die Ergebnisse der Transkriptomanalysen bestätigen und zeigte ferner, dass ins-
besondere die CD68- und CD163-positive M2-Makrophagenpopulation einen eindeutigen
Einfluss auf den Krankheitsprogress, das Sterberisiko und das Gesamtüberleben hat. Vor-
angegangene Studien demonstrierten bereits, dass Makrophagen einen vielfältigen Einfluss
auf den Phänotyp von Tumorzellen haben können. Für das GEAC gibt es dabei nur we-
nige Arbeiten, die diesen Einfluss genauer charakterisieren. Darüber hinaus sind bisher
nur vereinzelt die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, wie Makrophagen Ein-
fluss auf GEAC-Tumorzellen haben, bekannt. Deshalb beschäftigt sich der zweite Teil der
vorliegenden Arbeit mit der in vitro-Untersuchung des Einflusses von Makrophagen auf
GEAC-Zelllinien.

4.2 Einfluss von Makrophagen auf GEAC-Zellen

4.2.1 THP-1 Makrophagen fördern die Proliferation von GEAC-
Zelllinien

Um den zugrundeliegenden molekularen Einfluss der Makrophagen auf GEAC-Zellen zu
charakterisieren, wurde ein indirektes in vitro-Kokultursystem etabliert. Dieses System
stellt eine Möglichkeit dar, zwei Zellpopulationen über das Medium in Kontakt zu setzen,
ohne direkten Zellkontakt, und eignet sich für die Untersuchung der Interaktion über lös-
liche Faktoren (siehe Kapitel 3.2.6)
Als Makrophagen-Modell wurde die gut charakterisierte Monozyten-Zelllinie THP-1 ver-
wendet. Diese kann unter Stimulation mit PMA für 24 Stunden und anschließender Kul-
tivierung in frischem Medium über drei Tage in einen naiven Makrophagenphänotyp diffe-
renziert werden. Die THP-1-Makrophagen wurden anschließend für drei weitere Tage mit
unterschiedlichen GEAC-Zelllinien (PT1590, LN1590, NCI-N87, SKGT4, OE33, PT6216)
kokultiviert. Zu Beginn wurde die Morphologie der GEAC-Zellen nach Mono- und Kokul-
tur analysiert. Unter den monokultivierten GEAC-Zellen wiesen die NCI-N87, OE33 und
SKGT4 konfluierende epitheliale Zellverbände auf, während die monokultivierten PT1590,
LN1590 und PT6216 überwiegend vereinzelte und morphologisch heterogene Zellen auf-
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wiesen. Nach der Kokultur zeigten sich im Vergleich zur Monokultur eindeutige morpho-
logische Veränderungen in den GEAC-Zellen. Die PT1590- und LN1590-Zellen zeigten
in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen eine erhöhte Zelldichte. Dabei waren die Zellen
kleiner und wirkten teilweise weniger adhärent. Die THP-1-kokultivierten NCI-N87-Zellen
wiesen ebenfalls eine erhöhte Zelldichte auf und zeigten mehr konfluierende Zellverbän-
de auf als monokultivierte NCI-N87-Zellen. Die mono- und THP-1-kokultivierten OE33-
und SKGT4-Zellen zeigten keine Veränderungen in der Zelldichte auf. Jedoch zeigten die
THP-1-kokultivierten SKGT4- und OE33-Zellen vermehrt mesenchymal spindelförmige
Zellen auf (Abb. 23A, schwarze Pfeile).

Abbildung 23: A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und
PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert. Die schwarzen Pfeile markieren spindelförmig
konfigurierte Tumorzellen. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B) Analyse der vitalen
GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw.
THP-1-kokultiviert und anschließend wurde die Vitalität der Zellen mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten GEAC-Zellen. Es wurden mindestens
drei biologische Replikate durchgeführt. Statistische Signifikanz wurde mittels ungepaarten t-Tests bestimmt. *: p < 0,05,
** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Im Vergleich zu monokultivierten PT6216-Zellen wiesen die PT6216-Zellen in Anwesen-
heit der THP-1-Makrophagen eine reduzierte Zelldichte und vermehrt nicht adhärente,
in Suspension schwimmende Zellen auf (Abb. 23A). Da nach THP-1-Kokultur Verän-
derungen der Zelldichte in den GEAC-Zelllinien festgestellt worden sind, wurde in einem
nächsten Schritt mittels MTT-Analyse der Anteil vitaler Zellen nach Mono- und Ko-
kultur quantifiziert. Hier zeigten sich insbesondere bei den Zelllinien PT1590, LN1590
und PZ6216 signifikante Veränderungen des prozentualen Anteils vitaler Zellen zwischen
der Mono- und THP-1-Kokultur. Dabei zeigten THP-1-kokultivierte PT1590-Zellen einen
1,58-mal höheren Anteil vitaler Zellen als monokultivierte PT1590-Zellen (Mono: 99,95
± 3,27 % vs. co THP-1: 157,7 ± 16,03 %, p = 0,0055). Ferner wiesen die LN1590-Zellen
in der Anwesenheit der THP-1-Makrophagen signifikant mehr vitale Zellen auf, als die
monokultivierten LN1590-Zellen (Mono: 101,7 ± 1,29 % vs. co THP-1: 151,7 ± 6,575
%, p < 0,0001). Der Anteil vitaler NCI-N87- und OE33-Zellen nach THP-1-Kokultur war
19,2 ± 7,73 %, p = 0,0321 bzw. 31,28 ± 11,09 %, p = 0,0182 höher als in monokultivier-
ten NCI-N87- und OE33-Zellen. Demgegenüber hatten die THP-1-Makrophagen keinen
Einfluss auf den Anteil vitaler Zellen in den SKGT4- und PT6216-Zellen (Abb. 23B).
Ob der höhere Anteil vitaler GEAC-Zellen nach THP-1-Kokultur durch eine gesteiger-
te Proliferation zu erklären ist, sollte als Nächstes durch IFF des Proliferationsmarkers
Ki67 untersucht werden (Abb. 24A). Hinsichtlich der monokultivierten GEAC-Zellen
konnten mit 24,09 ± 3,35 % und 34,31 ± 4,12 % Ki67-positiven Zellen vergleich-
bare Proliferationsindizes für die PT1590- und LN1590-Zellen festgestellt werden. Die
NCI-N87, OE33 und SKGT4 zeigten eine etwas niedrigere Proliferationsrate mit 14,98
± 2,08 % bzw. 19,56 ± 11,93 % und 14,71 ± 1,74 %. Die niedrigste Anzahl proli-
ferierender Zellen wiesen die PT6216-Zellen auf. Dabei betrug der Proliferationsindex
8,15 ± 0,37 % (Abb. 24B). Die Quantifizierung Ki67-positiver Zellen in mono- und
THP-1-kokultivierten GEAC-Zellen ergab signifikante Differenzen der Proliferation in den
PT1590 und NCI-N87, während keine Proliferationsunterschiede zwischen den mono- und
THP-1-kokultivierten LN1590, OE33, SKGT4 und PT6216 festgestellt wurden. So konn-
ten mit einem Proliferationsindex von 38,4 ± 3,98 % 1,59-mal mehr Ki67-positive Zel-
len in den PT1590-Zellen nach THP-1-Kokultur als nach Monokultur detektiert werden
(p = 0,0156). Darüber hinaus zeigten die NCI-N87-Zellen in Anwesenheit der THP-1-
Makrophagen mit einer Differenz des Proliferationsindex von 7,99 ± 2,81 % signifikant
mehr Ki67-positiven Zellen als die monokultivierten NCI-N87-Zellen (p = 0,0131).
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Abbildung 24: A) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4
und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert. Die pinken Zellen stellen die proliferativ-
aktiven Zellen dar. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B) Analyse des Proliferationsindex
der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw.
THP-1-kokultiviert und anschließend wurde der Ki67-Proliferationsindex mittels IFF-Färbung bestimmt. Zur Bestimmung
des Proliferationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen
mittels ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezogen auf
das Mittel der monokultivierten GEAC-Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Statistische
Signifikanz wurde mittels ungepaarten t-Tests bestimmt.*: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.

.
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Eine verstärkte Zellteilung kann zusätzlich durch den Nachweis von regulatorischen Zell-
zyklus-Proteinen beurteilt werden. Insbesondere die vermehrte Bildung von Cyclinen ist
mit einer erhöhten Proliferationsaktivität verbunden. Aus diesem Grund wurden die re-
gulatorischen Untereinheiten Cyclin D1 und Cyclin E1 der Cyclin-abhängigen Kinasen
im Western Blot beurteilt (25A). Es zeigte sich, dass die Zellen NCI-N87, OE33 und
SKGT4 sowie die PT6216 in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen keine signifikante
Veränderung in der Bildung von Cyclin D1 und Cyclin E1 im Vergleich zur Monokul-
tur aufwiesen. Jedoch konnte deutlich vermehrte Bildung von Cyclin D1 und Cyclin E1
in THP-1-kokultivierten PT1590- und LN1590-Zellen im Vergleich zu monokultivierten
PT1590- und LN1590-Zellen detektiert werden. Hier zeigten densitometrische Auswertun-
gen, dass Cyclin D1 und Cyclin E1 in einer 1,68-fach bzw. 1,56-fach höheren Menge in
den THP1-kokultivierten PT1590 Zellen nachgewiesen werden konnte. Ähnliche Befunde
konnten für die LN1590 erhoben werden. Hier stellte sich für Cyclin D1 eine 1,74-fach und
für Cyclin E1 eine 1,91-fach höhere Proteinmenge in Anwesenheit der THP1-Makrophagen
(25B).

Abbildung 25: A) Repräsentative Western-Blot-Bilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und
PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert. Die Gele wurden mit 10 µg Proteinlysat bela-
den. Actin wurde als Ladekontrolle verwendet B) Densitometrische Analyse der Cyclin D1 und Cyclin E1 Menge in den
mono- bzw. THP1-kokultivierten PT1590 und LN1590 Zellen. Bandenintensität wurde mit ImageJ-Software bestimmt. Die
Intensität wurde anschließend auf die Ladekontrolle Actin normalisiert. Es wurden mindestens drei biologische Replikate
durchgeführt. Statistische Signifikanz wurde mittels ungepaarten t-Tests bestimmt. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p <
0,0002, ****: p < 0,0001.
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4.2.2 Ki67 Proliferationsindex korreliert mit der Anzahl CD68+
und CD163+ Makrophagen in GEAC-Patienten

Die Kokulturversuche demonstrierten, dass die GEAC-Zelllinien PT1590 und NCI-N87 in
der Gegenwart eine höhere Proliferationsrate aufwiesen als die monokultivierten PT1590-
und NCI-N87-Zellen.

Tabelle 4.6: Korrelationsanalyse des Ki67 Proliferationsindex mit verschiedenen Makrophagenpopulationen und klinisch-
pathologisch Parametern im GEAC
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Um die Befunde in der GEAC-Patientenkohorte zu verifizieren, wurde eine immunhisto-
logische Analyse des Proliferationsmarkers Ki67 durchgeführt. Hier wurde der Proliferati-
onsindex in Prozent Ki67 bestimmt und die Patienten wurden anschließend den folgenden
drei Gruppen zugeordnet: Niedrig proliferative Tumore = Ki67 < 10 %, moderat prolifera-
tive Tumore = Ki67 10 % - 60 %, hoch proliferative Tumore = Ki67 > 60 % (Tab. 4.6).

Abbildung 26: A) Repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD68, CD163, iNOS und Ki67 in zwei re-
präsentativen Patienten. B) Korrelationsanalyse der CD68-, CD163- und iNOS-positiven Tumorzellen mit dem prozentualen
Anteil Ki67-positiver Tumorzellen. Korrelationskoeffizient und statistische Signifikanz wurden bei nicht normalverteilten Da-
ten mittels Spearman-Korrelation (Rangkorrelation) bestimmt. C) Quantifizierung des prozentualen Anteils Ki67-positiver
Zellen in Patienten mit schwacher bzw. starker CD68-, CD163- und iNOS-Infiltration. Bei nicht normalverteilten Daten
erfolgte die Bestimmung der statistischen Signifikanz und des p-Werts durch den Mann-Whitney-U-Test. *: p < 0,05,
** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.)
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Der Ki67-Proliferationsindex konnte für 204 Gewebespots analysiert werden. Dabei wiesen
75 (36,8 %) Patienten niedrig proliferative Tumore, 120 (58,8 %) Patienten moderat pro-
liferative und 13 (6,4 %) Patienten hoch proliferative Tumore auf. Die durchschnittliche
und mediane Proliferationsrate betrug 22,6 % und 15 %. Eine signifikante Assoziation
des Proliferationsindex konnte mit dem Tumorstadium, dem UICC-Stadium, der Fern-
metastasierung und der Menge der CD68-positiven Makrophagen beobachtet werden.
Nicht signifikante Zusammenhänge des Proliferationsindex konnten darüber hinaus für
das Alter, der Lymphknotenmetastasierung und dem Resektionsrand festgestellt werden.
So wiesen GEAC-Patienten unter 60 Jahren mit einem Anteil von 9,7 % vermehrt hoch-
proliferative Tumore auf, während die GEAC-Patienten über 60 Jahre in 2,3 % der Fälle
hochproliferative Tumore aufwiesen (χ2 = 5,61; p = 0,0606). Wie zu erwarten, zeig-
ten die Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium einen hohen Anteil an hoch
proliferativen Tumoren. Dabei wiesen 23,1 % der Patienten mit einem pT4-Stadium Tu-
more mit einem Ki67-Proliferationsindex von > 60 % auf. Dieser wurde lediglich in 2,7
% der Patienten mit einem pT1-Stadium detektiert (χ2 = 30,28; p = 0,0008). Ferner
zeigten 18,2 % der Patienten mit einem UICC-Stadium IV hoch proliferative Tumoren
auf. Demgegenüber wurden mit 2,6 % der Patientin signifikant weniger hochproliferati-
ve Tumore im UICC-Stadium I beobachtet (χ2 = 32,97; p = 0,0029). Im Vergleich zu
nicht metastasierten Patienten, wiesen Patienten mit einer Fernmetastasierung 6,2-mal
häufiger hochproliferative Tumore auf (χ2 = 18,62; p < 0,0001). Zusätzlich korreliert
der Verbleib von Tumorzellen im Resektionsrand mit hochproliferativen Tumoren (Tab.
4.6). Ferner waren insbesondere hochproliferative Tumore mit einer starken Infiltration
von CD68-positiven Makrophagen assoziiert (χ2 = 14,85; p < 0,0006). Diese Assozia-
tionen konnten nicht für die Makrophagenmarker CD163 und iNOS festgestellt werden.
Jedoch zeigte sich in der Spearman-Korrelationsanalyse, dass CD68 und weniger ausge-
prägt auch CD163 mit dem Ki67-Proliferationsindex korrelieren (CD68: r = 0,3772, p <
0,0001, CD163: r = 0,1598, p = 0,0463) (Abb. 26AB). Dabei wiesen Patienten mit
starker Infiltration CD68-positiver Makrophagen einen medianen Ki67-Proliferationsindex
von 25,0 % ± 35,04 % auf, während Patienten mit niedriger Infiltration CD68-positiver
Makrophagen einen medianen Ki67-Proliferationsindex von 4,37 % ± 7,70 % aufwiesen
(p < 0,0001). Ein ähnliches Verhalten konnte für CD163 beobachtet werden. Auch hier
zeigten die Patienten mit starker Infiltration CD163-positiver Makrophagen einen signi-
fikant höheren medianen Ki67-Proliferationsindex (CD163 schwach: 13,15 % ± 26,14
% vs. CD163 stark: 21,18 % ± 37,84 %. In der Zusammenschau zeigte sich eine stark
signifikante Korrelation des Ki67-Proliferationsindex mit dem Tumorstadium, dem UICC-
Stadium, der Fernmetastasierung und den M2-Makrophagenmarkern CD68 und CD163
(Abb. 26C).
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4.2.3 Makrophagen induzieren eine Resistenz gegenüber HER2
zielgerichteter Therapie in GEAC-Zellen

Eine große klinische Herausforderung in der Behandlung von GEAC-Patienten ist sowohl
das fehlende Therapieansprechen als auch die sekundär erworbene Therapieresistenz ge-
genüber Chemotherapien. Aber auch zielgerichtete Therapien zeigen häufig einen fehlen-
den Therapieeffekt oder einen Wirkverlust im Verlauf der Therapie. So konnte bereits de-
monstriert werden, dass Zellen des Tumorstromas großen Einfluss auf die Entwicklung von
Resistenzen gegenüber Chemotherapien haben. Jedoch ist der Einfluss von Makrophagen
auf das Ansprechen sowie die erworbene Resistenz gegenüber zielgerichteten Therapien
weitestgehend unbekannt. Bis zu 45 % der GEAC-Patienten zeigen eine Überexpressi-
on des humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors II (HER2), sodass für Patienten
mit einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung eine zielgerichtete HER2-Therapie zugelas-
sen ist. Aus diesem Grund wurde in einem nächsten Schritt der Einfluss der THP-1-
Makrophagen auf das Ansprechen einer zielgerichteten HER2-Therapie untersucht.

Abbildung 27: A) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4,
PT6216. Die grüne Färbung detektiert den HER2-Rezeptor. Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen.
B) Repräsentative Western-Blot-Bilder GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4, PT6216. Detektiert wurde
das Protein HER2. Das Gel wurde mit 15 µg Proteinlysat beladen. Actin diente als Ladekontrolle.
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Zunächst wurden die GEAC-Zelllinien PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und
PT6216 auf ihre HER2-Rezeptor-Expression hin untersucht. IFF- und Western-Blot-Analysen
zeigten, dass die Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87 und OE33 den HER2-Rezeptor expri-
mieren. Dieser ist vornehmlich membranös lokalisiert. Dabei wurde die höchste Expression
in den NCI-N87-Zellen detektiert, während die SKGT4- und PT6216-Zellen den HER2-
Rezeptor nicht bildeten (Abb. 27AB). Da die HER2-Rezeptor-Expression in den PT1590-
und NCI-N87-Zellen nachgewiesen wurde und weil diese Zellen in Anwesenheit der THP-
1-Makrophagen die stärkste Proliferationsinduktion zeigten, wurden diese Zelllinien für
die weiteren Versuche verwendet. Insbesondere das Ansprechen auf den HER2-TKI Lapa-
tinib soll in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen untersucht werden. Die Auswahl der
verwendeten Lapatinib-Dosen erfolgte nach Dosis-Wirkungs-Analysen und weiteren Lite-
raturrecherchen. Hierbei erwiesen sich die Dosen von 2 µM und 1 µM für die PT1590-
bzw. NCI-N87-Zellen für die weiteren Versuche als geeignet.

Abbildung 28: A,C) Repräsentative Phasenkontrastbilder der GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die Zellen wurden für
drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und zusätzlich mit Lapatinib behandelt (2 µM PT1590 und 1 µM NCI-N87). Eine
DMSO Behandlung dienste als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B,D)
Analyse der vitalen GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert
und gleichzeitig mit Lapatinib behandelt. Die Vitalität der Zellen wurde anschließend mittels MTT-Analyse bestimmt.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten GEAC-Zellen. Es
wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p
< 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Morphologische Analysen zeigten einen eindeutigen wachstumsreduzierenden und zytoto-
xischen Effekt auf die PT1590- und NCI-N87-Zellen. Die Lapatinib-behandelten PT1590-
Zellen stellten sich im Vergleich zu den DMSO-behandelten PT1590-Zellen in einer gerin-
geren Konfluenz und weniger adhärent dar. Dieser Effekt konnte deutlich ausgeprägter in
den NCI-N87-Zellen beobachtet werden (Abb. 28A,C). In einem nächsten Schritt wur-
den die mono- bzw. THP-1-kokultivierten PT1590- und NCI-N87-Zellen mit DMSO oder
Lapatinib behandelt und der Anteil der vitalen Zellen mittels MTT-Analyse untersucht.
Es konnte zunächst wie in den vorherigen Analysen demonstriert werden, dass der Anteil
vitaler PT1590-Zellen in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen nach drei Tagen Kokul-
tur signifikant höher war als der Anteil monokultivierter PT1590-Zellen (Mono DMSO:
100,0 ± 14,119 % vs. co THP-1 DMSO: 168,12 ± 33,040 %, p < 0,001). Die Lapatinib-
Behandlung der PT1590-Zellen führte zu einer eindeutigen Abnahme vitaler Zellen um
41,9 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Mono DMSO: 100,0 ± 14,12 % vs. Mono La-
patinib: 58,07 ± 9,09 %, p = 0,04). Interessanterweise blieb das Ansprechen auf Lapatinib
aus, sobald die PT1590-Zellen in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen kokultiviert wur-
den. Dabei war der Anteil vitaler THP-1-kultivierter und Lapatinib-behandelter PT1590-
Zellen 3,1-mal höher als der Anteil vitaler monokultivierter und Lapatinib-behandelter
PT1590-Zellen (Mono Lapatinib: 58,07 ± 9,09 % vs. co THP-1 Lapatinib: 179,71 ± 46,59
%, p < 0,001) (Abb. 28B). Vergleichende Ergebnisse konnten für die NCI-N87-Zelllinie
beobachtet werden. Hier zeigte sich jedoch, dass der Einfluss der THP-1-Makrophagen
auf den Anteil vitaler DMSO-behandelter Zellen einen gegensätzlichen Befund aufwies. So
reduzierte sich der Anteil vitaler THP-1-kokultivierter NCI-N87 um 17,6 % im Vergleich
zum Anteil vitaler monokultivierter NCI-N87-Zellen (Mono DMSO: 100,0 ± 3,96 % vs.
co THP-1 DMSO: 82,40 ± 10,06 %, p = 0,005). Darüber hinaus führte die Lapatinib-
Behandlung in den monokultivierten NCI-N87-Zellen zu einer signifikanten Reduktion der
vitalen Zellen um 76,08 % (Mono DMSO: 100,0 ± 3,96 % vs. Mono Lapatinib: 23,92
± 8,19 %, p < 0,001). Wurden die NCI-N87-Zellen jedoch in Anwesenheit der THP-1-
Makrophagen kokultiviert, stellten sich die Zellen im Vergleich zur Monokultur morpho-
logisch mit einzelnen konfluierenden Zellverbänden deutlich vitaler dar. Darüber hinaus
zeigte die MTT-Analyse einen 1,6-fach höheren Anteil vitaler THP-1-kokultivierter und
Lapatinib-behandelter NCI-N87-Zellen als Lapatinib-behandelter monokultivierter NCI-
N87-Zellen (Mono Lapatinib: 23,92 ± 8,19 % vs. co THP-1 Lapatinib: 39,43 ± 7,79 %,
p = 0,01).
In einem nächsten Schritt wurde unter den gleichen Versuchsbedingungen die Verände-
rung der Proliferation untersucht. Hierfür wurde, wie bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben,
der Proliferationsmarker Ki67 nach drei Tagen Mono- bzw. THP-1-Kokultur mittels IFF
analysiert. Korrespondierend zu den Ergebnissen in 4.2.1 führte die DMSO-behandelte
THP-1-Kokultur zu einer 1,9-fachen Proliferationssteigerung in den PT1590-Zellen im
Vergleich zur DMSO-behandelten PT1590-Monokultur (Mono DMSO: 15,04 ± 8,39 %
vs. co THP-1 DMSO: 29,03 ± 19,29 %, p = 0,02). Die Behandlung der PT1590-Zellen

98



4 ERGEBNISSE

mit Lapatinib führte zu einer Reduktion des Anteils an proliferativen Zellen um 4,4 %
(Mono DMSO: 15,04 ± 8,39 % vs. Mono Lapatinib: 10,68 ± 8,76 %, p = 0,82). In der An-
wesenheit der THP-1-Makrophagen blieb die Reduktion der Proliferation unter Lapatinib-
Behandlung in den PT1590-Zellen jedoch aus. Dabei führte die THP-1-Kokultur zu einer
2,58-fach signifikant höheren Proliferationsrate in den Lapatinib-behandelten PT1590-
Zellen im Vergleich zu den monokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen
(Mono Lapatinib: 10,68 ± 8,76 % vs. co THP-1 Lapatinib: 27,64 ± 15,39 %, p = 0,008)
(Abb. 29AB). Für die NCI-N87-Zellen konnten vergleichende Befunde erhoben werden.
Interessanterweise induzierten die THP-1-Makrophagen eine gesteigerte Proliferation in
den NCI-N87-Zellen im Vergleich zur Kontrolle, obwohl, wie in Kapitel 4.2.5 demonstriert,
der Anteil an vitalen Zellen unter THP-1-Kokultur herabgesetzt war (Mono DMSO: 24,01
± 5,58 % vs. co THP-1 DMSO: 36,07 ± 12,39 %, p = 0,04).

Abbildung 29: A,C) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die Zellen wurden
für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und zusätzlich mit Lapatinib behandelt (2 µM PT1590 und 1 µM NCI-N87).
Eine DMSO Behandlung dienste als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen.
Die pinken Zellen stellen die proliferativ aktiven Zelln dar. B,D) Quantifikation der proliferierenden Ki67-positiven Zellen.
Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und gleichzeitig mit Lapatinib behandelt. Zur Bestimmung
des Proliferationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen
mittels ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezogen
auf das Mittel der monokultivierten GEAC-Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. *
< 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Unter Lapatinib-Therapie wiesen die monokultivierten NCI-N87-Zellen eine deutliche Re-
duktion der Proliferation auf. In der Gegenwart der THP-1-Makrophagen wurde diese Re-
duktion jedoch nicht beobachtet. Dabei zeigten die THP-1-kokultivierten und Lapatinib-
behandelten NCI-N87-Zellen einen 1,95-mal höheren Anteil proliferativer Zellen als die
monokultivierten und Lapatinib-behandelten NCI-N87-Zellen (Mono Lapatinib: 13,64 ±
7,56 % vs. co THP-1 Lapatinib: 26,65 ± 13,08 %, p = 0,02) (Abb. 29CD). In der Zu-
sammenschau demonstrieren die erhobenen Befunde eine deutliche Resistenzentwicklung
der GEAC-Zellen gegenüber einer zielgerichteten HER2-TKI-Therapie, sobald diese unter
dem Einfluss löslich sekretierter Faktoren der THP-1-Makrophagen stehen.

4.2.4 Makrophagen Kokultur induziert eine starke STAT3 und
AKT Aktivierung in PT1590 und NCI-N87 Zellen

Da die Aktivierung onkogener intrazelluläre Signalwege das biologische Verhalten von Tu-
morzellen maßgeblich mit beeinflussen können, sollte in einem nächsten Schritt untersucht
werden, ob die THP-1-Makrophagen die aktivierende Phosphorylierung der Signalproteine
STAT3, AKT und ERK modulieren können.

Abbildung 30: A) Repräsentative Western-Blot-Bilder der GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die Zellen wurden für drei
Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und gleichzeitig mit Lapatinib behandelt. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele
wurden mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es wurden die Proteine p-STAT3, STAT3, p-AKT, AKT, p-ERK und ERK detektiert.
GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet B) Densitometrische Analyse der phosphorylierten Proteine STAT3, AKT und
ERK in den mono- bzw. THP1-kokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590- und NCI-N87-Zellen. Bandenintensität
wurde mit ImageJ-Software bestimmt. Die Intensitäten der phosphorylierten und nicht phosphorylierten Proteine wurden
auf die Ladekontrolle GAPDH normalisiert. Diese normalisierten Intensitäten wurden anschließend ins Verhältnis gesetzt.
Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA mit anschließender Šidák-Korrektur für multiple Vergleiche analysiert. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p <
0,0002, ****: p < 0,0001
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Western-Blot-Analysen konnten in den THP-1-kokultivierten PT1590- und NCI-N87-
Zellen eine starke STAT3-Phosphorylierung nachweisen. Während die monokultivierten
PT1590-Zellen keine STAT3-Aktivierung aufwiesen, konnte durch densitometrische Ana-
lysen eine signifikante und 12,8-mal höhere STAT3-Aktivierung in den THP-1-kokultivierten
PT1590 nachgewiesen werden (Mono DMSO: 0,059 ± 0,044 vs. co THP-1 DMSO: 0,76 ±
0,33, p = 0,0183). Diese STAT3-Aktivierung in den THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen
konnte ebenfalls unter Lapatinib-Behandlung beobachtet werden. Hier zeigte sich sogar
eine etwas höhere STAT3-Phosphorylierung im Vergleich zu den THP-1-kokultivierten
und DMSO-behandelten PT1590-Zellen (Mono Lapatinib: 0,156 ± 0,068 vs. co THP-
1 Lapatinib: 1,28 ± 0,443, p = 0,0005) (Abb. 30A,B). Die NCI-N87-Zellen zeigten
nach der THP-1-Kokultur ebenfalls eine höhere STAT3-Phosphorylierung als die NCI-
N87-Monokultur. Dabei konnte eine noch stärkere STAT3-Phosphorylierung in den THP-1
kokultivierten und Lapatinib-behandelten NCI-N87-Zellen nachgewiesen werden. Im Ver-
gleich zur Lapatinib-behandelten NCI-N87-Monokultur ermittelte die Densitometrie ei-
ne, wenn auch nicht signifikante, 8,9-fach höhere STAT3-Phosphorylierung in den THP-
1-kokultivierten und Lapatinib-behandelten NCI-N87-Zellen (Mono Lapatinib: 0,298 ±
0,242 vs. co THP-1 Lapatinib: 2,66 ± 1,73, p = 0,0814) (Abb. 30C,D). Eine weitere
intrazelluläre Signaltransduktion, die durch die THP-1-Makrophagen moduliert wurde, ist
der AKT-Signalweg. Hier konnten insbesondere für die PT1590-Zellen signifikante Verän-
derungen nachgewiesen werden. So zeigten die THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen im
Vergleich zu den monokultivierten PT1590-Zellen eine 1,87-mal höhere AKT-Aktivierung
(Mono DMSO: 0,487 ± 0,047 vs. co THP-1 DMSO: 0,911 ± 0,107, p = 0,0349). Ferner
führte die Lapatinib-Behandlung zu einer deutlichen Abnahme der AKT-Phosphorylierung
(Mono DMSO: 0,487 ± 0,047 vs. Mono Lapatinib: 0,223 ± 0,189, p = 0,2457), welche
unter der THP-1-Kokultur in den PT1590-Zellen nicht beobachtet werden konnte (co
THP-1 Lapatinib: 0,709 ± 0,304, p = 0,0152) (Abb. 30A,B). In den NCI-N87-Zellen
führte die THP-1-Kokultur im Vergleich zur Monokultur nur zu einer tendenziellen Stei-
gerung der AKT-Phosphorylierung. Jedoch zeigte sich eine deutliche Abnahme der AKT-
Phosphorylierung unter Lapatinibtherapie, während diese in den PT1590-Zellen in An-
wesenheit der THP-1-Makrophagen zwar reduziert, jedoch erhalten blieb (Mono DMSO:
1,189 ± 0,096 vs. Mono Lapatinib: 0,150 ± 0,094, p = 0,0053, co THP-1 Lapatinib: 0,578
± 0,345, p = 0,2603) (Abb. 30C,D). Für die ERK-Aktivierung wurden sowohl in den
PT1590- als auch in den NCI-N87-Zellen nicht signifikante, jedoch vergleichende Befunde
erhoben. So zeigte sich in beiden Zelllinien eine tendenziell höhere ERK-Phosphorylierung
in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen. Diese wurde durch die Lapatinib-Behandlung
in den monokultivierten PT1590- und NCI-N87-Zellen deutlich reduziert und zeigte sich
in den THP-1-kokultivierten PT1590- und NCI-N87-Zellen ebenfalls reduziert, jedoch
deutlich stärker phosphoryliert als in den monokultivierten und Lapatinib-behandelten
PT1590- und NCI-N87-Zellen (Abb. 30A,D). In der Zusammenschau demonstrieren
die erhobenen Befunde einen deutlichen Einfluss der THP-1-Makrophagen auf die intra-
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zelluläre Signaltransduktion. Dabei zeigten insbesondere die PT1590-Zellen eine starke
THP-1-Makrophagen vermittelte STAT3-Aktivierung.

4.2.5 PT1590 zeigen Lapatinib Resistenz und STAT3 Aktivierung
in Anwesenheit von primären Makrophagen

Die bisher erhobenen Befunde demonstrierten einen deutlichen Einfluss der THP-1-Makro-
phagen auf die Proliferation und das Ansprechen auf die zielgerichtete HER2-Therapie.
Darüber induzieren die THP-1-Makrophagen eine starke STAT3-Aktivierung in den PT1590-
und NCI-N87-Zellen. Die immortalisierte Monozyten-Zelllinie THP-1 stellt ein sehr gut
charakterisiertes Makrophagen-Modell dar. So konnten vorangegangene Studien zeigen,
dass die PMA-Behandlung mit einer anschließenden Ruhephase die THP-1-Monozyten in
einen stabilen naiven Makrophagenphänotyp differenziert. Jedoch kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass der sekretorische Phänotyp im Vergleich zu primären Makrophagen durch
die Immortalisierung der Zellen Unterschiede aufweist. Aus diesem Grund wurden Schlüs-
selexperimente mit MDM-Makrophagen wiederholt und verifiziert.

Abbildung 31: CD14-Durchflusszytometrie vor und nach negativer magnetischer Zellseparation. Das kleine Gate umfasst
Erythrozyten, Lymphozyten, Debris und tote Zellen. Das große Gate umfasst Monozyten und Granulozyten A,B) Dot-Plot
SSC-A und FSC-A sowie CD-14-PE vor magnetischer Zellseparation. C,D) Dot-Plot SSC-A und FSC-A sowie CD-14-PE
nach magnetischer Zellseparation. E) Quantifizierung des prozentualen Anteils CD14-positiver Monozyten vor und nach
Separation. Es wurden mindestens drei biologische Replikate (Probanden) durchgeführt. Statistische Signifikanz wurde
mittels ungepaarten t-Tests bestimmt. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001. F) Repräsentative
Phasenkontrastbilder der ausplattierten MDM nach Aussaat und vor Start der Kokultur sowie am Ende der Mono- bzw.-
PT1590-Kokultur.
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Wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben wurden die Monozyten mittels negativer Selektion aus
PBMC von Vollblutspendern isoliert. Die Reinheit der Monozyten wurde mittels CD14-
Durchflusszytometrie beurteilt. Für die Analyse wurden zunächst die Zelldebris und die
Zelldoublets entfernt und die lymphozytäre, monozytäre und granulozytäre Zellfraktion
mit eingeschlossen (Abb. 31A,B) . Dabei zeigte die Antikörperfärbung einen Anteil
CD14-positiver Zellen von 4,38 % ± 0,53 % vor magnetischer Zellseparation. Dieser
Anteil konnte nach der magnetischen Zellseparation um das 4,45-Fache signifikant er-
höht werden. (19,13 % ± 6,44 % , p = 0,0166) (Abb. 31C,D,E). Diese MDM wurden
anschließend für indirekte Kokultur mit den PT1590, LN1590 und NCI-N87 verwendet.
Morphologische Analysen zeigten die MDM nach Aussaat als kleine rundliche Zellen mit
kleinem Zellkern. Nach der Differenzierung mit FCS zeigten diese sich zunächst deut-
lich adhärent und teilweise mit spindelförmigen Ausläufern. Dabei führte die indirekte
Kokultur mit den PT1590-Zellen zu einer deutlichen Zunahme der spindelförmigen Ma-
krophagen im Vergleich zu den monokultivierten Makrophagen (Abb. 31F). Für die
Verifizierung der Schlüsselexperimente wurden die GEAC-Zelllinien PT1590, LN1590 und
NCI-N87 mit dem MDM indirekt für drei Tage kokultiviert. Hier zeigten MTT-Analysen
zunächst nur einen Einfluss der MDM auf den Anteil vitaler PT1590-Zellen, während der
Anteil vitaler NCI-N87- und LN1590-Zellen nach MDM-Kokultur keine wesentlichen Ver-
änderungen aufwies. Auch das Ansprechen auf den TKI Lapatinib wurde durch die MDM
in den LN1590 und NCI-N87 nicht moduliert (Abb. 32B,C). Die MDM-kokultivierten
PT1590-Zellen zeigten dagegen einen höheren Anteil vitaler Zellen als die monokultivier-
ten PT1590-Zellen (Mono DMSO: 100,92 % ± 10,13 % vs. co MDM DMSO: 121,71 % ±
6,62 %, p = 0,09). Ferner führte die Lapatinib-Behandlung zu einer signifikanten Abnah-
me der vitalen Zellen (Mono DMSO: 100,92 % ± 10,13 % vs. Mono Lapatinib: 55,92 % ±
12,07 %, p < 0,001), welche in Anwesenheit der MDM mit einem 29,97 % höheren Anteil
vitaler Zellen im Vergleich zu monokultivierten PT1590-Zellen nicht zu beobachten war
(Mono Lapatinib: 55,92 % ± 12,07 % vs. co MDM Lapatinib: 85,89 % ± 28,86 %, p =
0,007)(Abb. 32A). Ebenso wiesen die morphologischen Analysen eine höhere Zelldichte
in den MDM-kokultivierten PT1590-Zellen im Vergleich zu den monokultivierten PT1590-
Zellen nach, hier insbesondere im Vergleich zu den Lapatinib-behandelten und monokul-
tivierten PT1590-Zellen (Abb. 32D. In einem nächsten Schritt wurde der Einfluss der
MDM auf die Proliferation der PT1590-Zellen untersucht. Hier zeigte sich im Vergleich zu
den monokultivierten PT1590-Zellen eine signifikante Erhöhung des Proliferationsindexes
um 66,56 % in den MDM-kokultivierten Zellen (Mono DMSO: 19,91 % ± 7,41 % vs. co
MDM DMSO: 33,16 % ± 16,19 %, p = 0,03). Während eine deutliche Reduktion der
Ki67-positiven Zellen in den Lapatinib- und monokultivierten PT1590-Zellen zu beobach-
ten war, zeigten die MDM-kokultivierten PT1590-Zellen kein Ansprechen auf Lapatinib
und eine weiterhin deutlich erhöhte Aktivität der Proliferation (Mono Lapatinib: 8,96 % ±
4,82 % vs. co MDM Lapatinib: 23,99 % ± 13,27 %, p = 0,01) Abb. 32 E). Zuletzt sollte
der Einfluss der MDM-Makrophagen auf die intrazellulären Signalwege STAT3, AKT und
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ERK untersucht werden. Auch hier zeigte sich, dass die MDM-Makrophagen, unabhängig
von der Lapatinib-Behandlung, eine deutliche STAT3-Aktivierung in den PT1590-Zellen
induzierten. Wenn auch weniger stark ausgeprägt, zeigte sich ebenfalls eine höhere AKT-
und ERK-Phosphorylierung in den MDM-kokultivierten PT1590-Zellen im Vergleich zu
den monokultivierten PT1590-Zellen. In den monokultivierten PT1590-Zellen führte die
Lapatinib-Behandlung zu einer Verminderung der AKT- und ERK-Aktivierung, welche in
den MDM-kokultivierten PT1590 weniger stark ausgeprägt war (Abb. 32F). Insgesamt
ließen sich die zuvor erhobenen Befunde mit den MDM-Makrophagen verifizieren und
bestätigen.

Abbildung 32: Quantifikation der Vitalität der PT1590 A), NCI-N87 B) und LN1590 C) Zellen nach drei Tagen Mono-
bzw. MDM-Kokultur und gleichzeitiger Behandlung mit Lapatinib. Die Vitalität der Zellen wurde anschließend mittels
MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokulti-
vierten GEAC-Zellen. Repräsentative Phasenkontrastbilder D) und Immunfluoreszenzbilder F) der GEAC-Zellen PT1590.
Die pinken Zellen stellten die Ki67-positiven Zellen dar. E) Quantifikation der Ki67-positiven PT1590-Zellen nach drei Ta-
gen Mono- bzw. MDM-Kokultur. Zur Bestimmung des Proliferationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative
Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten PT1590-Zellen. F) Repräsentative
Western-Blot-Bilder der PT1590-Zellen Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und gleichzeitig
mit Lapatinib behandelt. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele wurden mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es wurden
die Proteine p-STAT3, STAT3, p-AKT, AKT, p-ERK und ERK detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet.
Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***:
p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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4.3 Einfluss der Makrophagen induzierten STAT3 Ak-
tivierung auf HER2+ GEAC-Zellen

4.3.1 Inhibition der STAT3 Aktivierung erhöht das Ansprechen
der HER2 Therapie in THP-1 kokultivierten PT1590 Zellen

Die vorangegangenen Kapitel demonstrierten, dass Makrophagen die Migration und Pro-
liferation, aber auch das Ansprechen der GEAC-Zellen auf die HER2-spezifische Therapie
mit Lapatinib deutlich beeinflussen. Gleichzeitig führte die Makrophagen-Kokultur zu einer
deutlichen Aktivierung des STAT3-Signalweges. STAT3 spielt eine zentrale Rolle bei der
Krebsprogression, indem es verschiedene Prozesse wie Zellproliferation, Metastasierung,
Angiogenese, Immunregulation und Chemoresistenz reguliert. Aus diesem Grund fokus-
siert dieser Teil der vorliegenden Arbeit die Rolle von STAT3 in der makrophagenvermit-
telten Proliferation und der HER2-spezifischen Therapieresistenz. Um den funktionellen
Einfluss von STAT3 genauer zu analysieren, wurden die PT1590-Zellen mit einer STAT3-
spezifischen siRNA (siSTAT3) transfiziert und anschließend für drei Tage mit Mono- bzw.
mit THP-1-Makrophagen ko-kultiviert, bei gleichzeitiger Behandlung mit Lapatinib. Ei-
ne Transfektion der Zellen mit einer scrRNA diente dabei als Kontrolle. Der Erfolg des
siRNA-vermittelten STAT3-Knockdowns wurde sowohl durch Genexpressions- als auch
durch Western-Blot-Analysen beurteilt. Hierbei führte die siSTAT3-Transfektion im Ver-
gleich zur scrRNA-Kontrolle zu einer signifikanten Verminderung der relativen STAT3-
mRNA-Expression in den Mono- und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen. Dabei betrug
die Knockdown-Effizienz 87,12 % und 93,59 % in den Mono- bzw. THP-1-kokultivierten
PT1590-Zellen. (Abb. 33A).

Abbildung 33: A) Relative Genexpressionsanalyse des Gens STAT3 nach drei Tagen Mono- bzw. THP1-Kokultur und
gleichzeitigem siRNA-vermittelten Knockdown von STAT3 (siSTAT3). Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrRNA).
Die Genexpressionswerte wurden mittels qPCR bestimmt und die STAT3 -mRNA-Menge wurde auf GAPDH normalisiert.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließender Šidák-Korrektur für multiple Vergleiche. B) Repräsentative Western-
Blotbilder der STAT3-Proteinmenge der siSTAT3- bzw. scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen nach drei Tagen Mono-
bzw. THP1-Kokultur. Es wurden 15 µg Proteinlysat verwendet. GAPDH diente als Ladekontrolle. * < 0,05, ** < 0,002.
*: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Damit korrespondierend stellte sich eine deutlich geringere STAT3-Proteinmenge in den
siSTAT3-transfizierten Mono- und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen dar (Abb. 33B).
Zunächst zeigte sich, dass sowohl die STAT3-defizienten als auch die scrRNA-transfizierten
PT1590-Zellen eine geringere Zelldichte nach drei Tagen Kultur aufwiesen. Darüber hin-
aus stellten sich die siSTAT3- und scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen morphologisch
gestresst und weniger konfluent dar. Eine Titration der siRNA-Konzentration hatte kei-
nen Einfluss auf diese Beobachtung. Es konnte jedoch demonstriert werden, dass die
kontroll-transfizierten PT1590-Zellen ähnliche Befunde wie in Kapitel 4.2.5 aufwiesen.
Ferner wiesen die STAT3-defizienten mono- bzw. THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen
keine Unterschiede hinsichtlich ihrer Zelldichte auf (Abb. 34A). Zusätzlich zeigten MTT-
Analysen, dass der STAT3-Knockdown keinen Einfluss auf den Anteil vitaler PT1590-
Zellen hat. Darüber hinaus hatte die verminderte STAT3-Expression in den PT1590-
Zellen keinen Einfluss auf das Ansprechen der Lapatinib-Behandlung (scrRNA Lapatinib:
42,49 % ± 19,87 % vs. siSTAT3 Lapatinib 54,94 % ± 7,08 %, p = 0,99). Die scrRNA-
transfizierten PT1590-Zellen wiesen vergleichbare Befunde wie im Kapitel 4.2.5 auf
und werden aus diesem Grund nicht im Detail dargestellt. Hier zeigte sich zusammenfas-
send, dass die PT1590-Zellen in der Anwesenheit der THP-1-Makrophagen einen höheren
Anteil vitaler Zellen und ein fehlendes Ansprechen auf Lapatinib aufwiesen. Der Einfluss
der THP-1-Makrophagen stellte sich in den STAT3-defizienten PT1590-Zellen weniger
stark ausgeprägt dar. Dabei führte die THP-1-Makrophagen-Kokultur im Vergleich zur
Monokultur zu einem 1,41-fach höheren Anteil vitaler PT1590-Zellen. Dieser Unterschied
stellte sich jedoch als nicht signifikant dar (Mono siSTAT3 DMSO: 98,29 % ± 23.13 % vs.
co THP-1 siSTAT3 DMSO: 138,64 % ± 66,55 %, p = 0,38). Interessanterweise konnte
die THP-1-Makrophagen vermittelte Lapatinib-Resistenz durch die verminderte STAT3-
Expression aufgehoben werden. Dabei wiesen die STAT3-defizienten und monokultivier-
ten PT1590-Zellen eine ähnliche Menge vitaler Zellen auf wie die STAT3 defizienten und
THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen (Mono siSTAT3 Lapatinib: 54,94 % ± 7,08 % vs.
co THP-1 siSTAT3 Lapatinib: 65,53 % ± 33,63 %, p > 0,99) (Abb. 34B). In einem
weiteren Versuchsansatz wurde STAT3 durch das Nicht-Peptid-Molekül Napabucasin in-
hibiert. Dabei blockt Napabucasin die DNA-Bindungsdomäne von STAT3 und verhindert
somit die Transkription STAT3-spezifischer Gene. Dabei zeigte sich, dass Napabucasin die
Menge an vitalen PT1590-Zellen unabhängig von den Kulturbedingungen stark reduziert.
So führte die Napabucasin-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle zu einer Reduktion
der vitalen monokultivierten PT1590-Zellen um 81,55 % (PT1590 DMSO: 93,40 % ±
16,28 % vs. PT1590 Napabucasin: 17,26 % ± 12,48 %, p < 0,001). Dieser Einfluss
wurde durch die gleichzeitige Behandlung mit Lapatinib noch verstärkt und verminderte
den Anteil vitaler PT1590-Zellen um weitere 6,12 % (PT1590 + Napabucasin + Lapati-
nib: 11,52 % ± 9,07 %, p < 0,001). Während die DMSO-behandelten PT1590-Zellen in
Anwesenheit der THP-1-Makrophagen einen deutlich höheren Anteil vitaler Zellen als die
DMSO-behandelten monokultivierten PT1590-Zellen aufwiesen (Mono DMSO: 93,40 %
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± 16,28 % vs. co THP-1 DMSO: 134,56 % ± 30,29 %, p = 0,02), war dieser Effekt
bei den Napabucasin- und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen nicht zu beobachten.
Dabei betrug der Anteil vitaler Napabucasin und THP-1-kokultivierter PT1590-Zellen
26,08 % ± 19,36 % und war somit nicht signifikant höher als der Anteil der Napa-
bucasin und monokultivierten PT1590-Zellen. Auch die THP-1-Makrophagen vermittel-
te Lapatinib-Resistenz in den PT1590-Zellen konnte bei gleichzeitiger Behandlung mit
Napabucasin aufgehoben werden. Während 4,67-fach mehr vitale, Lapatinib-behandelte
und THP-1-kokultivierte PT1590-Zellen detektiert wurden, als Lapatinib-behandelte und
monokultivierte PT1590 Zellen (Mono Lapatinib: 35,42 % ± 22,44 % vs. co THP-1
Lapatinib: 165,49 % ± 34,92 %, p < 0,001), führte die gleichzeitige Behandlung mit
Napabucasin lediglich zu einer 1,18-fachen Steigerung der vitalen Lapatinib-behandelten
THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen im Vergleich zur monokultivierten und Lapatinib-
behandelten Kontrolle (Mono Lapatinib + Napabucasin: 11,51 % ± 9,07 % vs. co THP-1
Lapatinib + Napabucasin: 13,62 % ± 12,07 %, p > 0,99) (Abb. 34C).

Abbildung 34: A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der siTSAT3-transfizierten PT1590-Zellen nach drei Tagen Mono-
bzw. THP-1-Kokultur. Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrRNA). Die Zellen wurden gleichzeitig mit 2 µM
Lapatinib behandelt. Eine DMSO-Behandlung diente als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrö-
ßerung aufgenommen. B) Quantifikation des Anteils der vitalen scrRNA- bzw. siSTAT3-transfizierten mono- bzw. THP1-
kokultivierten PT1590-Zellen. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozen-
tuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten, DMSO-behandelten und scrRNA-transfizierten
PT1590-Zellen. C) Quantifikation des Anteils der vitalen Nababucasin (0,5 µM) und Lapatinib (2 µM) behandelten mono-
bzw. THP1-kokultivierten PT1590-Zellen. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten DMSO-behandelten PT1590-Zellen.
Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***:
p < 0,0002, ****: p < 0,0001
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Um die vorliegenden Befunde weiter zu verifizieren, wurde unter den gleichen Versuchsbe-
dingungen die Proliferationsaktivität untersucht. Zunächst wiesen die STAT3-defizienten
PT1590-Zellen im Vergleich zu den kontroll-transfizierten PT1590-Zellen einen leicht
und nicht signifikant geringeren Proliferationsindex auf (Mono scrRNA DMSO: 37,21 %
± 5,39 % vs. Mono siSTAT3 DMSO: 24,19 % ± 9,77 %, p = 0,22). Die scrRNA-
transfizierten und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen zeigten einen 1,65-fach höheren
Proliferationsindex auf, als die scrRNA-transfizierten und monokultivierten PT1590-Zellen
(Mono scrRNA DMSO: 37,21 % ± 5,39 % vs. co THP-1 scrRNA DMSO: 61,60 % ±
7,03 %, p < 0,001). Während die Lapatinib-Behandlung die Menge an Ki67-positiven
und monokulturierten PT1590-Zellen reduzierte, wies der Proliferationsindex der scrRNA-
transfizierten und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen mit 54,38 % keine Reduktion auf
(Mono scrRNA Lapatibib: 24,86 % ± 9,77 % vs. co THP-1 scrRNA Lapatinib: 54,38 %
± 12,73 %, p < 0,001) (Abb. 35AB).

Abbildung 35: A) Repräsentative Ki67-Immunfluoreszenzbilder der siTSAT3-transfizierten PT1590-Zellen nach drei Tagen
Mono- bzw. THP-1-Kokultur. Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrRNA). Die Zellen wurden gleichzeitig mit
2 µM Lapatinib behandelt. Eine DMSO-Behandlung diente als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen
Vergrößerung aufgenommen. B) Quantifikation der proliferierenden Ki67-positiven Zellen. Zur Bestimmung des Proliferati-
onsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels ImageJ-
Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezogen auf das Mittel der
monokultivierten DMSO-behandelten und scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen. Es wurden mindestens drei biologische
Replikate durchgeführt. C) Repräsentative Western-Blot-Bilder der mono- bzw. THP1-kokultierten siRNA-transfizierten
und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele wurden mit 15 µg Proteinlysat
beladen. Es wurden die Proteine Cyclin D1 und Cyclin E1 detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. *
< 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001
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Ferner zeigte sich, dass die verminderte STAT3 Expression die Makrophagen vermittel-
te Proliferation nicht beeinflusst. So wiesen auch die STAT3 defizienten und THP-1-
kokultivierten PT1590 eine signifikant höhere Anzahl an Ki67 positiven Zellen auf, als
die STAT3 defizienten und monokultivierten PT1590 Zellen (Mono siSTAT3 DMSO:
24,19 % ± 9,35 % vs. co THP-1 siSTAT3 DMSO: 42,36 % ± 17,62 %, p = 0,02). Dar-
über hinaus hatte die STAT3 Defizienz keinen Einfluss auf die Wirkung von Lapatinib in
den monokultivierten PT1590 Zellen. Allerdings führte der STAT3 Knockdown zu einem
erneuten Ansprechen auf den Inhibitor Lapatinib in den THP-1-kokultivierten PT1590
Zellen. Hier wiesen die STAT3 defizienten, monokultivierten und Lapatinib behandel-
ten PT1590 Zellen einen Proliferationsindex von 20,68 % auf. Die STAT3 defizienten,
THP-1-kokultivierten und Lapatinib behandelten PT1590 Zellen zeigten einen Prolifera-
tionsindex von 10,84 % (Mono siSTAT3 Lapatinib: 20,68 % ± 10,78 % vs. co THP-1
siSTAT3 Lapatinib: 10,84 % ± 4,72 %, p = 0,57) (Abb. 35A,B). Wie bereits in 4.2.1
demonstriert, führte die THP1-Kokultur zu einer erhöhten Konzentration der regulatori-
schen Zellzyklus Proteine Cyclin D1 und Cyclin E1. Aus diesem Grund wurde abschließend
mittels Western Blot Analysen die Menge an Cyclin D1 und Cyclin E1 in den STAT3 de-
fizienten, mono- bzw. THP-1-kokultivierten und Lapatinib behandelten PT1590 Zellen
untersucht. Dabei stellte sich zunächst dar, dass die Menge an Cyclin D1 und Cyclin E1
moderat höher in THP-1-kokultivierten und scrRNA transfizierten PT1590 Zellen, als in
den monokultivierten und scrRNA transfizierten PT1590 Zellen war. In Anwesenheit der
THP-1-Makrophagen waren diese erhöhten Mengen auch in den scrRNA transfizierten und
Lapatinib behandelten PT1590 Zellen zu detektieren, während die Lapatinib Behandlung
die Proteinmenge an Cyclin D1 und Cyclin E1 in den monokultivierten und scrRNA trans-
fizierten PT1590 Zellen reduzierte. Der STAT3 Knockdown führte in den PT1590 Zellen
zu einer höheren Basalmenge an Cyclin D1 und Cyclin E1. Ferner hatte die Anwesenheit
der THP-1-Makrophagen in den STAT3 defizienten und Lapatinib behandelten PT1590
Zellen keinen Einfluss auf die Proteinmenge von Cyclin D1 und Cyclin E1 (Abb. 35C).
Insgesamt kann festgehalten werden, dass STAT3 keinen Einfluss auf die Makrophagen
vermittelte Proliferation in den PT1590 Zellen hat. Jedoch konnte demonstriert werden,
dass STAT3 Einfluss auf die Makrophagen vermittelte Lapatinib Resistenz hat.
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4.4 Charakterisierung Makrophagen-sekretierter Fak-
toren und ihr Einfluss auf GEAC-Zellen

4.4.1 Sekretom-Analyse identifiziert differenziell regulierte Zyto-
kine und Wachstumsfaktoren in THP-1 Makrophagen

Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen wurde die Interaktion der Makrophagen
mit den GEAC-Zellen über lösliche Faktoren untersucht. Dabei können diese entweder
von den Makrophagen selbst freigesetzt oder durch die Anwesenheit der GEAC-Zellen
induziert, gebildet und in den Überstand sezerniert werden. Zusätzlich kann der Einfluss
der Makrophagen die Bildung von Sekretionsfaktoren in den GEAC-Zellen fördern, welche
ebenfalls in das Medium abgegeben werden können.

Abbildung 36: A) Repräsentative Bilder der Sekretom-Analyse mittels membranbasierter Antikörper-Arrays der Kokultur-
Überstände der Lapatinib- bzw. DMSO-behandelten PT1590-Zellen und THP1-Zellen. Eine Monokultur der THP1-
Makrophagen und PT1590-Zellen diente als Kontrolle. B) Die Spotintensitäten der 105 verschiedenen Zytokine, Chemokine
und Wachstumsfaktoren wurden densitometrisch ausgewertet und als log2-adjustierte Daten in einer Heatmap dargestellt.
Die hierarchische Clusteranalyse erfolgte nach euklidischer Distanzmessung. C) Absolute Signalintensitäten der differenziell
sezernierten Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren (CCL2, CCL3, CCL20, CCL19, GDF-15, IL-8, Osteopontin,
PDGF-AA und RANTES).
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Dabei können diese Faktoren erheblichen Einfluss auf die Proliferation, Metastasierung
und Therapieresistenz von Tumoren haben. Um den makrophagen-sezernierten Faktor,
welcher den Einfluss auf die Proliferation und HER2-TKI-Therapieresistenz vermittelt,
zu identifizieren, wurde eine Sekretom-Analyse der Zellkulturüberstände durchgeführt.
Das Sekretom beschreibt die Gesamtheit aller Proteine, die von Zellen, Geweben oder
einem Organismus in die extrazelluläre Umgebung ausgeschüttet werden. Mit Hilfe ei-
nes Antikörper-basierten Systems konnten 105 unterschiedliche Chemokine, Zytokine und
Wachstumsfaktoren analysiert werden (Abb. 36A). Dabei wurden die Überstände der
monokultivierten THP-1- und PT1590-Zellen sowie die Überstände der kokultivierten
THP-1- und PT1590-Zellen untersucht. Zusätzlich erfolgte die Messung des Zellkultu-
rüberstandes der kokultivierten und Lapatinib-behandelten THP-1- und PT1590-Zellen.
Die Identifizierung der differenziell sezernierten Faktoren erfolgte über ein hierarchisches
Clustering mittels euklidischer Distanzmessung mit Bezug auf die Zellkulturüberstände der
monokultivierten PT1590 (Abb. 36B). Als differenziell wurden jene Faktoren betrachtet,
die in einer 2,5-fach höheren Konzentration im Zellkulturüberstand detektiert wurden als
im Zellkulturüberstand der PT150-Monokultur. Mit dieser Methode wurden insgesamt
15 differenziell sezernierte Faktoren detektiert (Chitinase 3-like-1, CD14, Complement D,
GDF-15, IL-8, CCL2, CCL3, CCL20, CCL19, MMP-9, Osteopontin, PDGF-AA, RANTES,
uPAR und TIM-3). Während die Konzentration der Faktoren Chitinase 3-like-1, Comple-
ment D, GDF-15, MMP-9, Osteopontin, PDGF-AA und TIM-3 in den Überständen der
monokultivierten THP-1 und kokultivierten THP-1 und PT1590 keine Unterschiede auf-
wies, waren die gemessenen Konzentrationen der Faktoren CCL1, CCL2, CCL3, CCL20,
CCL19, CD14, IL8, RANTES und uPAR in den Zellkulturüberständen der kokultivierten
THP-1 und PT1590-Zellen höher als in den Überständen der monokultivierten THP-1
und PT1590-Zellen. Insbesondere die Chemokine CCL1, CCL2, CCL3/4, IL8, CCL19 und
CCL20 zeigten in der Kokultur die höchste Konzentration, welche in Anwesenheit von
Lapatinib keine Veränderung zeigte. Das Chemokin CCL20 zeigte sich mit einer 11,58-
fach höheren Konzentration im Kokulturüberstand am stärksten reguliert (Faktor THP-1
Mono: 1,15; Faktor THP-1 co PT1590: 11,58; Faktor THP-1 co PT1590 + Lapatinib:
12,12). Darüber hinaus wiesen die Chemokine CCL1 (Faktor THP-1 Mono: 0,78; Faktor
THP-1 co PT1590: 4,28; Faktor THP-1 co PT1590 + Lapatinib: 3,66), CCL2 (Faktor
THP-1 Mono: 0,85; Faktor THP-1 co PT1590: 2,92; Faktor THP-1 co PT1590 + La-
patinib: 3,09), CCL3/4 (Faktor THP-1 Mono: 0,87; Faktor THP-1 co PT1590: 10,51;
Faktor THP-1 co PT1590 + Lapatinib: 10,61), IL-8 (Faktor THP-1 Mono: 2,39; Faktor
THP-1 co PT1590: 8,33; Faktor THP-1 co PT1590 + Lapatinib: 10,17) und RANTES
(Faktor THP-1 Mono: 3,75; Faktor THP-1 co PT1590: 6,86; Faktor THP-1 co PT1590
+ Lapatinib: 7,39) ebenfalls eine deutlich höhere Konzentration im Kokulturüberstand
auf als in den THP-1 und PT1590 Monokulturüberständen (Abb. 36C).
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4.4.2 PDGF-AA induziert Proliferation und vermittelt Lapatinib
Resistenz in PT1590 Zellen

Um den Effekt der makrophagen-sezernierten Faktoren auf die Proliferation und das An-
sprechen auf den HER2 TKI Lapatinib genauer zu untersuchen, wurden die PT1590-Zellen
mit einer Auswahl an differenziell sezernierten Chemokinen, Zytokinen und Wachstums-
faktoren in zwei unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert und anschließend mit La-
patinib behandelt. Nach insgesamt 73 Stunden wurde mit Hilfe einer MTT-Analyse der
Anteil an vitalen Zellen bestimmt.

Abbildung 37: Quantifikation des Anteils der vitalen PT1590-Zellen nach Stimulation mit A) CCL3, B) CCL20, C) IL-
8, D) Osteopontin, E) RANTES. Die PT1590-Zellen wurden für 72 Std mit 10 ng/ml oder 50 ng/ml Zytokinen und
Wachstumsfaktoren stimuliert. Parallel wurden die Zellen für 48 Std mit 2 µM Lapatinib behandelt. PBS und DMSO
dienten dabei als Kontrolle. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der PBS-stimulierten und DMSO-behandelten PT1590-Zellen. Es wurden
mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA,
gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002,
****: p < 0,0001
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Für die Chemokine CCL3, CCL20, IL-8, RANTES und Osteopontin konnte kein signifikan-
ter Effekt auf den Anteil vitaler PT1590-Zellen beobachtet werden. Darüber hinaus zeigte
die Stimulation mit diesen Faktoren keinen wesentlichen Einfluss auf das Ansprechen des
HER2-TKI Lapatinib. Es konnte zunächst demonstriert werden, dass die Behandlung mit
2 µM Lapatinib eine Reduktion der vitalen auf ca. 50 % verursachte. Die Stimulati-
on der PT1590-Zellen mit 10 ng/ml und 50 ng/ml des Chemokins CCL3 veränderte
den Anteil vitaler PT1590-Zellen nicht (PBS: 101,75 % ± 2,20 % vs. 10 ng/ml CCL3
101,88 % ± 4,05 % vs. 50 ng/ml CCL3 100,19 %± 6,86 %). Ebenfalls wurde das Anspre-
chen der PT1590-Zellen auf Lapatinib durch die Stimulation mit CLL3 nicht wesentlich
beeinflusst. Jedoch konnten im Vergleich zur PBS Kontrolle 17,05 % mehr vitale Zellen
nach 10 ng/ml CCL3-Stimulation und Lapatinib-Behandlung detektiert werden. Dieser
Effekt konnte durch eine Steigerung der CCL3-Konzentration nicht erhöht werden (PBS
+ Lapatinib: 49,51 % ± 12,98 % vs. 10 ng/ml CCL3 + Lapatinib: 57,05 % ± 19,19 %
vs. 50 ng/ml CCL3 + Lapatinib: 43,62 % ± 16,49 %) (Abb. 37A). Die Stimulation der
PT1590-Zellen mit 10 ng/ml CCL20 zeigte dagegen eine signifikante Steigerung des An-
teils an vitalen Zellen im Vergleich zur PBS-Kontrolle. Auch hier stellte sich keine CCL20-
Dosis-abhängige Steigerung der vitalen Zellen dar (PBS: 103,55 % ± 7,12 % vs. 10 ng/ml
CCL3: 117,07 % ± 4,05 % (p = 0,03) vs. 50 ng/ml CCL3: 99,92 % ± 6,66 %). Darüber
hinaus modulierte die zusätzliche Stimulation mit CCL20 das Ansprechen der PT1590-
Zellen auf Lapatinib nicht (PBS + Lapatinib: 40,11 % ± 4,23 % vs. 10 ng/ml CCL20
+ Lapatinib: 47,81 % ± 4,58 % vs. 50 ng/ml CCL20 + Lapatinib: 44,40 % ± 5,82 %)
(Abb. 37B). Durch die Stimulation der PT1590-Zellen mit 10 ng/ml und 50 ng/ml IL-8
konnte weder eine Erhöhung der vitalen Zellen noch eine Herabsetzung des Ansprechens
auf Lapatinib in den PT1590-Zellen nachgewiesen werden (PBS: 101,55 % ± 4,40 % vs.
10 ng/ml IL-8: 97,86 % ± 4,67 % vs. 50 ng/ml IL-8: 96,94 % ± 12,56 %), (PBS +
Lapatinib: 41,69 % ± 10,13 % vs. 10 ng/ml IL-8 + Lapatinib: 48,83 % ± 12,72 % vs.
50 ng/ml IL-8 + Lapatinib: 34,90 % ± 12,56 %) (Abb. 37C). Auch die Anwesenheit
von Osteopontin führte zu keiner dosisabhängigen Modulation der PT1590-Zellmenge
(PBS: 100,84 % ± 3,01 % vs. 10 ng/ml Osteopontin: 105,86 % ± 5,48 % vs. 50 ng/ml
Osteopontin: 93,58 % ± 16,66 %). Darüber hinaus zeigte sich weiterhin eine deutliche
Reduktion der vitalen Zellen unter Lapatinib-Therapie und der zusätzlichen Stimulation
von Osteopontin (PBS + Lapatinib: 50,70 % ± 14,75 % vs. 10 ng/ml Osteopontin +
Lapatinib: 56,55 % ± 11,80 % vs. 50 ng/ml Osteopontin + Lapatinib: 46,10 % ± 8,63 %)
(Abb. 37D). Letztendlich zeigte die Stimulation der PT1590-Zellen mit 10 ng/ml RAN-
TES eine leichte Erhöhung des Anteils an viablen PT1590-Zellen auf 118,5 % mit fehlen-
dem Effekt auf den Anteil viabler Zellen bei Steigerung der RANTES-Dosis auf 50 ng/ml
(PBS: 101,46 % ± 13,61 % vs. 10 ng/ml RANTES: 118,52 % ± 16,84 % vs. 50 ng/ml
RANTES: 95,06 % ± 14,69 %). Einen Einfluss auf das Ansprechen auf Lapatinib durch
die Stimulation mit RANTES wurde ebenfalls nicht nachgewiesen (PBS + Lapatinib:
42,05 % ± 6,316 % vs. 10 ng/ml RANTES + Lapatinib: 47,29 % ± 5,92 % vs. 50 ng/ml
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RANTES + Lapatinib: 36,21 % ± 6,70 %) (Abb. 37E).
Während für die differenziell sezernierten löslichen Faktoren CCL3, CCL20, IL-8, RANTES
und Osteopontin kein relevanter Befund erhoben werden konnte, zeigte die PDGF-AA-
Stimulation eine signifikante und dosisabhängige Erhöhung des Anteils an vitalen PT1590-
Zellen im Vergleich zur PBS-Kontrolle. Hierbei demonstrierten morphologische Analysen
eine deutliche Zunahme der Zelldichte sowie Adhärenz mit epithelialen Charakteristika in
der Anwesenheit von 10 ng/ml PDGF-AA (PBS: 98,50 % ± 5,70 % vs. 10 ng/ml PDGF-
AA: 125,44 % ± 10,06 % (p = 0,007) vs. 50 ng/ml PDGF-AA: 140,42 % ± 17,99 % (p
< 0,001)).

Abbildung 38: A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der PT1590-Zellen nach Stimulation mit 10 ng/ml PDGF-AA und
2 µM Lapatinib-Behandlung. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B) Quantifikation des
Anteils der vitalen PT1590-Zellen nach Stimulation mit 10 ng/ml oder 50 ng/ml PDGF-AA. Die PT1590-Zellen wurden
für 72 Std stimuliert und parallel für 48 Std mit 2 µM Lapatinib behandelt. PBS und DMSO dienten dabei als Kontrolle.
Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen
bezogen auf das Mittel der PBS-stimulierten und DMSO-behandelten PT1590-Zellen. C,D) Dosis-Wirkungs-Kurve der
PT1590-Zellen, die mit einer Verdünnungsreihe (0,01 - 0,05 - 0,1 - 0,5 - 1 - 5) µM Lapatinib behandelt und gleichzeitig mit
10 ng/ml PDGF-AA stimuliert. Für die Bestimmung der IC50 (50 %-inhibitorische Konzentration) wurde eine logistische
Dosis-Wirkungs-Analyse mit variabler Steigung verwendet. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche.
* < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001
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Darüber hinaus zeigte sich unter dem Einfluss von PDGF-AA ein völliger Verlust des
Ansprechens auf Lapatinib in den PT1590-Zellen. Während die Behandlung mit Lapati-
nib den Anteil an vitalen PT1590-Zellen auf 30,94 % reduzierte, führte die Stimulation
mit 10 ng/ml und 50 ng/ml PDGF-AA zu einem Anteil an vitalen PT1590-Zellen von
102,59 % bzw, 104,19 % (PBS + Lapatinib: 30,94 % ± 5,19 % vs. 10 ng/ml PDGF-AA
+ Lapatinib: 102,59 % ± 15,61 % (p < 0,001) vs. 50 ng/ml PDGF-AA + Lapatinib:
104,19 % ± 12,19 % (p < 0,001)) (Abb. 38A,B). Um die erhobenen Befunde noch
weiter zu verifizieren, wurde eine Dosis-Wirkungs-Analyse mit Erhebung der mittleren in-
hibitorischen Konzentration (IC50) durchgeführt. Hierfür wurden die PT1590-Zellen mit
steigenden Lapatinib-Dosen behandelt und zusätzlich mit 10 ng/ml PDGF-AA oder PBS
als Kontrolle stimuliert. Zunächst konnte beobachtet werden, dass die Wirksamkeit von
Lapatinib unter zusätzlichem Einfluss von 10 ng/ml PDGF-AA deutlich herabgesetzt war.
Durch Berechnung der IC50 konnte diese Beobachtung quantifiziert werden. So zeigte sich
die Hälfte der maximalen Hemmung der Zellen unter Lapatinib und PBS bei 0,67 µM
Lapatinib. Bei zusätzlicher Gabe von 10 ng/ml PDGF-AA erhöhte sich die IC50 um das
Zweifache (PBS + Lapatinib: 0,678 µM; 95 % KI: (0,529; 0,879) µM vs. 10 ng/ml PDGF-
AA + Lapatinib: 1,36 µM; 95 % KI: (1,066; 1,773) µM, p = 0,0668) (Abb. 38C,D).
Die im Rahmen der Sekretom-Analyse erhobenen Befunde über die differenziell sezer-
nierten löslichen Faktoren in den Zellkulturüberständen stellen lediglich relative Daten
dar. Darüber hinaus kann keine Aussage über die tatsächliche Quelle des nachgewiesenen
PDGF-AA in der Kokultur gemacht werden. Aus diesem Grund wurden zur weiteren Ve-
rifizierung eine ELISA-Analyse der Zellkulturüberstände und eine Genexpressionsanalyse
der THP-1- und PT1590-Zellen durchgeführt.

Abbildung 39: A) Quantifikation der PDGF-AA-Konzentration der PT1590- und TPH1-Monokultur- bzw. Kokultur-
Überstände. Die Konzentration wurde mittels ELISA-Verfahren bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche von mindestens drei biologischen Replika-
ten. B) Relative Genexpressionsanalyse des Gens PDGFA nach drei Tagen Mono- bzw. THP1-Kokultur und gleichzeitiger
Behandlung mit Lapatinib (2 µM). Die Genexpressionswerte wurden mittels qPCR bestimmt und die PDGFA-mRNA-Menge
wurde auf GAPDH normalisiert. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließender Šidák-Korrektur für multiple Vergleiche.
* < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001
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Zunächst konnte festgestellt werden, dass die Zellkulturüberstände der Kulturen mit An-
wesenheit der THP-1 hohe Konzentrationen von PDGF-AA aufwiesen. Dabei zeigte das
Medium der THP-1-Monokultur eine 16-fach höhere Konzentration an PDGF-AA als
das Medium der PT1590-Monokultur (PT1590 Mono: 404,7 pg/ml ± 20,71 pg/ml vs.
THP-1 Mono: 6536,0 pg/ml ± 313,7 pg/ml, p < 0,001). Unterschiede der PDGF-AA-
Konzentration zwischen der THP-1-Monokultur und der THP-1 co PT1590-Kokultur wur-
den nicht detektiert. Darüber hinaus hatte die Lapatinib-Behandlung keinen Einfluss auf
die PDGF-AA-Konzentration (THP-1 co PT1590: 5551,0 pg/ml ± 285,3 pg/ml, THP-1
co PT1590 + Lapatinib: 5766,0 pg/ml ± 352,5) (Abb. 39A). Um sicherzugehen, dass
das im Zellkulturüberstand detektierte PDGF-AA durch die Makrophagen gebildet wurde,
erfolgte die Genexpressionsanalyse der THP-1- und PT1590-Zellen, jeweils mono- bzw. ko-
kultiviert. Hier stellte sich zunächst eine deutlich höhere PDGFA-Expression in den THP-1
im Vergleich zu den PT1590-Zellen dar (THP-1: 1,42 ± 0,23 vs. PT1590: 0,045 ± 0,007;
p = 0,0130). Während die Anwesenheit der THP-1-Zellen keinen Einfluss auf die PDG-
FA Expression in den PT1590-Zellen hat, zeigte sich eine erhöhte PDGFA-Expression in
den THP-1-Zellen in der Anwesenheit der PT1590-Zellen (THP-1 Mono: 1,42 ± 0,23
vs. THP-1 co PT1590: 1,81 ± 0,48; p = 0,5585). Diese zeigte sich zudem durch die
Behandlung mit Lapatinib signifikant höher (THP-1 co PT1590: 1,81 ± 0,48 vs. THP-1
co PT1590 + Lapatinib: 2,86 ± 1,15; p = 0,0178) (Abb. 39B). Zusätzlich zeigte die
GSEA-Analyse, dass die GEAC-Patienten der MΦ+ Gruppe im Vergleich zur MΦ- Grup-
pe überrepräsentative funktionelle Gengruppen aufwiesen, die mit PDGF-Signalwegen
und der PDGFRα-Signaltransduktion assoziiert sind (Abb. 40A,B). Insgesamt weisen
die Befunde darauf hin, dass Makrophagen die Quelle des PDGF-AA sind und die Anwe-
senheit der PT1590-Zellen und die Lapatinib-Behandlung die PDGFA-Expression erhöhen.

Abbildung 40: Gene-Set-Enrichment-Analyse (GSEA) der Gensets ’Signaling by PDGF’ und B) ’PDGFRA-Pathway’ in
Abhängigkeit vom Phänotyp (MΦ+ vs. MΦ-) Der normalisierte Enrichment Score (NES) quantifiziert die Stärke der Anrei-
cherung unter Berücksichtigung der Gen-Set-Größe. Der nominale p-Wert gibt die statistische Signifikanz der beobachteten
Anreicherung an, während die False Discovery Rate (FDR) die multiple Testung kontrolliert.
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Als nächster Schritt wurde untersucht, ob die Stimulation mit PDGF-AA Einfluss auf die
Proliferation der PT1590-Zellen hat. So führte die Stimulation mit 10 ng/ml PDGF-AA
zu einer 1,69-fachen Steigerung des Proliferationsindexes in den PT1590-Zellen. Dabei
zeigten die PBS-behandelten PT1590-Zellen 14,87 % Ki67-positive Zellen und die PDGF-
AA-stimulierten PT1590-Zellen 25,15 % Ki67-positive Zellen (PBS: 14,87 % ± 6,21 % vs:
10 ng/ml PDGF-AA: 25,15 % ± 7.33 %, p = 0,0018). Zusätzlich sollte analysiert werden,
ob die Anwesenheit von PDGF-AA die proliferationsreduzierende Wirkung von Lapatinib in
den PT590 Zellen moduliert. Während die Lapatinib-Behandlung zu einer Reduktion der
proliferierenden Zellen auf 10,12 % führte, zeigte sich nach Stimulation mit PDGF-AA ei-
ne Proliferationsaktivität in den PT1590-Zellen von 20,58 % (PBS+Lapatinib: 10,12 % ±
4,45 % vs: 10 ng/ml PDGF-AA: 20,58 % ± 7,35 %, p = 0,0014) (Abb. 41A,B). Zusam-
menfassend konnte demonstriert werden, dass THP-1-Makrophagen PDGF-AA freisetzen,
welches in den PT1590-Zellen eine erhöhte Proliferation induziert und ferner das Anspre-
chen auf Lapatinib reduziert.

Abbildung 41: A) Repräsentative Ki67-Immunfluoreszenzbilder der PDGF-AA-stimulierten und Lapatinib (2 µM) behan-
delten. Eine PBS-Stimulation und DMSO-Behandlung dienten als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen
Vergrößerung aufgenommen. B) Quantifikation der proliferierenden Ki67-positiven Zellen. Zur Bestimmung des Prolife-
rationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels
ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der mittlere prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen. Es wurden
mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA,
gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. < 0,05, * < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002,
****: p < 0,0001
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4.4.3 PDGF-AA induziert die Phosphorylierung von STAT3, AKT
und ERK in PT1590 Zellen

In Kapitel 4.2.6 konnte demonstriert werden, dass die PT1590-Zellen in Anwesenheit
der THP-1-Makrophagen eine starke STAT3-, AKT- und ERK-Phosphorylierung aufwie-
sen. Ferner zeigte sich, dass diese Aktivierung auch während der Lapatinib-Behandlung
erhalten blieb. Hier stellte sich insbesondere der STAT3-Signalweg als potentieller Me-
chanismus der THP-1-vermittelten Lapatinib-Resistenz dar. Aus diesem Grund sollte in
einem nächsten Schritt untersucht werden, ob PDGF-AA Einfluss auf die STAT3-, AKT-
und ERK-Aktivierung hat. Hier zeigten Western-Blot-Analysen mit anschließender densi-
tometrischer Auswertung, dass PDGF-AA sowohl STAT3 als auch AKT und ERK zeitab-
hängig aktivieren kann. Alle Signalwege wiesen 15 min und 30 min nach der PDGF-AA-
Stimulation die höchste Aktivität auf.

Abbildung 42: textbfA) Repräsentative Western-Blot-Bilder der PT1590-Zellen nach zeitabhängiger Stimulation mit 20
ng/ml PDGF-AA (0 min - 15 min - 30 min - 60 min - 8 Std - 24 Std). PBS diente als Negativkontrolle. Die Gele wurden
mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es wurden die Proteine p-STAT3, STAT3, p-AKT, AKT, p-ERK und ERK detektiert.
GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. B) Densitometrische Analyse der phosphorylierten Proteine. Bandenintensität
wurde mit ImageJ-Software bestimmt. Die Intensitäten der phosphorylierten und nicht phosphorylierten Proteine wurden
auf die Ladekontrolle GAPDH normalisiert. Diese normalisierten Intensitäten wurden anschließend ins Verhältnis gesetzt.
Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA mit anschließendem Tukey-Test für multiple Vergleiche. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p <
0,0001
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So führte die PDGF-AA-Stimulation nach 15 min zu einer 3,63-fach höheren STAT3-
Phosphorylierung als die PBS-Kontrolle (p-STAT3 PBS: 0,1804 ± 0,064 vs. p-STAT3 +
20 ng/ml PDGF-AA 15 min: 0,663 ± 0,057, p = 0,0102) (Abb. 42A,B). Des Weiteren
offenbarte sich eine zusätzliche Aktivität von STAT3 24 Stunden nach der Stimulation
mit PDGF-AA (p-STAT3 PBS: 0,1804 ± 0,064 vs. p-STAT3 + 20 ng/ml PDGF-AA 24
Std: 0,543 ± 0,244, p = 0,0616). Darüber hinaus wiesen die PT1590-Zellen nach Stimu-
lation mit PDGF-AA eine deutliche zeitabhängige Phosphorylierung von AKT auf. Zudem
zeigten die PT1590-Zellen nach der PDGF-AA-Stimulation eine deutlich zeitabhängige
Phosphorylierung von AKT. Die stärkste Aktivierung von AKT wurde 15 Minuten nach
der PDGF-AA-Stimulation beobachtet, wobei eine 21,4-fach höhere AKT-Aktivierung im
Vergleich zur PBS-Kontrolle festgestellt wurde. (p-AKT PBS: 0,0706 ± 0,0186 vs. p-
AKT + 20 ng/ml PDGF-AA 15 min: 1,151 ± 0,3927, p = 0,0003). Diese blieb auch 60
min nach der PDGF-AA-Stimulation signifikant erhalten (p-AKT + 20 ng/ml PDGF-AA
15 min: 0,805 ± 0,214, p = 0,0085) (Abb. 42A,C). Während 24 Stunden nach der
PDGF-AA-Stimulation keine erhöhte AKT-Aktivierung mehr zu beobachten war, zeigte
sich acht Stunden nach der Stimulation noch eine 6,57-fach höhere AKT-Aktivität als die
PBS-Kontrolle (p-AKT + 20 ng/ml PDGF-AA 15 min: 0,4604 ± 0,1599, p = 0,2496).
Auch das Signalprotein ERK konnte durch die Stimulation mit PDGF-AA aktiviert werden,
jedoch in einer weniger ausgeprägten Form. Hier zeigte sich wie bei STAT3 und AKT nach
15 min und 30 min PDGF-AA-Stimulation die stärkste Phosphorylierung. Die PDGF-AA-
Stimulation führte nach 15 min zu einer 3,16-fach und nach 30 min zu einer 2,53-fach
höheren ERK-Phosphorylierung als die PBS-Kontrolle (p-ERK PBS: 0,471 ± 0,227 vs.
p-ERK + 20 ng/ml PDGF-AA 15 min: 1,487 ± 0,5925, p = 0,0608, vs. p-ERK + 20
ng/ml PDGF-AA 30 min: 1,191 ± 0,3608, p = 0,2663) (Abb. 42A,D). Insgesamt konnte
demonstriert werden, dass PDGF-AA die Phosphorylierung von STAT3, AKT und ERK
vermittelt. Hier zeigte sich insbesondere eine starke AKT-Phosphorylierung in Anwesen-
heit des PDGF-AA.
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4.4.4 Inhibition und Knockdown des PDGFRα vermindert die
Makrophagen induzierte Proliferation und Lapatinib Resis-
tenz

Es konnte bisher nachgewiesen werden, dass PDGF-AA in den PT1590-Zellen eine Pro-
liferation induziert und das Ansprechen auf Lapatinib reduziert. Ferner führte die An-
wesenheit von PDGF-AA zur Aktivierung der Signalwege STAT3, AKT und ERK. Als
Homodimer bindet PDGF-AA ausschließlich an den Transmembranrezeptor PDGFRα.
Die PDGF-Rezeptoren sind eine Familie von Rezeptortyrosinkinasen, die Zellproliferati-
on, Migration und Apoptose in vielen unterschiedlichen Zellen beeinflussen kann. Es gibt
zwei Haupttypen von PDGF-Rezeptoren: PDGFRα und PDGFRβ. Diese Rezeptoren kön-
nen durch die Ligandenbindung entweder homo- oder heterodimerisieren. Dabei führt
die Bindung von PDGF-AA zu einer Homodimerisierung des PDGFRα. In einem nächsten
Schritt fokussiert dieser Teil der Arbeit die Rolle des PDGFRα in der makrophagenvermit-
telten Proliferation und Lapatinib-Therapieresistenz. Aus diesem Grund wurde zunächst
untersucht, welche GEAC-Zelllinien den PDGFRα und gleichzeitig den HER2-Rezeptor
exprimieren. Hier konnte mittels Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden, dass die
HER2-positive Zelllinie PT1590 und die HER2-negative Zelllinie PT6216 den PDGFRα-
Rezeptor exprimieren, während die HER2-positiven Zelllinien LN1590, NCI-N87 und OE33
und die HER2-negative Zelllinie SKGT4 diesen Rezeptor nicht bilden (Abb. 43A). Die
IFF der PT1590 und NCI-N87 detektierten eine starke membranöse Expression des HER2-
Rezeptors. Der PDGFRα konnte nur in den PT1590-Zellen nachgewiesen werden.

Abbildung 43: A) Repräsentative Abbildung der Western Blot Analyse der PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und
PT6216 Zelllinien. Detektiert wurd der HER2 und PDGFRα. Es wurden 15 µg Proteinextrakt der unterschiedlichen Zelli-
nien auf dem Gel beladen. Actin wurde als Ladekontrolle verwendet. B) Repräsentative Abbildung des immunfluoreszenz-
Detektion von PDGFRα und HER2 der Zelllinien PT1590 und HER2. C) Kreisdiagramm der prozentualen Verteilung der
HER2 positiven GEAC-Patienten, die eine Aktivität des PDGFRα vorweisen. Diese wurde in negativ, schwach und stark
unterschieden.
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Auch dieser stellte sich primär membranös dar (Abb. 43B). Darüber hinaus sollte in einem
nächsten Schritt die klinische Relevanz untersucht werden. Hierfür wurden immunhisto-
chemische Färbungen des p-PDGFRα durchgeführt. Die Etablierung einer immunhistoche-
mischen Detektion des PDGFRα blieb erfolglos. Es konnte jedoch die phosphorylierte und
somit aktivierte Form des PDGFRα nachgewiesen werden. Um zu beurteilen, welche Rolle
der PDGFRα in der Lapatinib-Resistenz spielt, wurde der Anteil der HER2-positiven Pa-
tienten mit PDGFRα-Koexpression ermittelt. In unserer GEAC-Patienten-Kohorte zeigte
sich mit 7,4 % lediglich ein kleiner Teil an HER2-positiven Patienten. Von diesen Patienten
zeigten 68,8 % eine p-PDGFRα-Koexpression. Darunter wiesen 27,2 % eine schwache und
27,2 % eine starke Färbung des p-PDGFRα auf. Weitere Assoziationsanalysen der HER2
und p-PDGFRα-positiven Patienten im Bezug auf klinisch-pathologische Merkmale konn-
ten aufgrund der niedrigen Patientenanzahl nicht durchgeführt werden (Abb. 43C). In
einem darauffolgenden Schritt sollte untersucht werden, ob das makrophagen-sekretierte
PDGF-AA über eine Aktivierung des PDGFRα die Proliferation und die Resistenz gegen-
über der HER2-spezifischen Therapie mit Lapatinib vermittelt. Hierfür wurde zunächst ein
siRNA-vermittelter Knockdown des PDGFRα in den PT1590-Zellen etabliert. Die Analy-
se der PDGFRA-Genexpression zeigte eine signifikante Verminderung der PDGFA-mRNA.
Dabei wies der siRNA-vermittelte Knockdown eine Effizienz in den monokultivierten und
THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen von 97,48 % bzw. 97,58 % auf (Abb. 44A) Zu-
sätzlich zeigte sich ein ausbleibender immunvermittelter Nachweis des PDGFRα in den
siPDGFRA-transfizierten PT1590-Zellen (Abb. 44B).

Abbildung 44: A) Relative Genexpressionsanalyse des Gens PDGFRA nach drei Tagen Mono- bzw. THP1-Kokultur und
gleichzeitigem siRNA-vermittelten Knockdown von PDGFRA (siPDGFRA). Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrR-
NA). Die Genexpressionswerte wurden mittels qPCR bestimmt und die PDGFRA-mRNA-Menge wurde auf GAPDH norma-
lisiert. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließender Šidák-Korrektur für multiple Vergleiche. B) Repräsentative
Western-Blotbilder der PDGDRα-Proteinmenge der siPDGDRA- bzw. scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen nach drei Ta-
gen Mono- bzw. THP1-Kokultur. Es wurden 15 µg Proteinlysat verwendet. GAPDH diente als Ladekontrolle. * < 0,05, **
< 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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In einem nächsten Schritt wurden die siPDGFRA-transfizierten PT1590-Zellen mit Lapati-
nib behandelt und in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen kokultiviert und anschließend
der Anteil der vitalen Zellen bestimmt. Als Kontrolle dienten hierbei die monokultivierten,
scrRNA-transfizierten und DMSO-behandelten PT1590-Zellen. Es stellten sich zunächst
vergleichbare Befunde wie in Kapitel 4.2.5 dar. Dabei zeigte sich ein deutlich höherer An-
teil vitaler Zellen in den scrRNA-transfizierten und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen
im Vergleich zu den scrRNA-transfizierten monokultivierten PT1590-Zellen. Hier konnte
ebenfalls demonstriert werden, dass durch die THP-1-Kokultur das Ansprechen auf Lapa-
tinib in den scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen sich deutlich reduziert darstellte. Diese
THP-1-Makrophagen vermittelte Proliferation und Lapatinib-Resistenz konnte durch den
Knockdown des PDGFRα unterbrochen werden.

Abbildung 45: A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der siPDGFRA-transfizierten PT1590-Zellen nach drei Tagen Mono-
bzw. THP-1-Kokultur. Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrRNA). Die Zellen wurden gleichzeitig mit 2 µM La-
patinib behandelt. Eine DMSO-Behandlung diente als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergröße-
rung aufgenommen. B) Quantifikation des Anteils der vitalen scrRNA- bzw. siPDGFRA-transfizierten mono- bzw. THP1-
kokultivierten PT1590-Zellen. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozen-
tuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten, DMSO-behandelten und scrRNA-transfizierten
PT1590-Zellen. C) Quantifikation des Anteils der vitalen Crenolanib (0,5 µM) und Lapatinib (2 µM) behandelten mono-
bzw. THP1-kokultivierten PT1590-Zellen. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten DMSO-behandelten PT1590-Zellen.
Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***:
p < 0,0002, ****: p < 0,0001 .
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Während die scrRNA-transfizierten PT1590 in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen
einen 73,32 % höheren Anteil an vitalen Zellen im Vergleich zu den scrRNA-transfizierten
und monokultivierten PT1590-Zellen aufwiesen (Mono scrRNA DMSO: 100,0 % ± 4,0
% vs. co THP-1 scrRNA DMSO: 173,32 ± 24,90 %, p < 0,001), zeigten die siPDGFRA-
transfizierten und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen im Vergleich zu den monokul-
tivierten PT1590-Zellen eine deutlich geringere und nicht signifikante Steigerung von
30,5 % (Mono siPDGFRA DMSO: 93,36 % ± 11,23 % vs. co THP-1 siPDGFRA DMSO:
123,85 ± 12,84 %, p = 0,09). Korrespondierende Befunde konnten für die Lapatinib
behandelten PT1590-Zellen erhoben werden. Hier zeigten die scrRNA-transfizierten, La-
patinib behandelten und monokultivierten PT1590-Zellen einen Anteil an vitalen Zellen
von 64,75 %. Dieser Anteil konnte durch die Anwesenheit der THP-1-Makrophagen auf
169,3 % gesteigert werden (Mono scrRNA Lapatinib: 64,75 % ± 5,42 % vs. co THP-1
scrRNA Lapatinib: 169,30 ± 32,02 %, p < 0,001). Durch den PDGFRA-Knockdown
und die Lapatinib-Behandlung reduzierte sich der Anteil vitaler PT1590-Zellen im Ver-
gleich zur scrRNA-transfizierten Kontrolle auf 33,11 %. Im Vergleich zu den siPDGFRA-
transfizierten, Lapatinib-behandelten und monokultivierten PT1590-Zellen zeigte sich eine
nicht signifikante Steigerung des Anteils an vitalen Zellen von 34,89 % in den siPDGFRA-
transfizierten, Lapatinib-behandelten und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen. Somit
führte die PDGFRα-Defizienz zu einem Ausbleiben der THP-1-Makrophagen vermittelte
Resistenz gegenüber Lapatinib (Mono siPDGFRA Lapatinib: 33,11 % ± 4,47 % vs. co
THP-1 siPDGFRA Lapatinib: 68,04 % ± 12,35 %, p = 0,07) (Abb. 45A,B).
Neben der genetischen Manipulation des PDGFRα wurde in einem nächsten Schritt
untersucht, ob die erhobenen Befunde mit einer pharmakologischen Inhibition des Re-
zeptors verifiziert werden konnten. Hierfür wurde der TKI Crenolanib verwendet. Die-
ser experimentell und oral verfügbare TKI hemmt spezifisch die Rezeptor-assoziierte
Kinase von mutierten und überexprimierten FLT3- und PDGFRα-Rezeptoren Auch hier
konnte beobachtet werden, dass durch die Inhibition des PDGFRα mit Crenolanib die
THP-1-vermittelte Erhöhung des Anteils an vitalen Zellen ohne und unter Lapatinib-
behandlung deutlich reduziert werden konnte. Hier zeigte sich, dass durch die Behand-
lung mit Crenolanib der Anteil der vitalen Zellen in den THP-1-kokultivierten PT1590-
Zellen signifikant um 46,6 % reduziert werden konnte, während kein Unterschied zwi-
schen den DMSO- und Crenolanib-behandelten monokultivierten PT1590-Zellen beob-
achtet werden konnte (co THP-1 DMSO: 135,03 % ± 29,81 % vs. co THP-1 Crenolanib:
88,42 % ± 12,04 %, p < 0,001). Darüber hinaus konnte durch die Behandlung mit Creno-
lanib die THP-1-vermittelte Lapatinib-Resistenz aufgehoben werden. Während die THP-
1-kokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen einen deutlich höheren Anteil
an vitalen Zellen im Vergleich zu den monokultivierten PT1590 aufwiesen (Mono Lapati-
nib: 40,10 % ± 16,67 % vs. co THP-1 Lapatinib: 93,57 % ± 24,26 %, p < 0,001) führte
die gleichzeitige Behandlung mit Crenolanib zu einer deutlichen Reduktion der vitalen
THP-1-kokultivierten und Lapatinib-behandelten Zellen (Mono Lapatinib + Crenolanib:

123



4 ERGEBNISSE

37,83 % ± 18,59 % vs. co THP-1 Lapatinib + Crenolanib: 23,22 % ± 5,10 %, p = 0,98
(Abb. 45A,C). Korrespondierende Ergebnisse konnten in den Ki67-Proliferationsanalysen
beobachtet werden. Hier zeigte sich, wie bereits in Kapitel 4.2.5 demonstriert, dass die
PT1590-Zellen in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen eine erhöhte Ki67-Proliferationsrate
aufwiesen als die monokultivierten PT1590-Zellen. Darüber hinaus zeigte die Lapatinib-
Behandlung in den THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen keine proliferationsreduzierende
Wirkung, während die monokultivierten PT1590-Zellen durch die Lapatinib-Behandlung
deutlich weniger Ki67-positive Zellen aufwiesen. In einem nächsten Schritt sollte der Ein-
fluss des PDGFRα auf die Makrophagen vermittelte Proliferation und Lapatinib-Resistenz
untersucht werden. So zeigte sich, dass durch den transienten Knockdown des PDGFRα
der proliferationsinduzierende Effekt der Makrophagen auf die PT1590-Zellen unterbro-
chen und das Ansprechen auf Lapatinib wiederhergestellt werden konnte. Dabei wie-
sen die THP-1-kokultivierten und PDGFRα-defizienten PT1590-Zellen eine vergleichba-
re Ki67-Proliferationsrate wie die monokultivierten PDGFRα-defizienten PT1590-Zellen
auf (Mono siPDGFRA DMSO: 11,35 % ± 4,16 % vs. co THP-1 siPDGFRA DMSO:
11,38 % ± 4,79 %, p > 0,999). Im Vergleich zu der scrRNA-Kontrolle wiesen die THP-
1-kokultivierten und PDGFRα-defizienten PT1590-Zellen eine signifikante Verminderung
der Ki67-Proliferationsrate um 65,7 % auf (co THP-1 scrRNA DMSO: 33,48 % ± 11,47 %
vs. co THP-1 siPDGFRA DMSO: 11,38 % ± 4,79 %, p < 0,001). Auch die THP-
1-vermittelte Lapatinib-Resistenz konnte durch den siRNA-vermittelten Knockdown des
PDGFRα aufgehoben werden. Während die THP-1-kokultivierten, scrRNA-transfizierten
und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen eine Ki67-Proliferationsrate von 32,1 % auf-
wiesen, so zeigten die THP-1-kokultivierten, siPDGFRA-transfizierten und Lapatinib-
behandelten PT1590-Zellen eine Ki67-Proliferationsrate von lediglich 8,9 % und somit
signifikant geringer (co THP-1 scrRNA Lapatinib: 32,02 % ± 8,54 % vs. co THP-1
siPDGFRA Lapatinib: 8,92 % ± 4,88 %, p < 0,001). Zusätzlich ergaben sich therapeu-
tische Synergien durch die verminderte PDGFRA-Expression und gleichzeitige Lapatinib-
Behandlung. Während die Lapatinib-Behandlung in den scrRNA-transfizierten PT1590-
Zellen zu einer Reduktion der Ki67-Proliferationsrate von 36,0 % führte, konnte bei gleich-
zeitigem Knockdown des PDGFRα eine Reduktion der Ki67-Proliferationsrate von 62,7 %
erreicht werden (Mono scrRNA DMSO: 16,07 % ± 5,12 % vs. Mono scrRNA Lapatinib:
10,37 % ± 4,16 % vs. Mono siPDGFRA Lapatinib: 6,01 % ± 2,62 %, p = 0,004) (Abb.
46A,B). Wie in vorherigen Befunden gezeigt ist die THP-1-Makrophagen vermittelte
Proliferation unter anderem durch eine erhöhte Bildung der Zellzyklus-Regulatoren Cyclin
D1 und Cyclin E1 zu erklären. Aus diesem Grund wurde in einem nächsten Schritt der
Einfluss des PDGFRα auf die THP-1-induzierte Bildung der Proteine Cyclin D1 und Cy-
clin E1 untersucht. Hier führte der funktionelle Verlust des PDGFRα zu einer deutlichen
Verminderung der THP-1-induzierten Cyclin D1- und Cyclin E1-Expression – insbesonde-
re bei gleichzeitiger Behandlung mit Lapatinib. Dabei zeigten densitometrische Analysen
zunächst, dass die Menge an Cyclin D1 und Cyclin E1 4,6-fach bzw. 1,5-fach höher in den
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THP-1-kokultivierten und scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen als in den monokultivier-
ten und scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen war (Mono scrRNA DMSO: 0,149 ± 0,059
vs. co THP-1 scrRNA DMSO: 0,694 ± 0,254, p = 0,0305). In Anwesenheit der THP-
1-Makrophagen waren diese erhöhten Mengen auch in den scrRNA-transfizierten und
Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen zu detektieren. Dieser Effekt war insbesondere für
Cyclin D1 zu beobachten Hier stellte sich im Vergleich zu den monokultivierten und
scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen eine 2,6-fach höhere Menge an Cyclin D1 dar (Mo-
no scrRNA Lapatinib: 0,279 ± 0,124 vs. co THP-1 scrRNA Lapatinib: 0,725 ± 0,360,
p = 0,0714). Diese Befunde waren in den siPDGFRA-transfizierten PT1590-Zellen nicht
mehr zu beobachten.

Abbildung 46: A) Repräsentative Ki67-Immunfluoreszenzbilder der siPDGFRA-transfizierten PT1590-Zellen nach drei Ta-
gen Mono- bzw. THP-1-Kokultur. Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrRNA). Die Zellen wurden gleichzeitig mit
2 µM Lapatinib behandelt. Eine DMSO-Behandlung diente als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen
Vergrößerung aufgenommen B) Quantifikation der proliferierenden Ki67-positiven Zellen. Zur Bestimmung des Prolife-
rationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels
ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen. C) Repräsentative
Western-Blot-Bilder der mono- bzw. THP1-kokultierten siRNA-transfizierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen.
DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele wurden mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es wurden die Proteine PDGFRα
Cyclin D1 und Cyclin E1 detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. D) Densitometrische Analyse der phospho-
rylierten Proteine. Bandenintensität wurde mit ImageJ-Software bestimmt. Die Intensitäten wurden auf die Ladekontrolle
GAPDH normalisiert. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließendem Tukey-Test für multiple Vergleiche. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***:
p < 0,0002, ****: p < 0,0001
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Abbildung 47: A) Repräsentative Ki67-Immunfluoreszenzbilder der Crenolanib (0,5 µM) und Lapatinib (2 µM) behandelten
PT1590-Zellen nach drei Tagen Mono- bzw. THP-1-Kokultur. Eine DMSO-Behandlung diente als Negativkontrolle. Die
Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen B) Quantifikation der proliferierenden Ki67-positiven Zellen.
Zur Bestimmung des Proliferationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-
positiven Zellen mittels ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-
Zellen. C) Repräsentative Western-Blot-Bilder der mono- bzw. THP1-kokultierten siRNA-transfizierten und Lapatinib-
behandelten PT1590-Zellen. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele wurden mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es
wurden die Proteine Cyclin D1 und Cyclin E1 detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. D) Densitometrische
Analyse der phosphorylierten Proteine. Bandenintensität wurde mit ImageJ-Software bestimmt. Die Intensitäten wurden
auf die Ladekontrolle GAPDH normalisiert. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließendem Tukey-Test für multiple Vergleiche. *: p < 0,05,
** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.

Dabei zeigten die densitometrischen Analysen keinen Unterschied in der Proteinmenge
von Cyclin D1 und Cyclin E1 in den siPDGFRA-transfizierten und THP-1-kokultivierten
bzw. monokultivierten PT1590-Zellen. Vor allem bei gleichzeitiger Behandlung mit Lapa-
tinib konnte durch die PDGFRA-Defizienz eine deutliche Reduktion der Cyclin-D1- und
Cyclin-E1-Expression in den mono- und THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen detektiert
werden (co THP-1 scrRNA Lapatinib: 0,725 ± 0,360 vs. co THP-1 siPDGFRA Lapatinib:
0,138 ± 0,162, p = 0,0532) (Abb. 46C,D). Auch durch die pharmakologische Inhibition
des PDGFRα konnten vergleichbare Befunde erhoben werden. In diesem Abschnitt wird
aufgrund von Redundanz ausschließlich auf den Einfluss des Inhibitors Crenolanib auf die
THP-1 vermittelten Effekte eingegangen. Hier zeigten die Ki67-Proliferationsanalysen,
dass die Behandlung der Mono- bzw. THP-1-kokultivierten PT1590 Zellen mit Crenola-
nib zu vergleichbaren Proliferationsraten führte (Mono Crenolanib: 10,94 % ± 3,07 %
vs. co THP-1 Crenolanib: 14,53 % ± 8,71 %, p = 0,79). Im Vergleich zu den Versu-
chen mit den siPDGFRA transfizierten PT1590 Zellen sind diese Befunde jedoch deutlich
weniger ausgeprägt. Die Gleichzeitige Behandlung der Mono- bzw. THP-1-kokultivierten
PT1590 Zellen mit Crenolanib und Lapatinib bewirkte sowohl in den monokultivierten
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als auch in den THP-1-kokultivierten PT1590 eine deutliche Reduktion der Proliferati-
on im Vergleich zur mono-bzw. THP-1-kokultivierten DMSO oder Lapatinib behandelten
Kontrolle (Mono Crenolanib Lapatinib: 4,34 % ± 3,52 % vs. co THP-1 Crenolanib Lapa-
tinib: 7,90 % ± 5,39 %, p = 0,80) (Abb. 47A,B). Zuletzt stellte sich in Western Blot
und anschließenden densitometrischen Analysen eine verminderte Bildung von Cyclin D1
und Cyclin E1 in den THP-1-kokultivierten und Crenolanib behandelten PT1590 Zellen
im Vergleich zu den THP-1-kokultivierten und DMSO behandelten PT1590 Zellen dar.
Ebenfalls wiesen die THP-1-kokultivierten Crenolanib und Lapatinib behandelten PT1590
Zellen gegenüber den THP-1-kokultivierten und Lapatinib behandelten PT1590 Zellen ei-
ne Reduktion der Cyclin D1 und Cyclin E1 Expression um 63,8 % bzw. 58,1 (Cyclin D1: co
THP-1 Lapatinib: 0,58 % ± 0,32 % vs. co THP-1 Crenolanib Lapatinib: 0,21 % ± 0,06 %,
p = 0,03) (Abb. 47C,D).

4.4.5 Neutralisierung des löslichen PDGF-AA sensibilisiert PT1590
Zellen gegenüber Lapatinib

Neben der genetischen Manipulation und pharmakologischen Inhibition des PDGFRα soll-
te in einem nächsten Schritt untersucht werden, ob vergleichbare Befunde mit der an-
tikörpervermittelten Neutralisierung des PDGF-AA im Überstand der Kokultur erhoben
werden konnten. So zeigte sich zunächst, wie bereits mehrfach oben demonstriert, dass
die Anwesenheit der THP-1-Makrophagen zu einem erhöhten Anteil an vitalen Zellen
führt und die Reduktion des Anteils an vitalen PT1590-Zellen durch die Behandlung mit
Lapatinib in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen aufgehoben werden kann (Mono DM-
SO: 100,31 % ± 12,51 % vs. co THP-1 DMSO = 129,96 % ± 13,90 %, p = 0,08)
(Mono Lapatinib: 44,67 % ± 12,51 % vs. co THP-1 Lapatinib: 104,68 % ± 25,70 %, p
< 0,002). Durch die Zugabe eines neutralisierenden PDGF-AA-Antikörpers in den Zell-
kulturüberstand konnte der Einfluss auf die THP-1 vermittelte Erhöhung der vitalen Zel-
len deutlich reduziert werden. Dabei führte die Neutralisierung des PDGF-AA zu einer
Reduktion der vitalen THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen um 21,05 % im Vergleich
zur PBS-behandelten und THP-1-kokultivierten Kontrolle. Während die Anwesenheit der
THP-1-Makrophagen zur einer 1,3 fach höheren Anzahl an vitalen und PBS-behandelten
P1590-Zellen führte, stellte sich der THP-1-vermittelte Effekt mit einem 1,1-fach höhe-
ren Anteil an vitalen und Anti-PDGF-AA-Antikörper-behandelten PT1590-Zellen deutlich
geringer dar (Mono neutr. PDGF-AA: 87,50 % ± 11,77 % vs. co THP-1 neutr. PDGF-AA
= 108,91 % ± 3,77 %, p = 0,54). Zusätzlich konnte durch die Zugabe des neutralisie-
renden PDGF-AA-Antikörpers die THP-1-Makrophagen vermittelte Lapatinib-Resistenz
in den PT1590-Zellen aufgehoben werden. Durch die Lapatinib-Behandlung zeigte sich
eine Reduktion der vitalen monokultivierten PT1590-Zellen auf 44,66 % , während die
THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen durch die Behandlung mit Lapatinib einen Anteil
an vitalen Zellen von 104,68 % aufwiesen. Durch die zusätzliche Behandlung der Zellen
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mit dem anti-PDGF-AA-Antikörper zeigte die PT1590-Monokultur einen Anteil an vita-
len Zellen von 31,91 % während die THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen einen Anteil
an vitalen Zellen von 44,31 % aufwiesen. Damit reduzierte sich der THP-1-Makrophagen
vermittelte Effekt statistisch signifikant um 57,69 %. (Mono Lapatinib neutr. PDGF-AA:
31,91 % ± 9,77 % vs. co THP-1 Lapatinib neutr. PDGF-AA = 44,31 % ± 24,62 %,
p > 0,99), (co THP-1 Lapatinib: 104,68 % ± 25,70 % vs. co THP-1 Lapatinib neutr.
PDGF-AA = 44,31 % ± 24,62 %, p < 0,001) (Abb. 48. Insgesamt konnte durch die
erhobenen Befunde demonstriert werden, dass durch die Neutralisierung des PDGF-AA
im Zellkulturüberstand die THP-1-vermittelte Induktion der Proliferation und Lapatini-
bresistenz in den PT1590-Zellen aufgehoben werden kann.

Abbildung 48: Darstellung des prozentualen Anteils an vitalen PT1590-Zellen. Die PT1590 Zellen wurden für drei Tage
mono- bzw. THP-1 kokultiviert und mit 2 µLapatinib und bzw. oder mit 10 ng/ml eines neutralisierenden anti-PDGF-AA
Antikörpers behandelt. DMSO oder PBS wurden als Kontrolle verwendet. Die Bestimmung der vitalen Zellen wurde mit Hilfe
einer MTT-Analyse durchgeführt. Es wurden drei biologische Replikate durchgeführt. Die zweifaktorielle ANOVA wurde
für die statistische Analyse verwendet und der multiple Vergleichstest nach Šídák wurde zur Berechnung der statistischen
Signifikanzen herangezogen. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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4.4.6 THP-1 vermittelte AKT und ERK Aktivierung wird durch
Inhibition und Knockdown des PDGFRα vermindert

Es zeigte sich, dass die Anwesenheit der Makrophagen zu einer starken Aktivierung der
onkogenen Signale STAT3, AKT und ERK führt. Dabei war die Aktivierung des STAT3-
Signalweges am stärksten ausgeprägt. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Stimu-
lation mit PDGF-AA zu einer deutlichen Phosphorylierung von STAT3, AKT und EKR
führt. Ferner führte die siRNA-vermittelte Reduktion der STAT3-Expression zu einem er-
neuten Ansprechen auf Lapatinib in den THP-1-kokultivierten und Lapatinib-resistenten
PT1590-Zellen. Nun soll untersucht werden, ob die genetische Manipulation und die
pharmakologische Inhibition des PDGFRα Einfluss auf die Makrophagen-vermittelte Ak-
tivierung von STAT3, AKT und ERK haben.

Abbildung 49: Repräsentative Abbildungen der Western Blot Analysen von mono- bzw. THP-1-kokultivierten A) siPDG-
FRα transfizierten und B) Crenolanib behandelten PT1590-Zellen. Gele wurden mit 15 µg Proteinextrakt beladen und
Actin und GAPDH wurden als Ladekontrolle verwendet. Densitometrische Auswertung von der Phosphorylierungsaktivtät
von STAT3, AKT und ERK in C) siPDGFRα transfizierten und D) Crenolanib behandelten PT1590 Zellen. Die zwei-
faktorielle ANOVA wurde für die statistische Analyse verwendet und der multiple Vergleichstest nach Šídák’s wurde zur
Berechnung der statistischen Signifikanzen herangezogen. (∗ < 0,0332, ∗∗ < 0,0021, ∗ ∗ ∗ < 0,0002, ∗ ∗ ∗∗ < 0,0001)
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Hierfür wurden siPDGFRA- und scrRNA-transfizierte PT1590-Zellen entweder mono-
bzw. THP-1-kokultiviert und zusätzlich mit Lapatinib behandelt. Zunächst zeigte sich
durch den fehlenden Nachweis des PDGFRα in den siPDGFRA-transfizierten PT1590-
Zellen ein erfolgreicher siRNA-vermittelter Knockdown des Rezeptors.Ein Effekt auf die
THP-1 vermittelte Aktivierung des STAT3-Signalweges konnte durch den Expressionsver-
lust des PDGFRA in den PT1590-Zellen nicht beobachtet werden. Es zeigte sich weiter-
hin eine starke STAT3-Phosphorylierung in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen. Dabei
stellte sich sogar eine stärkere STAT3-Aktivierung in den siPDGFRA-transfizierten und
THP-1-kokultivierten PT1590-Zellen dar. Es zeigte sich jedoch ein deutlicher Einfluss der
PDGFRα Defizienz auf die THP-1-induzierte Aktivierung des AKT-Signalwegs. Wie be-
reits in Kapitel 4.2.6 führt die THP-1-Kokultur im Vergleich zur Monokultur zu einer
signifikanten AKT-Phosphorylierung in den PT1590-Zellen. Hier zeigte die Densitometrie
eine 1,6-fach stärkere AKT-Phosphorylierung in den THP-1-kokultivierten PT1590 im
Vergleich zur PT1590-Monokultur (Mono DMSO: 0,99 ± 0,179 vs. co THP-1 DMSO:
1,61 ± 0,161, p = 0,0085). Ferner reduzierte die Lapatinib-Behandlung deutlich die AKT-
Aktivierung in den monokultivierten PT1590-Zellen, während die THP-1-kokultivierten
PT1590 eine anhaltend starke AKT-Aktivierung aufwiesen. Dabei zeigten die THP-1-
kokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen eine 6,1-fach stärkere AKT-
Aktivierung als die monokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen (Mono
Lapatinib: 0,212 ± 0,121 vs. co THP-1 Lapatinib: 1,26 ± 0,183, p < 0,0001). Durch
den Knockdown des PDGFRα in den PT1590-Zellen konnte der Einfluss der THP-1-
Makrophagen auf den AKT-Signalweg aufgehoben werden. So stellten sich keine Unter-
schiede mehr in der AKT-Aktivierung in den mono- bzw. THP-1-kokultivierten PT1590-
Zellen dar (Mono siPDGFRA: 0,78 ± 0,235 vs. co THP-1 siPDGFRA: 0,65 ± 0,227, p
> 0,999). Zusätzlich konnte durch die PDGFRα-Defizienz die erhöhte AKT-Aktivierung
in den THP-1-kokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen wieder auf das
Niveau der monokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen reduziert wer-
den (Mono Lapatinib siPDGFRA: 0,12 ± 0,017 vs. co THP-1 Lapatinib siPDGFRA::
0,09 ± 0,039, p > 0,999). Ähnliche Befunde konnten für den ERK-Signalweg erhoben
werden. Auch hier zeigten sich zunächst vergleichbare Befunde wie in Kapitel Kapitel
4.2.6 dargestellt Die PDGFRA-Defizienz führte dabei nur in Kombination mit Lapa-
tinib zu einer deutlichen Reduktion der ERK-Aktivierung in den THP-1-kokultivierten
PT1590-Zellen. Während die scrRNA-transfizierten und THP-1-kokultivierten PT1590-
Zellen im Vergleich zu den monokultivierten PT1590-Zellen eine 132 % stärkere ERK-
Phosphorylierung aufwiesen, zeigten die PDGFRA-defizienten PT1590-Zellen in Anwe-
senheit der THP-1-Makrophagen und der Monokultur keinen Unterschied in der ERK-
Aktivierung (Mono scrRNA: 0,26 ± 0,161 vs. co THP-1 scrRNA: 0,66 ± 0,148, p >

0,9475), (Mono siPDGFRA: 0,92 ± 0,624 vs. co THP-1 siPDGFRA: 0,87 ± 0,117, p
= 0,999). Darüber hinaus führte die PDGFRA-Defizienz zu einer ausbleibenden ERK-
Aktivierung in den THP-1-kokultivierten und Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen (Mo-
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no siPDGFRA Lapatinib: 0,25 ± 0,119 vs. co THP-1 siPDGFRA Lapatinib: 0,29 ± 0,143,
p > 0,999) (Abb. 49A,C). Neben der genetischen Manipulation des PDGFRα konn-
ten durch die pharmakologische Inhibition des PDGFRα durch Crenolanib die erhobenen
Befunde verifiziert werden. Auch durch Inhibition des PDGFRα mit Crenolanib konnte
die THP-1-vermittelte STAT3-Aktivierung nicht beeinflusst werden. Allerdings hob die
Crenolanib-Behandlung die THP-1-Makrophagen vermittelte AKT-Phosphorylierung in
den PT1590-Zellen auf. Während die DMSO-behandelten PT1590-Zellen in Anwesenheit
der THP-1-Makrophagen eine 2,3-fach höhere AKT-Phosphorylierung als die monokulti-
vierten PT1590-Zellen aufwiesen, zeigten die Crenolanib-behandelten PT1590-Zellen eine
sogar im Durchschnitt 0,80-fach reduzierte AKT-Phosphorylierung als die monokultivier-
ten PT1590-Zellen (Mono DMSO: 0,48 ± 0,159 vs. co THP-1 DMSO: 1,09 ± 0,435, p
= 0,0053), (Mono Crenolanib: 0,62 ± 0,109 vs. co THP-1 Crenolanib: 0,49 ± 0,233, p
= 0,8287). Auch die erhöhte AKT-Aktivierung in den Lapatinib-behandelten und THP-1-
kokultivierten PT1590-Zellen stellte sich bei gleichzeitiger Behandlung mit Crenolanib um
71,3 % geringer dar und zeigte auch keine Unterschiede zur PT1590-Monokultur (Mono
Lapatinib Crenolanib: 0,19 ± 0,127 vs. co THP-1 Lapatinib Crenolanib: 0,22 ± 0,139,
p = 0,999). Die densitometrischen Analysen der ERK-Phosphorylierung zeigten keinen
erheblichen Einfluss (Abb. 49B,D) . Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass
die Makrophagen durch Freisetzung von PDGF-AA mit anschließender Aktivierung des
PDGFRα vor allem eine AKT-Aktivierung induzieren.
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4.5 Charakterisierung der STAT3 Signaltransduktion
in GEAC-Patienten

4.5.1 STAT3 Aktivierung korreliert mit Infiltration CD68+ und
CD163+ Makrophagen in GEAC-Patienten

In diesem Teil des Projektes sollten die in vitro erhobenen Befunde in der GEAC-Patienten-
kohorte verifiziert werden. Wir konnten im ersten und zweiten Teil des Projektes zeigen,
dass Makrophagen den STAT3-Signalweg aktivieren und darüber unter anderem zum
Teil die Lapatinib-Resistenz vermitteln. Diese in vitro erhobenen Befunde sollen nun mit
Hilfe des GEAC-TMA verifiziert werden. Hierfür wurden die Makrophagenmarker CD68
und CD163 sowie STAT3 und p-STAT3 immunhistochemisch gefärbt. Die Auswertung
der Makrophagen erfolgte wie bereits im ersten Kapitel beschrieben. Die Analyse der
STAT3- und p-STAT3-Färbung erfolgte, analog zur Ki67-Färbung, durch das Zählen p-
STAT3- und STAT3-positiver Zellen. Die Phosphorylierung des STAT3-Proteins führt zu
einer Dimerisierung mit anschließender Translokation in den Zellkern. Aus diesem Grund
wurden nur Tumorzellen gezählt, die eine nukleare STAT3-Färbung zeigten. Dieser wur-
de dann als prozentualer Anteil ausgedrückt (Abb. 50A). Die Menge der CD68- oder
CD163-positiven Makrophagen wurde anschließend mit der Menge an p-STAT3-positiven
und nukleären STAT3-positiven Tumorzellen korreliert. Hierfür konnten die CD68- und
CD163-Färbungen von 178 bzw. 158 Patienten für die Analyse berücksichtigt werden. In-
itial erfolgte die Spearman-Korrelationsanalyse der CD68-positiven Makrophagen mit den
p-STAT3-positiven Tumorzellen. Hierfür konnten die Färbungen von 178 Patienten für
die Analyse berücksichtigt werden. Dabei zeigte sich eine signifikante positive Korrelation
zwischen CD68 und p-STAT3 (r = 0,3643, p < 0,0001) (Abb. 50B). Dabei wiesen ins-
besondere die Gewebe, die durch eine starke Infiltration mit CD68-positiven Makrophagen
charakterisiert waren, eine signifikant höhere Anzahl an p-STAT3-positiven Tumorzellen
auf (CD68 schwach: 70 (95% KI 65 - 98) vs. CD68 stark: 125 (95% KI 117 - 137) p <

0,0001) (Abb. 50C). Zusätzlich stellte sich eine eindeutig positive Korrelation für CD68
und nukleares STAT3 dar (r = 0,2917, p = 0,0006) (Abb. 50 B). Auch hier zeigte
sich, dass vor allem die Gewebe mit einer hohen Anzahl an CD68-positiven Makrophagen
vermehrt Tumorzellen mit positiver nuklearer STAT3-Färbung aufwiesen (CD68 schwach:
62 (95% KI 45 - 66) vs. CD68 stark: 76 (95% KI 64 - 73) p = 0,0322) (Abb. 50 C)
Die Korrelationsanalyse für CD163 zeigte vergleichbare, aber weniger stark ausgeprägte
Befunde. Dabei zeigte sich eine positiv signifikante Korrelation für CD163 und p-STAT3
(r = 0,2186, p = 0,0066), aber nicht für CD163 und nukleares STAT3 (r = 0,168, p
= 0,0599) (Abb. 50 A,B). Auch die Analyse der Anzahl an p-STAT3- oder nuklea-
ren STAT3-positiven Tumorzellen in Tumoren mit starker oder schwacher Infiltration von
CD163-positiven Makrophagen wies keine relevanten Unterschiede auf (Abb. 50C).
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Insgesamt konnten die Korrelationsanalysen die Annahme, dass Makrophagen den STAT3-
Signalweg in den Tumorzellen aktivieren, unterstützen.

Abbildung 50: A) Repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD68, CD163, STAT3 und p-STAT3
in zwei repräsentativen Patienten. B) Korrelationsanalyse der CD68-, CD163-positiven Makrophagen mit der Anzahl p-
STAT3-positiver Tumorzellen sowie dem prozentualen Anteil STAT3 positiver Zellkerne (% STAT3-Translokation). Kor-
relationskoeffizient und statistische Signifikanz wurden bei nicht normalverteilten Daten mittels Spearman-Korrelation
(Rangkorrelation) bestimmt. C) Quantifizierung der p-STAT3-positiven Tumorzellen sowie des prozentualen Anteils STAT3
positiver Zellkerne in Patienten mit schwacher bzw. starker CD68-, CD163-Infiltration. Bei nicht normalverteilten Daten.
erfolgte die Bestimmung der statistischen Signifikanz und des p-Werts durch den Mann-Whitney-U-Test. *: p < 0,05, **
: p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.)
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4.5.2 p-STAT3/STAT3 Level korrelieren mit einem vermehrten
Auftreten von Lymphknotenmetastasen

Als Nächstes erfolgten die Analysen der p-STAT3- und STAT3-Level hinsichtlich ver-
schiedener klinischer Prognoseparameter. Initial wurden Gewebespots, die aufgrund des
Fehlens größerer Gewebeanteile oder verminderter Färbequalität nicht auswertbar waren,
von der Analyse ausgeschlossen. So konnten insgesamt 126 Patienten für p-STAT3 und
113 Patienten für nukleares STAT3 untersucht werden. Die mediane Anzahl p-STAT3-
positiver Zellen betrug 111, die niedrigste 2 und die höchste Anzahl detektierbarer p-
STAT3-positiver Tumorzellen betrug 233. Ab einer Anzahl von ≥ 150 positiven Zellen
wurde die Färbung als stark kategorisiert. Eine darunter liegende Anzahl als schwach ein-
gestuft. Daraus resultiert, dass 66 (34 %) Patienten eine starke und 129 (66 %) eine
schwache p-STAT3-Färbung aufwiesen (Abb. 51 A,B). Der mediane prozentuale Anteil
der positiven nuklearen STAT3-Färbung betrug 73 %, der höchste 100 % und der nied-
rigste 0 %. Sobald Gewebespots 60 % positive nukleare STAT3-Tumorzellen aufwiesen,
wurden diese als stark eingestuft und darunterliegend als schwach. So zeigten 113 Patien-
ten (63 %) eine starke nukleare STAT3 und 67 Patienten (37 %) eine schwache nukleare
STAT3-Färbung (Abb. 51C,D). Mit Hilfe dieser Einteilung wurden anschließend mittels
Chi-Quadrat-Test Assoziationen zu klinischen Prognoseparametern untersucht. Zunächst
zeigte sich keine Korrelation der p-STAT3- oder nuklearen STAT3-Färbung mit dem Alter
oder dem Geschlecht der Patienten.

Abbildung 51: Immunhistologische Untersuchung des Tissue Microarray: Repräsentative Bilder der immunhistologischen
Färbung von A) p-STAT3, C) nukleares STAT3. Exemplarisch ist für jeden Marker eine als stark und eine schwach katego-
risierte Färbung dargestellt. Die Aufnahmen wurden in 100x und 400x Vergrößerung aufgenommen. Prozentuale Verteilung
der Patienten mit starker und schwacher Färbung von B) p-STAT3 D) nukleares STAT3
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Ferner zeigte sich keine statistische Assoziation zwischen den p-STAT3- und nukleares
STAT3-Level und dem Tumorstadium, dem UICC-Stadium, dem Auftreten von Fernme-
tastasen, dem Grading sowie dem Verbleib von Tumorzellen im Resektionsrand. Aller-
dings korrelierte das Auftreten von Lymphknotenmetastasen mit der Anzahl an p-STAT3-
positiven Tumorzellen (χ2 = 10,32; p = 0,0161) und mit der Häufigkeit der nuklearen
STAT3-Translokation. Hier zeigte sich zum Beispiel, dass 2,1 mal mehr Patienten mit
einer ausgedehnten Lymphknotenmetastasierung pN3 einen hohen Anteil an nuklearem
STAT3 aufwiesen (χ2 = 8,281; p = 0,0405) (Tab. 4.7). Zusammenfassend lässt sich fest-
halten, dass GEAC-Patienten mit einer starken p-STAT3- und nuklearen STAT3-Färbung
häufiger Lymphknotenmetastasen aufweisen.

Tabelle 4.7: Korrelationsanalyse mit Chi-Quadrat Test von p-STAT3 und nuklearen STAT3 mit klinisch-pathologischen
Parametern
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4.5.3 Das mediane Gesamtüberleben der GEAC-Patienten korre-
liert nicht mit der STAT3 Aktivierung

Die STAT3-Phosphorylierung und STAT3-Translokation als Ausdruck der Aktivierung kor-
relierte signifikant mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen. Ob diese auch Ein-
fluss auf das Gesamtüberleben der GEAC-Patienten hat, sollte in einem nächsten Schritt
untersucht werden. Auch hier war der Beobachtungszeitraum wie oben beschrieben 143
Monate und Patienten, die 30 Tage nach der Operation verstorben sind, wurden aus der
Analyse ausgeschlossen. Für die Log-Rank-Überlebenszeitanalyse der p-STAT3-Färbung
konnten 195 Patienten eingeschlossen werden. Insgesamt stellte sich kein signifikanter
Unterschied des medianen Gesamtüberlebens der Patienten mit starker oder schwacher
p-STAT3-Färbung dar. Allerdings zeigte sich ein Trend zu einem verkürztem medianen
Gesamtüberleben bei starker p-STAT3-Färbung, insbesondere in der frühen Beobach-
tungsphase. Hier zeigte sich eine 1-JÜLR von 48,4 % für Patienten mit starker p-STAT3-
Färbung und eine 1-JÜLR von 65,2 % für Patienten mit schwacher p-STAT3-Färbung
(Abb. 52 A,B).

Abbildung 52: Kaplan-Meier-Überlebenskurve des Gesamtüberleben von A) p-STAT3 und C) nukl. STAT3. Dargestellt
ist die Überlebenswahrscheinlichkeit als Gesamtüberleben. Die Beobachtungszeit betrug 143 Monate. Der Unterschied der
Kurven wurde mit dem Log-Rank-Test bestimmt. Hierfür wurde ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant
betrachtet. Darstellung der 1-5-und 10 Jahresüberlebensrate (JÜLR) mit prozentualer Differenz von B) p-STAT und D)
nukl. STAT3
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Dabei ist das mediane Gesamtüberleben von 14 Monaten für Patienten mit starker p-
STAT3-Färbung deutlich geringer und das Sterberisiko mit 24,7 % deutlich höher als bei
Patienten mit schwacher p-STAT3-Intensität (p-STAT3 stark: 14 Monate vs. p-STAT3
schwach: 25 Monate), (p-STAT3 stark: 1,25 (95 % KI 0,822 - 1,891), p = 0,2788)
(Tab. 4.8). Vergleichbare Beobachtungen konnten für die nukleare STAT3-Färbung ge-
macht werden. Zunächst stellte sich auch hier kein signifikanter Zusammenhang der
STAT3-Translokation mit dem Gesamtüberleben der GEAC-Patienten dar. Jedoch zeigte
die Log-Rank-Analyse eine tendenziell niedrigere Überlebenswahrscheinlichkeit für Pati-
enten mit einer starken STAT3-Translokation im Vergleich zu Patienten mit niedriger
STAT3-Translokation. Das spiegelte sich vor allem in der 5-JÜLR wieder. Hier war die
Anzahl überlebender Patienten mit starker STAT3-Translokation 45,8 % niedriger als
mit schwacher STAT3-Translokation und das mediane Gesamtüberleben 9 Monate kürzer
(nukl. STAT3 stark: 19 Monate vs. nukl. STAT3 schwach: 28 Monate) (Abb. 52 C,D).
Gleichzeitig wiesen die Patienten mit starker STAT3-Translokation ein 12,8 % höheres,
aber nicht signifikantes Sterberisiko auf als Patienten mit schwacher STAT3-Translokation
(Tab. 4.8).
Abschließend lässt sich sagen, dass die Analyse des GEAC-TMA gezeigt hat, dass die
Menge der Makrophagen mit der STAT3-Aktivierung zusammenhängt und eine erhöhte
Aktivierung mit dem Auftreten von Lymphknoten assoziiert ist. Allerdings konnte kein
signifikanter Nachweis erbracht werden, dass die STAT3-Aktivierung einen Einfluss auf
das Gesamtüberleben von GEAC-Patienten hat.

Tabelle 4.8: Log-Rank (Mantel-Cox) Überlebenszeitanalyse des Tissue Microarray der Marker p-STAT3 und nukleares
STAT3
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4.6 Charakterisierung der PDGF-AA/PDGFRα Signal-
transduktion in GEAC-Patienten

4.6.1 Barrett-Ösophagus und GEAC-Patienten zeigen eine er-
höhte Expression von PDGFA und PDGFRA

Dieser Teil der Arbeit ging der Frage nach, ob die in vitro erhobenen Befunde der Ma-
krophagen vermittelten Proliferation über die Freisetzung von PDGF-AA mit Aktivierung
des PDGFRα auch eine klinische Relevanz hat. Hierfür wurde initial der Datensatz des
cDNA Microarray GSE13898 genutzt, um die Expression von PDGFA und PDGFRA in
NT, BAR und EAC Gewebe zu untersuchen. Hier zeigte sich für PDGFA eine signifikant
höhere Expression in BAR und EAC Gewebe im Vergleich zum gesunden Kontrollgewebe
NT. Dabei betrug der mediane Genexpressionswert für die BAR Patienten 0,465 ± 0,327
und für die gesunden Kontrollpatienten 0,182 ± 0,362. Folglich stellte sich die PDGFA
Expression im Barrett-Gewebe 2,5 mal höher dar, als im gesunden nicht neoplastischen
Gewebe (NT: 0,181 ± 0,216 vs. BAR: 0,465 ± 0,096, p < 0,001). Ferner zeigte sich auch
eine 2,1 mal höhere PDGFA Expression im EAC Gewebe im Vergleich zum NT Gewebe.
Hier stellte sich im EAC Gewebe ein medianer Genexpressionswert von 0,374 ± 0,292 dar
(NT: 0,181 ± 0,216 vs. EAC: 0,374 ± 0,292, p < 0,001). Ein relevanter Unterschied der
PDGFA Genexpression zwischen EAC und NT-Gewebe zeigte sich nicht (Abb. 53 A).

Abbildung 53: Untersuchung der Genexpression des cDNA Mircroarrays GSE13898. Die normalisierten Expressionswerte der
Gene PDGFA (A), PDGFRA (B) von 28 Patienten mit nicht-neoplastischen Kontrollgewebe (NT), 15 Patienten mit einer
Barrett-Vorläuferläsion (BAR) und 64 Patienten mit einem Adenokarzinom des Ösophagus (EAC) wurden aus dem Array
extrahiert und als mediane Expressionswerte mit dem 25 % - 75 % interquartilen Abstand dargestellt. Der Kruskal-Wallis
One-Way ANOVA Test wurde für die statistische Analyse verwendet. Mit Hilfe des Dunn’s Multiple Comparisons Test
wurden die adjustierten P-Werte berechnet. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. *: p < 0,05,
**: p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Als Nächstes wurde die PDGFRA-Expression untersucht. Hier stellten sich zunächst keine
Unterschiede zwischen dem NT- und dem BAR-Gewebe dar. Ebenso zeigten sich kei-
ne Unterschiede in der PDGFRA-Genexpression im BAR- und EAC-Gewebe. Allerdings
konnte im Vergleich mit dem NT-Gewebe eine um 41,7 % signifikant höhere PDGFRA-
Expression im EAC-Gewebe detektiert werden. Auch hier stellten sich keine Unterschiede
in der Genexpression des PDGFRA im BAR- und EAC-Gewebe dar (NT: 0,364 ± 0,112 vs.
EAC: 0,519 ± 0,437, p < 0,0394) (Abb. 53 B). Folglich konnten erste Expressionsanaly-
sen demonstrieren, dass relevant höhere Mengen von PDGFA und des korrespondierenden
Rezeptors PDGFRA im Tumorgewebe und auch in der präkanzerösen Vorläuferläsion ex-
primiert werden.

4.6.2 CD68+ Makrophagen exprimieren PDGFA und Expression
korreliert mit makrophagen-assoziierten Genen in GEAC-
Patienten

Aus den Sekretom-Analysen ging hervor, dass PDGF-AA in hohen Konzentrationen in
das Zellkultur-Medium sekretiert wurde. Aus den ersten Genexpressionsuntersuchungen
konnten die THP-1-Makrophagen als vermutliche Quelle abgeleitet werden. Auch die
cDNA-Array-Analysen zeigten eine höhere PDGFA-Expression im Tumorgewebe im Ver-
gleich zum gesunden Kontrollgewebe. Nun stellte sich die Frage, ob die Makrophagen
auch im Patientengewebe die Quelle des freigesetzten PDGF-AA sind. Hierfür wurden zu-
nächst mit Daten aus dem cDNA-Microarray GSE13898 Korrelationsanalysen für CD68
und CD163 mit PDGFA durchgeführt. Dabei zeigte die Genexpression von CD68 eine
signifikant positive Korrelation zu PDGFA (r = 0,3985, p = 0,0004) (Abb. 54A).

Abbildung 54: Korrelationsanalyse der normalisierten Expressionswerte der Gene A) CD68 und B) CD163 mit PDGFA. Für
die Analyse wurden die Daten von 64 EAC Patienten des cDNA Mircroarrays GSE13898 verwendet. Die Analyse erfolgte
mittels Spearman-Korrelationsanalyse. Ein Korrelationskoeffizient r > 0 wurde dabei als positive Assoziation gewertet.
P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. *: p < 0,05, **: p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p <
0,0001
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Die Spearman-Korrelationsanalyse der Genexpression von CD163 und PDGFA stellte
ebenfalls eine signifikant positive Korrelation dar. Diese zeigte sich im Vergleich zu CD68,
mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,5757 etwas stärker ausgeprägt (r = 0,5757,
p < 0,0001) (Abb. 54 B). Darüber hinaus wurden in einem nächsten Schritt RNA-Scope-
Analysen durchgeführt, um zu beurteilen, ob die intratumoralen Makrophagen dazu fähig
sind, PDGFA zu bilden. Hierfür wurde das Gewebe von 10 GEAC-Patienten auf die simul-
tane Expression von CD68 und PDGFA hin analysiert.

Abbildung 55: Repräsentative RNAscope-Färbungen von 10 GEAC-Tumorgeweben: Die Analyse zeigt die Expression von
PDGFA (blau) in CD68-positiven Makrophagen (pink). Zellkerne wurden mit Hämalaun (blau) gegengefärbt. Die Koloka-
lisation von PDGFA mit CD68 wurde mit einem weißen Pfeil markiert. Links eine korrespondierende Hämatoxylin-Eosin
(HE) Färbung. Die Aufnahmen wurde in einer 20x und 40x Vergrößerung aufgenommen
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Aufgrund fehlender Verfügbarkeit einer CD163 -Sonde konnte keine RNA-Scope-Analyse
mit CD163 durchgeführt werden. Zunächst konnten in allen Proben CD68 und PDG-
FA nachgewiesen werden. CD68 wurde sowohl intratumoral als auch im peritumoralen
Stroma detektiert. Dabei konnten wiederkehrend vereinzelnd Bereiche beobachtet wer-
den, die durch eine sehr starke CD68 -Expression gekennzeichnet waren Eine Expression
in den Tumorzellen konnte nicht beobachtet werden. Die Expression von PDGFA zeigte
sich ebenfalls intratumoral sowie peritumoral. Hier konnten allerdings auch tubuläre Tu-
morstrukturen detektiert werden, die eine sehr hohe Expression von PDGFA aufwiesen. In
allen Proben konnte eine kolokalisierte Expression von CD68 und PDGFA nachgewiesen
werden. Dabei zeigte sich in den meisten Fällen, dass die intratumoralen CD68 -positiven
Bereiche nahezu immer eine Koexpression von PDGFA aufwiesen. Demgegenüber gab es
auch sehr viele Bereiche, in denen vor allem Tumorzellen eine alleinige PDGFA-Expression
aufwiesen. Darüber hinaus konnte auch CD68 negatives Stroma mit PDGFA-Expression
detektiert werden (Abb. 55).
Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass sowohl PDGFA als auch PDGFRA in GEAC-
Patienten exprimiert werden und dass die PDGFA-Expression positiv mit den Makro-
phagenmarkern CD68 und CD163 korreliert. Darüber hinaus konnten wir im GEAC-
Tumorgewebe CD68 -positive Makrophagen nachweisen, die PDGFA exprimieren. Eine
PDGFA-Expression war jedoch ebenso in Tumor- wie in weiteren Stromazellpopulationen
nachweisbar.

4.6.3 PDGFRα Aktivierung korreliert mit der Menge an CD163+
Makrophagen

PDGF-AA bindet und aktiviert hochselektiv den PDGFRα. Durch die Neutralisierung
von PDGF-AA und durch die genetische und pharmakologische Manipulation des PDG-
FRα konnte die Makrophagen vermittelte Proliferation und Lapatinib-Resistenz in vitro
aufgehoben werden. Darüber hinaus konnten wir in GEAC-Gewebe eine kolokalisierte Ex-
pression von PDGFA und CD68 nachweisen. Als nächsten Schritt wurde untersucht, ob
die Menge an intratumoralen Makrophagen mit der Aktivierung des PDGFRα zusam-
menhängt Hierzu führten wir immunhistochemische Färbungen für p-PDGFRα, CD163
und CD68 auf einem GEAC-TMA durch. Dabei konnten für CD68 64 und für CD163
109 Gewebespots untersucht werden. Anschließend verglichen wir die Anzahl CD68-
und CD163-positiver Makrophagen in Tumoren mit starker und schwacher membranö-
ser PDGFRα-Phosphorylierung. In GEAC-Tumoren mit starker membranöser PDGFRα-
Phosphorylierung konnten insgesamt mehr Makrophagen nachgewiesen werden. Dabei
zeigten sich tendenziell mehr CD68-positive Makrophagen in GEAC-Tumoren mit starker
membranöser PDGFRα Aktivierung (membr. p-PDGFRα schwach: 95 ± 92 vs. mem-
br. p-PDGFRα stark: 110 ± 80, p = 0,2935)(Abb. 56B). Ein vergleichbarer Befund
konnte für CD163 erhoben werden. Während GEAC-Tumoren mit schwacher membra-

141



4 ERGEBNISSE

nöser PDGFRα Phosphorylierung im Median 78 CD163-positive Makrophagen aufwie-
sen, zeigten GEAC-Tumoren mit starker membranöser PDGFRα-Phosphorylierung 93
CD163-positive Makrophagen (membr. p-PDGFRα schwach: 78 ± 65 vs. membr. p-
PDGFRα stark: 93 ± 63, p = 0,0558)(Abb. 56C). Durch Überlagerung der immunhi-
stochemischen Färbungen ließ sich insbesondere in Bereichen mit starker membranöser
p-PDGFRα-Signalausprägung eine räumliche Assoziation zu CD163-positiven Makropha-
gen erkennen (Abb. 56A).

Abbildung 56: A) Repräsentative Bilder einer immunhistochemischen Färbung von CD163 und PDGFRα von zwei GEAC-
Patienten. Nach Überlagerung der Bilder sind die CD163-positiven Makrophagen in grün dargestellt. Die Aufnahme erfolgte
in 20x und 40x Vergrößerung und die Zellkerne wurde mit Hämalaun (blau) gegengefärbt. Quantitative Auswertung der
Anzahl CD68-positiver A) und CD163-positiver B) Makrophagen in GEAC-Tumoren. Für CD68 konnten 64 und für CD163
109 Gewebespots untersucht werden. Ergebnisse wurden als mediane Makrophagenanzahl und interquartiler Abstand dar-
gestellt. Für die Analyse der nichtparametrischen Daten wurde der zweiseitige Mann-Whitney-Test verwendet. Ein P-Wert
unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. *: p < 0,05, **: p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.

Mittels Fischer-Exakt-Test konnten die Befunde noch weiter verifiziert werden. Obwohl für
CD68 kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit der Aktivierung des p-PDGFRα be-
obachtet werden konnte, so zeigte sich für CD163 eine signifikante Assoziation zu einer
starken membranösen p-PDGFRα Färbung (χ2 = 5,221; p = 0,0223) (Tab. 4.9).
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Insgesamt konnte demonstriert werden, dass GEAC-Tumore mit Nachweis einer -starken
PDGFRα Aktivierung im Trend mehr tumorinfiltrierende CD163-positive Makrophagen
aufweisen. Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass in Arealen mit starker PDGFRα-
Aktivierung eine auffällige räumliche Häufung von CD163-positiven Makrophagen zu fin-
den war, was auf eine mögliche Interaktion hindeuten könnte.

Tabelle 4.9: Korrelationsanalyse mit Fischer-Exakt Test von CD68 und CD163 positiven Makrophagen und starker und
schwacher membranöser PDGFRα Phosphorylierung

4.6.4 Membranöse PDGFRα Aktivierung ist mit einer Krank-
heitsprogression und einem schlechten Gesamtüberleben
von GEAC-Patienten assoziiert

In Kapitel 4.4.4 wurde bereits gezeigt, dass in GEAC-Tumoren eine Aktivierung von
PDGFRα nachweisbar ist. Auch in vitro konnte demonstriert werden, dass die Freisetzung
von PDGF-AA durch Makrophagen eine Aktivierung von PDGFRα sowie der nachgeschal-
teten Signalwege AKT, ERK und STAT3 in GEAC-Zellen induziert. Diese Signalkaskade
führte zu einer gesteigerten Proliferation und einer erhöhten Resistenz gegenüber Lapa-
tinib. In einem nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob die PDGFRα-Aktivierung
auch einen Einfluss auf klinisch-pathologische Parameter sowie auf das Gesamtüberleben
von GEAC-Patienten hat. Folglich wurde mittels Chi-Quadrat-Test untersucht, ob die
PDGFRα-Phosphorylierung mit einer Krankheitsprogression assoziiert ist. Hierfür wurde
die Aktivierung des PDGFRα in unterschiedliche Kategorien eingeteilt und miteinander
verglichen. Auch hier galt, dass Gewebespots, die durch das Fehlen größerer Gewebeantei-
le oder verminderte Färbequalität nicht auswertbar waren, von der Analyse ausgeschlossen
wurden. Zu Beginn erfolgte ein Vergleich zwischen GEAC-Patienten mit starker, unabhän-
gig von der Lokalisation auftretender PDGFRα-Phosphorylierung (tum. p-PDGFRα) und
Patienten ohne immunhistologisch nachweisbare tum. p-PDGFRα-Signale. Hierfür konn-
ten Gewebespots von 174 Patienten untersucht werden, von denen 59 Patienten (34%)
eine starke p-PDGFRα-Färbung und 116 Patienten (66 %) eine negative p-PDGFRα-
Färbung aufwiesen (Abb. 57A,B). Für diese Kategorisierung der p-PDGFRα-Färbung
konnte kein signifikanter Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern wie Al-
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ter, Geschlecht, Tumorstadium, Lymphknotenmetastasierung, UICC-Stadium, Fernmeta-
stasen, Grading und dem Verbleib von Tumorzellen im Resektionsrand beobachtet werden
(Tab. 4.10). Da PDGFRα als Transmembranrezeptor seine Funktion primär an der Zell-
membran entfaltet, wurden im nächsten Schritt ausschließlich GEAC-Tumoren analysiert,
die eine klar membranöse Färbung des phosphorylierten PDGFRα (membr. p-PDGFRα)
aufwiesen. Zur gezielten Beurteilung der Rezeptoraktivität wurden GEAC-Patienten mit
starker membr. p-PDGFRα-Färbung mit solchen mit schwacher membranöser Färbung
verglichen. Tumoren ohne nachweisbares p-PDGFRα-Signal wurden von der Analyse aus-
geschlossen. Für diese Analyse konnten Gewebespots von 113 Patienten eingeschlossen
werden, von denen 51 Patienten (45 %) eine starkes und 63 (55 %) ein schwaches membr.
p-PDGFRα-Signal zeigten (Abb. 57C,D).

Abbildung 57: Immunhistologische Untersuchung des Tissue Microarray: Repräsentative Bilder der immunhistologischen
Färbung von A) tum. p-PDGFRα C) membr. p-PDGFRα und E) strom p-PDGFRα. Exemplarisch ist für jede p-PDGFRα
Färbung eine als stark, eine als schwach und eine negativ kategorisierte Färbung dargestellt. Die Aufnahmen wurden in
10x und 40x Vergrößerung aufgenommen. Prozentuale Verteilung der Patienten mit starker und schwacher Färbung von
B) tum. p-PDGFRα , D) membr. p-PDGFRα und F) strom. p-PDGFRα
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Tabelle 4.10: Chi-Quadrat-Test zur Untersuchung der Zusammenhänge von tum. p-PDGFRα , membr. p-PDGFRα und
strom. p-PDGFRα mit klinisch-pathologischen Parametern
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Zunächst zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang der membr. p-PDGFRα-Färbung
mit dem Geschlecht der GEAC-Patienten. So wiesen insbesondere Frauen eine starke
membr. p-PDGFRα- Färbung auf (χ2 = 5,842; p = 0,0192). Ferner konnte eine signifikan-
te Assoziation des membr. p-PDGFRα-Signals mit dem Tumorstadium erhoben werden
(χ2 = 11,42; p = 0,0436). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass z.B. 5-fach häufi-
ger GEAC-Patienten im pT4-Stadium eine starke membr. p-PDGFRα-Färbung aufwiesen.
Zusätzlich stellte sich ein signifikanter Zusammengang zwischen der Differenzierung und
der Stärke der membr. p-PDGFRα-Färbung (χ2 = 9,449; p = 0,0239). Eine Korrelation
der membr. p-PDGFRα-Färbung mit dem Alter, dem Auftreten von Lymphknotenmeta-
stasen, dem UICC-Stadium, dem Auftreten von Fernmetastasen und den Verbleib von
Tumorzellen am Resektionrand konnte nicht detektiert werden. Der PDGFRα wird neben
den Tumorzellen auch von Zellen innerhalb des Stromas gebildet. Aus diesem Grund wur-
de untersucht, ob eine starke p-PDGFRα-Färbung innerhalb des Tumorstromas ebenfalls
einen Einfluss auf die Krankheitsprogression hat. Auch hierbei konnten signifikante Asso-
ziationen beobachtet werden. So zeigte sich eine Korrelation zwischen der Intensität der
p-PDGFRα-Färbung im Stroma und dem Tumorstadium (χ2 = 14,6; p = 0,0119). Auffäl-
lig war jedoch, dass GEAC-Patienten mit einem niedrigeren Tumorstadium eine stärkere
p-PDGFRα-Färbung aufwiesen. Weitere Zusammenhänge konnten nicht detektiert wer-
den (Tab. 4.10).
In einen nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob der durch die Aktivierung des
PDGFRα beobachtete Krankheitsprogress auch Einfluss auf das Gesamtüberleben hat.
Auch wie in Kapitel 4.1.4 bereits beschrieben betrug der Beobachtungszeitraum ins-
gesamt 143 Monaten und Patienten die innerhalb eines Zeitraums von 30 Tagen nach
Operation verstorben sind, wurde aus der Analyse ausgeschlossen. Zu Beginn wurde die
Intensität der p-PDGFRα-Färbung, unabhängig von ihrer subzellulären Lokalisation, in
die Kategorien p-PDGFRα-negativ, p-PDGFRα-schwach und p-PDGFRα-stark eingeteilt
und im Hinblick auf das Gesamtüberleben der GEAC-Patienten analysiert.

Abbildung 58: A) Kaplan-Meier-Überlebenskurve des Gesamtüberleben von p-PDGFRα. Katogorien die miteinander vergli-
chen wurden sind: p-PDGFRα negativ, p-PDGFRα schwach, p-PDGFRα stark. Dargestellt ist die Überlebenswahrschein-
lichkeit als Gesamtüberleben. Die Beobachtungszeit betrug 143 Monate. Der Unterschied der Kurven wurde mit dem
Log-Rank-Test bestimmt. Hierfür wurde ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. B) Darstellung
der 1-5-und 10 Jahresüberlebensrate (JÜLR) mit prozentualer Differenz (graue Linie) von p-PDGFRα
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In die Kaplan-Meier-Überlebenszeitanalyse mit Log-Rank-Test konnten insgesamt 239 Pa-
tienten eingeschlossen werden.In dieser Analyse zeigte sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der p-PDGFRα-Intensität und dem Gesamtüberleben. Aller-
dings wiesen Patienten mit negativer p-PDGFRα-Färbung ein tendenziell schlechteres
Gesamtüberleben im Vergleich zu Patienten mit positiver Färbung auf (Abb. 58A). Si-
gnifikante Unterschiede in der 1-, 5- und 10-JÜLR konnten jedoch nicht nachgewiesen
werden (Abb. 58B).
Die vorangegangene Chi-Quadrat-Test-Analyse zeigte das eine starke membranöse Phos-
phorlylieurng des PDGFRα deutlich mit einem Krankheitsprogress verbunden war. Aus
diesem Grund wurde die Intensität der p-PDGFRα-Färbung zusätzlich unter Berücksich-
tigung ihrer subzellulären Lokalisation im Hinblick auf ihren Einfluss auf das Gesamtüber-
leben der GEAC-Patienten untersucht.

Abbildung 59: Kaplan-Meier-Überlebenskurve des Gesamtüberleben von A) tum. p-PDGFRα-Färbung (stark und schwach),
C) membr. p-PDGFRα-Färbung (stark und schwach) sowie E) stroma. p-PDGFRα-Färbung (stark und schwach). Darge-
stellt ist die Überlebenswahrscheinlichkeit als Gesamtüberleben. Die Beobachtungszeit betrug 143 Monate. Der Unterschied
der Kurven wurde mit dem Log-Rank-Test bestimmt. Hierfür wurde ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant
betrachtet. Darstellung der 1-5-und 10 Jahresüberlebensrate (JÜLR) mit prozentualer Differenz von B) tum. p-PDGFRα-
Färbung (stark und schwach), D) membr. p-PDGFRα-Färbung (stark und schwach) sowie F) stroma. p-PDGFRα-Färbung
(stark und schwach)
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Hierfür wurden die Kategorien tum. p-PDGFRα-Expression (stark und schwach), membr.
p-PDGFRα-Expression (stark und schwach) sowie stroma. p-PDGFRα-Expression (stark
und schwach) miteinander verglichen. Für die Analyse der tumoralen p-PDGFRα-Färbung
konnten 173 GEAC-Patienten eingeschlossen werden. Insgesamt stellte sich signifikanter
Unterschied des medianen Gesamtüberlebens der Patienten mit starker bzw. schwacher
tum. p-PDGFRα-Expression dar. Mit 28 Monaten zeigte sich jedoch ein tendenziell länge-
res medianes Gesamtüberleben für GEAC-Patienten mit starker tum. p-PDGFRα-Färbung.
Demgegenüber konnte jedoch ein deutlich signifikanter Einfluss der membranösen Fär-
beintensität des p-PDGFRα auf das mediane Gesamtüberleben nachgewiesen werden.
Hier zeigte sich das Patienten, die eine starke membranöse PDGFRα-Phosporylierung
aufwiesen ein 128 % höheres Sterberisiko aufwiesen als Patienten mit schwacher mem-
branöser PDGFRα-Phosporylierung (membr. p-PDGFRα : HR = 1,57 (95% KI, 1,440 -
4,182), p = 0,0026). (Abb. 59C) (Tab. 4.11). Ferner betrugen die 1-, 5- und 10-Jahres-
Überlebensraten für Patienten mit starker membranöser p-PDGFRα-Färbung 46,8 %, 4,3
% bzw. 2,1 %, während diese bei Patienten mit schwacher membranöser p-PDGFRα-
Färbung 70,1 %, 14,8 % bzw. 6,5 % betrugen. Somit lebten nach fünf Jahren 3,4-mal
mehr Patienten mit schwacher im Vergleich zu starker membranöser p-PDGFRα-Färbung
(Abb. 59D). Davon abweichende Befunde konnten für stromale p-PDGFRα-Färbung er-
hoben werden. Hier zeigte sich kein signifikanter Zusammengang zwischen der Stärke der
stromalen PDGFRα-Phosphorylierung und dem medianen Gesamtüberleben der GEAC-
Patienten (Abb. 59E,F).

Tabelle 4.11: Log-rank (Mantel-Cox) Überlebenszeitanalyse des Tissue Microarray
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Wie bereits in Kapitel 4.1.4 beschrieben, wird das Gesamtüberleben insbesondere bei
Krebserkrankungen durch eine Vielzahl unterschiedlicher klinischer, pathologischer und
molekularer Einflussfaktoren bestimmt. Um zu testen, ob eine starke membranöse PDGFRα-
Phosphorylierung als unabhängiger Risikofaktor das Gesamtüberleben der GEAC-Patienten
reduziert, wurde eine multivariate Cox-Regression durchgeführt. Hier stellten sich zu-
nächst das Alter und der Verbleib von Tumorzellen im Resektionsrand als unabhängige,
prognosebestimmende Einflussgrößen dar. Das Risiko der GEAC-Patienten, zu versterben,
stieg pro Lebensjahr signifikant um 3 % (Alter: HR = 1,03 (95% KI, 1,005 - 1,059), p
= 0,0023). Für Patienten, die eine R1-Resektion aufwiesen, war das Sterberisiko unab-
hängig anderer Einflussgrößen um das 2,31-fache höher im Vergleich zu Patienten mit
R0-Resektion (Resektionsrand: HR = 2,31, (95% KI, 1,287 - 4,078), p = 0,0042). Letzt-
lich konnte eine starke membranöse PDGFRα-Phosphorylierung als unabhängiger progno-
sebestimmender Parameter für ein erhöhtes Sterberisiko der GEAC-Patienten bestimmt
werden. Dabei hatten Patienten mit starker membranöser p-PDGFRα-Färbung ein etwa
verdoppeltes Mortalitätsrisiko, unabhängig von Alter, Geschlecht, Tumorstadium, Grading
und Metastasierung (membr. p-PDGFRα: HR = 2,04, (95% KI, 1,193 - 3,526),
p = 0,0096) (Tab. 4.12).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das von Makrophagen sekretierte PDGF-
AA über die Aktivierung des PDGFRα/AKT/ERK-Signalwegs maßgeblich und unabhän-
gig von anderen Einflussgrößen die Krankheitsprogression sowie das Gesamtüberleben
beeinflusst.

Tabelle 4.12: Multivariate Analyse mittels Cox Regressionsmodell des Tissue Microarray
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4.6.5 Erhöhte PDGF-AA Konzentration im Serum von GEAC-
Patienten korrelieren mit Krankheitsprogression

In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass PDGF-AA auch im Serum von von
Tumore-Patienten nachweisbar ist. Dabei zeigte sich in vielen Fällen ein enger Zusam-
menhang zwischen der Konzentration von PDGF-AA und der Krankheitsprogression. Aus
diesem Grund führten wir Serumanalysen von PDGF-AA durch, um das Potenzial von
PDGF-AA als prognostischen Marker für das GEAC zu charakterisieren. Im Rahmen die-
ser Analyse wurden 56 GEAC-Patienten eingeschlossen. Die Serumproben wurden in ei-
nem Zeitraum von 2008 - 2011 am Universitätsklinikum gesammelt. Die Kontrollkohorte
bestand aus 30 Adipositas-Patienten (WHO Grad III, BMI > 40), die vor bariatrischer
Operation eine Ösophagogastroduodenoskopie erhalten haben, in der ein GEAC ausge-
schlossen werden konnte. Das Geschlecht war für 55 Patienten bekannt und verteilte
sich mit der überwiegenden Mehrheit von 46 (83,6 %) Patienten auf das männliche
Geschlecht, während 9 (16,4 %) Patienten weiblich waren. Informationen über das Tu-
morstadium konnten für 54 Patienten erhoben werden und zeigte folgenden Verteilung:
Das sehr frühe Tumorstadium pT1 wurde bei 13 (24,1 %) Patienten festgestellt. Ferner
zeigten 4 (7,4 %) Patienten das Tumorstadium pT2. Mit 31 (57,4 %) Patienten verteilte
sich die größte Mehrheit der Patienten auf das Tumorstadium pT3, während 6 (11,1 %)
das fortgeschrittene Tumorstadium pT4 aufwiesen.

Tabelle 4.13: Charakterisierung der GEAC-Patientenkohorte der Serumproben
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Der Status der Lymphknotenmetastasierung konnte bei 55 Patienten erhoben werden
und zeigte, dass bei 18 (32,7 %) Patienten keine Infiltration der Lymphknoten vorlag. Bei
67,3 % der Patienten wurde hingegen eine Lymphknotenmetastasierung festgestellt, die
sich auf folgende Stadien verteilt: 15 (27,3 %) Patienten zeigen ein pN1, 14 (25,5 %)
Patienten ein pN2 und 8 (14,5 %) Patienten ein pN3-Stadium. Für 53 Patienten konnten
Informationen über die Lymphgefäßinvasion erhoben werden. Hier wurden 14 (26,4 %)
identifiziert, die keine Lymphgefäßinvasion aufwiesen, während 39 (73,6 %) Patienten
Tumorzellen im Lymphgefäßsystem zeigten. Zusätzlich wurde bei 64 Patienten der Status
der Blutgefäßinvasion erhoben. Hier wurde bei 18 (33,3 %) Patienten eine Blutgefäßin-
vasion nachgewiesen. Ferner wurde bei 55 Patienten der Grad der Differenzierung des
Tumors (Grading) erhoben. Dieser verteilte sich mit 3 (5,5 %) Patienten auf die G1-
Differenzierung und mit 18 (32,7 %) Patienten auf die G2-Differenzierung. Tumore mit
einer G3-Differenzierung wurden bei 32 (58,2 %) Patienten und Tumore mit einer G4-
Differenzierung bei 2 (3,6 %) Patienten nachgewiesen. In dieser Patientenkohorte wurde
darüber hinaus festgehalten, ob der Absetzungsrand des entnommenen Tumorgewebes
frei von Tumorzellen (R0) oder ob dieser noch restliche Tumorzellen enthielt (R1). Für
55 Patienten waren Informationen über den Resektionsrand bekannt. Dieser war bei 45
Patienten frei von Tumorzellen (R0), jedoch zeigten 10 Patienten einen Absetzungsrand
welcher Tumorzellen enthielt (R1). Abschließend wurden Informationen über die Neoadju-
vante Therapie der Patienten erhoben. Während 27 (60 %) Patienten eine neoadjuvante
Therapie erhalten haben, wurde diese bei 18 (40 %) der Patienten nicht durchgeführt
(Tab. 4.11).

Abbildung 60: Schematische Darstellung des Patientenkollektivs sowie der Kontrollgruppe. Es wurden Serum-Proben von 56
GEAC-Patienten in die Analyse eingeschlossen. Die absolute Konzentration des PDGD-AA wurde mittels ELISA-Verfahren
bestimmt. Das PDGF-AA wurde in ng/ml quantifiziert und logarithmisch dargestellt Median und Interquartilabstand dar-
gestellt. Für die Analyse der nichtparametrischen Daten wurde der zweiseitige Mann-Whitney-Test verwendet.
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Insgesamt zeigte die Kontrollgruppe eine tendenziell höhere PDGF-AA-Serumkonzentration
als die GEAC-Patienten. Dabei betrug der Median der PDGF-AA-Serumkonzentration
18,46 ng/ml in der GEAC-Gruppe und 35,43 ng/ml in der Kontrollgruppe. Der Mit-
telwert der PDGF-AA-Serumkonzentration betrug 42,28 ng/ml in den GEAC-Patienten
und 41,96 ng/ml in der Kontrollgruppe (Kontrolle: 41,96 ng/ml ± 24,99 ng/ml vs. GE-
AC: 42,67 ng/ml ± 53,87 ng/ml, p = 0,9549) (Abb. 60). Basierend auf dem Median
der PDGF-AA-Konzentration wurden die GEAC-Patienten in eine Gruppe mit niedrigem
PDGF-AA (< 18 ng/ml) und hohem PDGF-AA (≥ 18 ng/ml) eingeteilt. Die niedrigste
PDGF-AA-Serumkonzentration wurde mit 7,28 ng/ml gemessen und die höchste PDGF-
AA-Serumkonzentration betrug 279,52 ng/ml.

Tabelle 4.14: Analyse der Assoziation zwischen der Hohe des Serums-PDGF-AA und den klinisch-pathologisch Parametern
im GEAC
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In der Häufigkeitsverteilung, die mittels Chi-Quadrat-Test und Fisher’s Exaktem Test
analysiert wurde, konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Höhe der PDGF-
AA-Serumkonzentration und einem fortgeschrittenen Tumorstadium festgestellt werden (
χ2 = 9,01 p = 0,0267). Darüber hinaus wurde bei Betrachtung der absoluten Menge eine
signifikant höhere PDGF-AA-Serumkonzentration in den fortgeschrittenen Tumorstadien
detektiert (pT1-pT2: 11,28 ng/ml ± 8,51 ng/ml vs. pT3-pT4: 21,98 ng/ml ± 66,43
ng/ml, p = 0,0016) (Abb. 61A). Zusätzlich zeigte der Grad der Differenzierung der Tu-
morzellen eine signifikante Assoziation mit der Höhe der PDGF-AA-Serumkonzentration.
(χ2 = 9,408; p = 0,0243) (Tab. 4.11). Auch die mediane PDGF-AA-Serumkonzentration
stellte sich höher in Patienten mit einer G3-G4-Differenzierung im Vergleich zu Patienten
mit einer G1-G2-Differenzierung (G1-G2: 12,42 ng/ml ± 8,38 ng/ml vs. G3-G4: 24,28
ng/ml ± 89,3 ng/ml, p = 0,00155) (Abb. 61E).

Abbildung 61: Absolute Konzentration des Serum-PDGF-AA in GEAC-Patienten mit verschiedenen klinisch-pathologischen
Stadien. Verglichen wurde jeweils der Progress der Tumorinfiltration (T1-T2 vs. T3-T4), das Vorliegen einer Lymphkno-
tenmetastasierung (N0 vs. N1-N3), der Lymphangioinvasion (L0 vs. L1), der Gefäßinvasion (V0 vs. V1), der Grad der
Differenzierung (G1-G2 vs. G3-G4), der durchgeführten neoadjuvanten Chemotherapie (NTx vs. keine NTx) und dem
Verbleib von Tumorzellen im Resektionsrand (R0 vs. R1). Ergebnisse wurden als mediane PDGD-AA-Konzentration und
interquartilen Abstand dargestellt. Für die Analyse der nicht parametrischen Daten wurde der zweiseitige Mann-Whitney
Test verwendet. Ein P-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. mbox*: p < 0,05, **: p < 0,002, ***:
p < 0,0002, ****: p < 0,0001.
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Obwohl in der Analyse der Häufigkeitsverteilung keine Assoziation der PDGF-AA-Serum-
konzentration mit dem Auftreten einer Lymphgefäßinvasion beobachtet werden konn-
te, so zeigte sich jedoch eine signifikant höhere mediane PDGF-AA-Serumkonzentration
in Patienten mit Lymphgefäßinvasion im Vergleich zu Patienten ohne Lymphgefäßinva-
sion (L0: 11,89 ng/ml ± 14,21 ng/ml vs. L1: 21,70 ng/ml ± 77,99 ng/ml, p = 0,0313)
(Tab. 4.11) (Abb. 61C). Abschließend zeigte sich eine hochsignifikante Korrelation
der neoadjuvant durchgeführten Therapie der GEAC-Patienten mit der Höhe der PDGF-
AA-Serumkonzentration (χ2 = 10,80; p = 0,0010). So zeigte sich eine deutliche Ver-
minderung der PDGF-AA-Serumkonzentration bei Patienten, die eine neoadjuvante The-
rapie durchlaufen haben, im Vergleich zu Patienten ohne neoadjuvante Therapie (Ntx:
10,02 ng/ml ± 3,10 ng/ml vs. keine Ntx: 21,75 ng/ml ± 33,33 ng/ml, p = 0,0002)
(Abb. 61F). Ein Zusammenhang der PDGF-AA-Konzentration mit dem Geschlecht, der
Lymphknotenmetastasierung, der Blutgefäßinvasion und dem Resektionsrand konnte nicht
festgestellt werden.
In der Zusammenschau zeigen die Befunde, dass die PDGF-AA-Serumkonzentration nicht
häufiger erhöht ist in GEAC-Tumorpatienten, aber deutlich mit klinisch-pathologischen
Parametern assoziiert ist und somit einen potenziellen prognostischen Biomarker im GEAC
darstellt.
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5. Diskussion

5.1 Makrophagen als Progressionsfaktoren im GEAC
Das GEAC ist durch eine außerordentlich schlechte Prognose charakterisiert. Neben der
verspäteten Diagnose und der biologischen Aggressivität des GEAC ist die schlechte Pro-
gnose auch durch die Entwicklung von Therapieresistenzen zu erklären. Dabei stellen
Therapieresistenzen eine erhebliche klinische Herausforderung für die Behandlung die-
ser Patienten dar. Deswegen ist die Identifizierung der zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen besonders wichtig, um neue Behandlungsstrategien für therapierefraktäre
GEAC-Patienten zu entwickeln
Makrophagen als Teil des nicht-neoplastischen Tumorstroma können einen großen Einfluss
auf die Karzinogenese und Tumorprogression haben. Während der Einfluss von Makropha-
gen auf die Tumorigenese in zahlreichen soliden Tumoren bereits nachgewiesen ist, liegen
für das GEAC bislang nur begrenzte Erkenntnisse vor. Deshalb wurden zu Beginn des
vorliegenden Projektes die Expression makrophagen-spezifischer Gene und die Menge an
infiltrierenden Makrophagen in zwei unabhängigen GEAC-Patienten-Kohorten untersucht.
In der ersten Kohorte, die als „Discovery-Set“ diente, konnte beobachtet werden, dass die
Gene CD163, MSR1 und NOS2A signifikant stärker in GEAC-Gewebe als in Barrett- und
Kontrollgewebe exprimiert wurden. Darüber hinaus war das Barrett-Gewebe durch eine
stärkere NOS2A-Expression charakterisiert als das Kontrollgewebe. Während CD163 und
MSR1 als klassische M2- und protumorigene Makrophagen-Marker klassifiziert werden,
stellt NOS2A einen M1-Marker dar, welcher als proinflammatorisch gilt. Diese Befun-
de unterstützen die Annahme, dass das Barrett-Gewebe als Vorläufer-Läsion des GEAC
ein chronisch proinflammatorisches Mikromilieu darstellt. Vergleichende Untersuchungen
konnten eine erhöhte NOS2A-Expression in sämtlichen Stadien der Barrett-Karzinogenese
nachweisen, einschließlich der GERD, des Barrett-Ösophagus sowie des GEAC [313–315].
Eine weitere Studie konnte nachweisen, dass Biopsien aus Barrett-Gewebe eine erhöhte
Expression von NOS2A aufwiesen. Dabei konnten die Autoren zeigen, dass die erhöhte
Expression durch eine kontinuierliche Reizung des Gewebes mit Gallensäuren zu erklä-
ren ist. Eine dauerhafte Therapie mit Protonenpumpen-Inhibitoren (PPI) reduzierte die
NOS2A-Expression. Hier schlussfolgerten die Autoren, dass eine frühzeitige Behandlung
mit PPI eine Möglichkeit sein könnte, um die durch Säurereflux ausgelösten irreversiblen
molekularen Veränderungen zu verhindern, die eine Progression zum GEAC begünstigen
[316]. Ob Makrophagen eine Rolle in der neoplastischen Progression vom Barrett-Gewebe
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hin zum GEAC spielen, bleibt bis heute unklar. Allerdings zeigten bereits mehrere immun-
histochemische Analysen, dass die Barrett-Mukosa durch eine ausgeprägte Infiltration von
Immunzellen wie Makrophagen charakterisiert ist. Zusätzlich zeigten vorherige Studien,
dass proinflammatorische Zytokine und Chemokine mit konsekutiver Aktivierung proin-
flammatorischer Signalwege wie der NF-κB-Signalweg mit der malignen Transformation
der Barrett-Mukosa assoziiert sind. So konnte eine Studie aus 2005 eine erhöhte Ak-
tivierung des NF-κB-Signalwegs in der Barrett-Mukosa und GEAC-Proben nachweisen
[317]. Dieser Signalweg reguliert die Expression verschiedener proinflammatorischer und
wachstumsfördernder Zytokine, darunter TNF-α. TNF-α selbst wird überwiegend von
Makrophagen sekretiert und kann in den Barrett-Zellen den β-Catenin-Signalweg stimu-
lieren. Diese Aktivierung führt zur Induktion der Expression des Protoonkogens MYC,
das in der Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt [318, 318]. Weitere Hinweise darauf,
dass das Tumorstroma und insbesondere Makrophagen eine Rolle in der Progression vom
Barrett-Gewebe zum GEAC spielen, liefern Daten aus dem genetischen L2-IL-1β-GEAC-
Mausmodell. Dieses Mausmodell ist durch die Überexpression des proinflammatorischen
Zytokins IL-1β im gastroösophagealen Übergang charakterisiert. Diese Überexpression
führt über eine Ösophagitis zu einer Dysplasie mit anschließender Entwicklung eines
GEAC [319]. Mechanistisch konnte gezeigt werden, dass IL-1β die Expression von IL-
6 und TNF-α induziert und diese wiederum das proinflammatorische Mikromilieu durch
Rekrutierung weiterer Entzündungszellen wie T-Zellen, neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen fördert [49, 320]. Die durch Immunzellen freigesetzten ROS können DNA-
Schäden verursachen, die Anhäufung von Mutationen begünstigen und so zur Progression
vom Barrett-Ösophagus zum GEAC beitragen [46]. Eine weitere Studie, die mit Hilfe des
L2-IL-1β-GEAC-Mausmodells durchgeführt wurde, zeigte, dass IL-8 die Entwicklung des
Barrett-Ösophagus und des GEAC unter anderem durch die Rekrutierung unreifer Lgr5+
CXCR2+ intestinaler Stammzellen in das dysplastische Gewebe fördert [321]. Frühere
Arbeiten konnten bereits zeigen, dass Lgr5+ Zellen aus der Kardia des Magens den
zellulären Ursprung des Barrett-Ösophagus und des GEAC darstellen [322]. Auch wenn
der Ursprung der Zytokine in den durchgeführten Studien nicht eindeutig geklärt wurde
und die genetische Induktion einer IL-1β-Überexpression im Ösophagusepithel die Unter-
suchung eines direkten Einflusses von Makrophagen auf die Barrett-GEAC-Progression
erschwert, sind alle nachgewiesenen Zytokine dafür bekannt, von Makrophagen freige-
setzt zu werden. Zusammenfassend stützen die Befunde der vorliegenden Arbeit sowie
die vorhandene Literatur die Hypothese, dass Makrophagen den neoplastischen Progress
der Barrett-Mukosa hin zum GEAC fördern.
Die vorliegenden Befunde implizieren jedoch, dass Makrophagen eine größere Rolle in der
Tumorprogression des GEAC spielen. Die initiale GSEA-Analyse der vorliegenden Arbeit
zeigte, dass Patienten mit besonders hoher CD68 - und CD163 -Expression funktionelle
Gengruppen überrepräsentiert aufwiesen, die mit Tumorprogression, Metastasierung und
Therapieresistenz assoziiert sind. Darüber hinaus zeigte sich ein stark verändertes Mus-
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ter des gesamten Transkriptoms zwischen Patienten mit hoher und niedriger Expression
von CD68 und CD163. Da diese ersten explorativen Analysen primär der Hypothesen-
generierung dienten, wurde im Rahmen dieses Projekts auf die Untersuchung einzelner
differenziell exprimierter Gene verzichtet. Stattdessen lag der Fokus auf der Identifikation
unterschiedlicher relevanter biologischer Prozesse mithilfe der GSEA-Analyse. Für diese
Analyse wurden die Transkriptome von jeweils vier GEAC-Patienten ausgewählt. Diese Pa-
tienten zeigten entweder eine hohe Expression von CD68 und CD163 oder eine niedrigere
CD68 und CD163 -Expression. Auch wenn diese Selektion trotz einer sorgfältigen Quantil-
Normalisierung künstliche Unterschiede verstärken (Selection Bias) und dadurch zu einer
Überschätzung biologischer Zusammenhänge führen kann, stellt sie jedoch eine hilfreiche
Vorgehensweise dar, um interessante Hypothesen zu generieren. Auf Grundlage dieser Er-
gebnisse konnten wir die Hypothese aufstellen, dass Makrophagen die Tumorprogression
und Metastasierung des GEAC fördern und das Ansprechen auf bestimmte Therapien be-
einflussen. Um diese Hypothesen zu prüfen, wurde die Makrophageninfiltration im Tumor-
gewebe des GEAC mithilfe des GEAC-TMA durch immunhistochemische Färbungen für
CD68, CD163 und iNOS quantifiziert und anschließend mit klinisch-pathologischen Para-
metern wie Tumorstadium, Lymphknotenmetastasierung und Gesamtüberleben korreliert.
Hier zeigte sich, dass die Menge an CD68- und CD163-positiven Makrophagen signifikant
mit dem Tumorstadium und dem Grading korreliert. Zusätzlich stellte sich ein Zusam-
menhang mit der Infiltration von CD163-positiven Makrophagen und dem Auftreten einer
Lymphknotenmetastasierung dar. CD68 gilt als Pan-Makrophagenmarker, der sowohl M1-
als auch M2-Makrophagenpopulationen erfasst, während CD163 eher M2-polarisierte Ma-
krophagen detektiert. Auf Grundlage dieser Annahme deuten die vorliegenden Befunde
darauf, dass Makrophagen mit kombinierten M1- und M2-Eigenschaften eher die Tu-
morprogression und die Dedifferenzierung fördern, während M2-polarisierte Makrophagen
zusätzlich noch das Invasionsverhalten der Tumorzellen beeinflussen. Diese Beobachtung
wird durch mehrere Studien gestützt. So konnte eine Studie zeigen, dass das Auftreten
von Lymphknotenmetastasen mit einer verstärkten Infiltration von mononukleären Zellen
im GEAC-Tumormikromilieu assoziiert ist [323]. Darüber hinaus demonstrierten Cao et
al.,, dass ein höherer Anteil an M2-Makrophagen im Tumorgewebe des GEAC signifikant
mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen korreliert. Die Autoren wiesen darüber
hinaus nach, dass die Gesamtzahl an CD68-positiven Makrophagen keinen Zusammen-
hang mit der Lymphknotenmetastasierung aufwies, und bestätigten damit die Befunde
der vorliegenden Arbeit [324]. Eine weitere Arbeit unterstützte unsere Befunde zur Kor-
relation der Menge an CD68-positiven Makrophagen mit dem Tumorstadium. Hier zeigte
eine Studie aus dem Jahr 2020, dass sowohl die Menge an CD68- und CD163-positiven
Makrophagen signifikant mit dem Auftreten eines höheren Tumorstadiums und einer zu-
nehmenden Dedifferenzierung assoziiert ist. Die Autoren konnten zudem, im Gegensatz zu
den Befunden der vorliegenden Arbeit, einen Zusammenhang zwischen der Infiltration von
CD68-positiven Makrophagen und dem Nachweis von Tumorzellen in Lymphknoten auf-
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zeigen. Zusätzlich wiesen sie eine signifikante Assoziation zwischen der Menge an CD68-
und CD163-positiven Makrophagen und dem Gesamtüberleben von GEAC-Patienten nach
[325]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Makrophagen auf das Ge-
samtüberleben von GEAC-Patienten untersucht. Die Kaplan-Meier-Analysen zeigten, dass
sowohl die Anzahl der CD68- als auch der CD163-positiven Makrophagen signifikant mit
dem Gesamtüberleben korrelierte. In der anschließenden multivariaten Cox-Regression
konnte jedoch keiner der untersuchten Makrophagenmarker als unabhängiger prognosti-
scher Faktor bestätigt werden. Diese Beobachtung lässt sich vermutlich durch die bereits
etablierten starken unabhängigen Prädiktoren wie Tumorstadium, histologisches Grading
und Lymphknotenmetastasierung erklären. Der prognostische Effekt der Makrophagenin-
filtration könnte in der multivariaten Analyse durch diese Parameter überlagert werden.
Eine weitere mögliche Erklärung besteht darin, dass die Infiltration von Makrophagen
weniger eine eigenständige prognoserelevante Einflussgröße darstellt, sondern vielmehr ei-
ne Reaktion des Immunsystems auf die Tumorprogression widerspiegelt. In diesem Sinne
stellen Makrophagen einen Biomarker für einen aggressiveren Tumorphänotyp dar, oh-
ne jedoch die Ursache dafür zu sein. Jedoch finden sich in der Literatur auch Befunde,
die Makrophagen als unabhängigen prognostischen Risikofaktor identifizieren. So konnten
Jeremiasen et al. CD68 als unabhängigen prognostischen Marker im GEAC nachweisen
[325]. Weitere Studien belegen einen prognostischen Einfluss von Makrophagen auf das
Gesamtüberleben bei Patienten mit Magenkarzinom, welches dem GEAC biologisch sehr
ähnlich ist [326, 327]. In einer Studie von Zhang et al., wurde gezeigt, dass eine hohe
Infiltration von CD68-positiven Makrophagen mit dem Tumorstadium, der Lymphknoten-
metastasierung, der Fernmetastasierung und dem Grading des Magenkarzinoms assoziiert
ist und als unabhängiger negativer Prognosefaktor gilt. Darüber hinaus konnten die Auto-
ren einen Zusammenhang zwischen CD68-positiven Makrophagen und der Expression von
E-Cadherin sowie Vimentin herstellen und schließen daraus, dass der aggressivere Phäno-
typ des Magenkarzinoms durch eine von Makrophagen induzierte EMT in den Tumorzellen
erklärt werden könnte [328]. Ergebnisse einer weiteren Studie zeigten, dass die Infiltrati-
on von CD163- und CD68-positiven Makrophagen im Magenkarzinomgewebe signifikant
erhöht war und jeweils unabhängig mit der Prognose der Patienten assoziiert ist. In der
multivariaten Cox-Analyse erwies sich jedoch die Infiltration von CD163-positiven Zellen
als der stärkere Prädiktor für die Prognose im Vergleich zu CD68-positiven Zellen [329].
Zusätzlich zeigte eine weitere Studie, dass eine hohe Dichte CD68-positiver Makropha-
gen mit einer ungünstigen Prognose bei Patienten mit Magenkarzinom assoziiert ist. Dies
führten die Autoren vornehmlich auf eine IL-6-induzierte Aktivierung des STAT3/IRF4-
Signalwegs zurück, die zu einer Polarisierung der Makrophagen sowie zu einer gesteigerten
Tumorinvasion in den Magenkarzinomzellen in vitro führt [330]. In einem nächsten Schritt
wurde in diesem Projekt untersucht, ob Makrophagen in GEAC-Zellen einen biologisch ag-
gressiveren Phänotyp induzieren können und welche Mechanismen hier zugrunde liegen.
Zu diesem Zweck wurde zunächst ein indirektes in vitro-Kokultursystem etabliert, mit
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dem Makrophagen über das Kulturmedium mit GEAC-Zellen in Kontakt gebracht wer-
den konnten. Auf diese Weise konnte der Einfluss der Makrophagen-sezernierten Faktoren
auf die GEAC-Zellen untersucht werden. Als Makrophagen-Modell diente die Monozyten-
Zelllinie THP-1. Diese Zelllinie wurde bereits in vielen Arbeiten charakterisiert und stellt
ein solides Modell für naive Makrophagen dar [331]. Um die Ergebnisse jedoch weiter zu
validieren, wurden die GEAC-Zellen noch zusätzlich mit MDM in Kontakt gebracht. Als
Modell für das GEAC wurden die Zelllinien PT1590, LN1590, NCI-N87, SKGT4, OE33
und PT6216 verwendet. Zunächst zeigte sich nach drei Tagen Kokultur mit den THP-1
und MDM ein erhöhter Anteil an vitalen PT1590- und LN1590-Zellen. Die Makrophagen
hatten keinen Einfluss auf die Vitalität der restlichen Zellen. Dabei zeigten die NCI-N87-
und PT6216-Zellen tendenziell weniger vitale Zellen in Anwesenheit der Makrophagen. Die
Ki67-Proliferationsanalysen und Western-Blot-Analysen der Zellzyklus-Regulatoren Cyclin
D1 und Cyclin E1 bestätigten dabei die Beobachtungen der PT1590- und LN1590-Zellen.
Die unterschiedliche Reaktion der GEAC-Zelllinien auf THP-1-Makrophagen könnte auf
die Expression verschiedener Rezeptoren sowie die Aktivierung divergenter Signalwege
zurückzuführen sein. Während PT1590 und LN1590 offenbar durch makrophagenvermit-
telte parakrine Faktoren proliferative und überlebensfördernde Signale erhalten, weisen
NCI-N87 und PT6216 auf eine makrophagenabhängige Reduktion der Zellvitalität hin,
was möglicherweise durch pro-inflammatorische und zytotoxische Mediatoren vermittelt
wird. Darüber hinaus ist zu berücksichtigen, dass Tumorzellen selbst die Polarisierung der
Makrophagen beeinflussen können und dadurch die Freisetzung unterschiedlicher Fakto-
ren induzieren, die wiederum variabel auf GEAC-Zellen zurückwirken [332]. Der Einfluss
der Tumorzellen auf die Makrophagen-Polarisierung wurde in diesem Projekt bewusst
nicht weiter untersucht, da dies Gegenstand anderer Projekte ist. Die divergenten Be-
funde der MTT- und Ki67-Proliferationsanalyse der NCI-N87-Zellen werden im nächsten
Kapitel im Detail diskutiert. Während in der Literatur überwiegend ein proliferations-
fördernder Einfluss von Makrophagen auf Tumorzellen beschrieben wird, existieren auch
Studien, die gegenteilige Effekte nachweisen konnten. So demonstrierten Cui et al., dass
Makrophagen freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) zu einer DNA-Fragmentierung mit an-
schließender Apoptose in den Tumorzellen führten. Darüber hinaus konnten die Autoren
zeigen, dass Makrophagen durch die Sekretion von TNF-α eine Apoptose in der malignen
Mastozytom-Zelllinie P815 induzieren. Weitere Studien belegen einen zytotoxischen Ef-
fekt von Makrophagen auf Tumorzellen, der durch direkten Zellkontakt vermittelt wird
und in der Phagozytose von Tumorzellen resultiert [333–335]. In einem weiteren Schritt
wurde der mitogene Einfluss von Makrophagen auf GEAC-Zellen mit unserem GEAC-TMA
überprüft. Dazu wurde der Proliferationsmarker Ki67 in Tumorgewebe von 204 GEAC-
Patienten immunhistochemisch gefärbt und in drei Kategorien stratifiziert. Die Ergebnisse
wurden anschließend mit klinisch-pathologischen Parametern sowie der Infiltrationsdichte
von CD68- und CD163-positiven Makrophagen korreliert. Zunächst zeigte sich eine Korre-
lation der Proliferation von GEAC-Tumoren mit dem Tumorstadium, dem UICC-Stadium
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und der Fernmetastasierung. Diese Beobachtung konnte bereits in vielen Studien für das
GEAC, aber auch für das Magenkarzinom demonstriert werden [336–339]. Im Weite-
ren zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Infiltration von CD68- und
CD163-positiven Makrophagen und der Höhe des Ki67-Proliferationsindex. Die Spearman-
Korrelationsanalysen ergaben dabei insbesondere für CD68-positive Makrophagen einen
ausgeprägten Zusammenhang mit der Proliferationsaktivität der GEAC-Tumoren. Ver-
gleichbare Ergebnisse konnten auch in anderen Krebsentitäten durch immunhistologische
Analysen demonstriert werden. So wies eine 2019 veröffentlichte Studie eine positive
Korrelation zwischen der Infiltration von CD68- und CD163-positiven Makrophagen und
der Proliferation von Brustkrebszellen nach [340]. Darüber hinaus existieren bereits erste
Befunde, die molekulare Mechanismen für die Makrophagen-vermittelte Proliferation im
GEAC und ESCC aufzeigen. Die Studie von Chen et al., zeigte, dass Gallensäuren die Frei-
setzung von EGFR-haltigen Exosomen aus GEAC-Zellen fördern, welche wiederum eine
M2-Polarisation von Makrophagen induzieren. Diese M2-Makrophagen sezernieren große
Mengen des Chemokins CCL18, das über die Aktivierung des PITPNM3-Rezeptors die
Proliferation von GEAC-Zellen stimuliert [341]. Eine weitere Untersuchung konnte eine
Makrophagen-induzierte Proliferation in ESCC-Zellen durch die Freisetzung von CCL22
nachweisen, welche den CCR4/FAK/AKT-Signalweg aktiviert. Dabei zeigten die Autoren
mittels Xenograft-Mausexperimenten, dass Makrophagen-sekretiertes CCL22 zu größeren
Tumoren und einem höheren Ki67-Proliferationsindex führte [342].
Insgesamt konnte der erste Teil der vorliegenden Arbeit einen relevanten Einfluss von Ma-
krophagen auf das GEAC nachweisen. So korrelierte die Infiltration von CD68- und CD163-
positiven Makrophagen mit einem reduzierten Gesamtüberleben der GEAC-Patienten.
Dabei deuten die Befunde darauf hin, dass CD68-positive Makrophagen die Progression
des GEAC vor allem über die Förderung der Tumorzellproliferation vermitteln, während
CD163-positive Makrophagen darüber hinaus die Fähigkeit zur Metastasierung der Tu-
moren modulieren könnten.
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5.2 Makrophagen und das Tumorstroma als Treiber
der Resistenz gegenüber HER2-gerichteten The-
rapien im GEAC

Die Behandlung des metastasierten GEAC stellt nach wie vor eine erhebliche klinische
Herausforderung dar. Obwohl Chemotherapien, die HER2-zielgerichteten Therapien und
die Immuntherapien das Überleben von GEAC-Patienten verbessern konnten, kommt es
bei nahezu allen Patienten im Krankheitsverlauf zum Auftreten von Resistenzen. Dar-
über hinaus zeigt ein erheblicher Teil der Patienten schon bei Therapiebeginn ein feh-
lendes Ansprechen. Das Fortschreiten der Erkrankung trotz initialem Therapieansprechen
limitiert die Wirksamkeit bestehender Strategien und hat große Auswirkungen auf den
weiteren Therapieerfolg und das Gesamtüberleben der GEAC-Patienten. Die vorliegen-
de Arbeit konnte neben dem Einfluss der Makrophagen auf die Tumorprogression, das
Gesamtüberleben und die Induktion wachstumsfördernder Prozesse auch demonstrieren,
dass Makrophagen das Ansprechen auf eine HER2-zielgerichtete Therapie modulieren
können. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnten mithilfe der GSEA-Analyse erste
Hinweise gewonnen werden, dass Makrophagen das Ansprechen spezifischer Therapien
beeinflussen können. Dabei zeigte sich, dass GEAC-Tumoren mit hoher Expression der
Makrophagenmarker CD68 und CD163 überrepräsentierte funktionelle Gengruppen auf-
wiesen, die mit einer Therapieresistenz in Zusammenhang standen. Besonders auffällig
war hierbei, dass der stärkste und statistisch signifikanteste Zusammenhang mit einer
Gefitinib-Resistenz bestand. Gefitinib ist ein zielgerichtetes Medikament aus der Grup-
pe der TKI, welches den EGFR-Rezeptor blockiert und für die Behandlung des NSCLC
zugelassen ist. Weitere Wirkstoffresistenzen, mit denen die funktionellen Gengruppen as-
soziiert waren, umfassten unter anderem Cisplatin, Docetaxel, Gemcitabin und 5-FU.
Für das GEAC ist die HER2-spezifische Therapie mit dem HER2-Antikörper Trastuzu-
mab zugelassen. Die ToGA-Zulassungsstudie zeigte, dass die Zugabe von Trastuzumab
zu Capecitabin/Cisplatin das mediane Gesamtüberleben um 2,7 Monate im Vergleich
zur Chemotherapie allein verlängerte. Dabei betrug die objektive Ansprechrate 47 %
und das PFS lag bei 6,7 Monaten [63]. Daraus lässt sich ableiten, dass mehr als die
Hälfte der Patienten initial nicht auf die Therapie ansprach und die Mehrheit innerhalb
von weniger als einem Jahr eine sekundäre Resistenz entwickelte. Um diesen Patien-
ten nach Progress eine weitere HER2-spezifische Therapie anzubieten, untersuchte die
TRIO-013/LOGiC-Studie die Wirksamkeit des oralen HER2/EGFR-spezifischen TKI La-
patinib. Im GEAC zeigte Lapatinib allerdings nur begrenzte Wirksamkeit. Und obwohl im
Vergleich zur Standardtherapie die Ansprechraten von Lapatinib mit 53 % (vs. 39 %)
deutlich höher waren, stellte sich kein signifikanter Überlebensvorteil dar. Auch das PFS
mit 6 Monaten in der Lapatinib-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 5,4 Monaten
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zeigte sich nicht wesentlich verbessert [343]. Zusammenfassend sind die Studienergebnisse
enttäuschend und verdeutlichen die Notwendigkeit, die zugrunde liegenden Resistenzme-
chanismen besser zu verstehen, um neue therapeutische Ansätze entwickeln zu können.
Ob Makrophagen das fehlende Ansprechen zielgerichteter Therapien mit verursachen kön-
nen oder ob diese bei der Entwicklung sekundärer Resistenzen eine Rolle spielen, bleibt für
das GEAC unklar. Da die initialen GSEA-Analysen die Infiltration von Makrophagen mit
dem Auftreten einer Gefitinib-Resistenz in Zusammenhang bringen konnten, fokussierte
die vorliegende Arbeit den Einfluss von Makrophagen auf das Ansprechen des HER2-
spezifischen TKI Lapatinib. Hierfür wurde das bereits oben beschriebene indirekte in
vitro-Kokultursystem eingesetzt. Als Makrophagenmodell dienten differenzierte THP-1-
Makrophagen und MDM. Zunächst wurde mittels Western-Blot- und IFF-Analysen die
Expression des HER2-Rezeptors in verschiedenen GEAC-Zelllinien untersucht. Dabei zeig-
ten PT1590, LN1590, NCI-N87 und OE33 eine deutliche HER2-Überexpression. Da die
THP-1-Makrophagen in den ersten Kokulturversuchen den stärksten proliferationsfördern-
den Effekt auf PT1590-Zellen ausübten, wurde diese Zelllinie für weiterführende Analysen
ausgewählt. Ergänzend wurden NCI-N87-Zellen herangezogen, da diese Zelllinie eine be-
sonders ausgeprägte HER2-Expression aufweist. Zu Beginn zeigten die MTT-Analysen,
dass die Anwesenheit von THP-1-Makrophagen zu einem deutlich höheren Anteil vitaler
PT1590-Zellen im Vergleich zur Monokultur-Kontrolle führte. Dieser Effekt ließ sich für
NCI-N87-Zellen nicht nachweisen. Hier zeigte sich vielmehr ein leicht verringerter An-
teil vitaler Zellen in Anwesenheit von THP-1-Makrophagen. Die erhobenen Befunde der
PT1590-Zellen konnten durch Ki67-Proliferationsanalysen weiter bestätigt werden. Die
NCI-N87-Zellen zeigen hingegen ein gegenläufiges Ergebnis. Während die MTT-Analysen
eine Reduktion des Anteils an vitalen Zellen in Anwesenheit der THP-1-Makrophagen
nachwiesen, zeigte die Ki67-Proliferationsanalyse, dass die THP-1-kultivierten NCI-N87-
Zellen eine gesteigerte Proliferation aufwiesen. Diese unterschiedlichen Beobachtungen
könnten durch die unterschiedlichen Messmethoden zu erklären sein. Während der MTT-
Assay auf der mitochondrialen Stoffwechselaktivität basiert und somit eher ein Maß für
die metabolische Vitalität der Gesamtzellpopulation darstellt, erfasst Ki67 ausschließlich
die proliferativ aktiven Zellen und ist unabhängig von der metabolischen Aktivität. Somit
könnten die THP-1-Makrophagen Faktoren freisetzen, die die Proliferation der NCI-N87-
Zellen steigern, aber auch gleichzeitig oxidativen Stress und Apoptose induzieren. Dies
könnte zu einer Situation führen, in der insgesamt weniger metabolisch vitale Zellen vor-
handen sind, die verbleibenden Zellen aber eine höhere proliferative Aktivität aufweisen.
Um diese Frage genauer zu beantworten, wäre die Durchführung eines Apoptose-Assays
notwendig.
Nach Zugabe von Lapatinib zeigte sich jedoch für beide Zelllinien ein vergleichbares
Muster. Während Lapatinib den Anteil vitaler, monokultivierter PT1590-Zellen im Ver-
gleich zur DMSO-Kontrolle signifikant reduzierte, wurde dieser wachstumshemmende
Effekt durch die Anwesenheit der THP-1-Makrophagen vollständig aufgehoben. Auch
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NCI-N87-Zellen zeigten in Kokultur eine abgeschwächte Sensitivität gegenüber Lapatinib,
wenngleich das Medikament hier weiterhin eine deutlich messbare wachstumshemmende
Wirkung entfaltete. Darüber hinaus konnten vergleichende Ergebnisse nach der Kokultivie-
rung von PT1590- und NCI-N87-Zellen mit MDM beobachtet werden. Die im Vergleich zu
PT1590-Zellen geringere Aufhebung des Lapatinib-Effekts in den NCI-N87-Zellen durch
THP-1-Makrophagen könnte durch die unterschiedlich starke HER2-Rezeptor-Expression
zu erklären sein. Die Menge des HER2-Rezeptors ist in den NCI-N87-Zellen deutlich hö-
her als in den PT1590-Zellen, was die NCI-N87-Zellen möglicherweise stärker von HER2-
Signalen abhängig macht. Darüber hinaus zeichnen sich die NCI-N87-Zellen durch eine
insgesamt höhere Sensitivität gegenüber einer HER2-Inhibition aus, was eine vollstän-
dige Kompensation durch makrophagenvermittelte Signale erschweren dürfte. Darüber
hinaus ist denkbar, dass NCI-N87-Zellen weniger stark auf durch Makrophagen sezer-
nierte Zytokine oder Wachstumsfaktoren reagieren, sodass deren schützender Einfluss im
Vergleich zu PT1590-Zellen geringer ausfällt. Eine weitere Erklärung wird in Kapitel 5.4
diskutiert. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sowohl THP-1-Makrophagen
als auch MDM lösliche Faktoren in den Zellkulturüberstand sezernieren, die das Anspre-
chen auf die Lapatinib-Therapie reduzieren. Bereits zahlreiche Studien haben gezeigt,
dass das nicht-neoplastische Tumorstroma einen erheblichen Einfluss auf die Wirksamkeit
verschiedener Therapien ausüben kann. Für das GEAC, insbesondere in Bezug auf die
Auswirkungen des Tumorstromas auf zielgerichtete Therapien, liegen bislang jedoch sehr
begrenzte Daten vor. Allerdings konnte eine kürzlich veröffentlichte Studie zeigen, dass
Makrophagen eine Trastuzumab-Resistenz in HER2-positivem Magenkarzinom vermitteln
können. Dabei konnten die Autoren zeigen, dass in Tumorzellen über die Aktivierung eines
Cell-Division-Cycle-42-(CDC42)-/NF-κB-Signalwegs die Freisetzung von Glutaminase-1-
(GLS1)-haltigen Mikrovesikeln induziert wird. Diese Vesikel steigern in Makrophagen den
Glutaminstoffwechsel, fördern die Polarisierung eines M2-Phänotyps und stimulieren die
Sekretion proangiogener Faktoren wie VEGF. Die hierdurch verstärkte Angiogenese führte
letztlich zur Ausbildung einer Trastuzumab-Resistenz in den Magenkarzinomzellen [344].
Weitere mögliche Erklärungen ergeben sich aus Erkenntnissen der Mammakarzinomfor-
schung. Auch hier ist der HER2-spezifische Antikörper Trastuzumab zur Behandlung
HER2-positiver Mammakarzinome zugelassen. Eine Publikation aus dem Jahr 2021 zeigte,
dass TAMs aus Mammakarzinom-Gewebe erhöhte Mengen des Chemokins IL-8 sezernie-
ren. In vitro-Daten belegten, dass die Stimulation der SKBR3-Mammakarzinomzelllinie
mit IL-8 eine Src/STAT3/ERK-abhängige Proliferation sowie eine Lapatinib-Resistenz in-
duziert [210]. Allerdings wurden in dieser Arbeit keine Kokultur-Experimente mit Makro-
phagen durchgeführt, sondern die Zellen wurden ausschließlich mit IL-8 stimuliert. Zudem
fehlten verifizierende Inhibitionsanalysen, um die zugrunde liegenden Mechanismen ein-
deutig zu bestätigen. Aber auch andere zelluläre Komponenten des Tumorstromas können
Einfluss auf das Ansprechen gegenüber Lapatinib haben. So zeigte eine Publikation, dass
TAFs über die Freisetzung von FGF5 mit konsekutiver FGFR2/Src-abhängiger Transakti-
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vierung des HER2-Rezeptors zu einer Resistenz gegenüber Lapatinib führen [345]. Diese
Beobachtung konnte durch eine weitere Arbeit bestätigt werden. Hier konnten die Au-
toren demonstrieren, dass das konditionierte Medium von primären TAFs eine Resistenz
gegenüber Trastuzumab und Pertuzumab vermittelt. Dabei konnten Sekretom-Analysen
eine Vielzahl von differenziell regulierten Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren
identifizieren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Ausbildung der Trastuzumab- und
Pertuzumab-Resistenz beteiligt sind. Allerdings fehlten in dieser Studie die weiteren me-
chanistischen Untersuchungen zur Identifizierung der Faktoren, die das Ansprechen der
HER2-spezifischen Therapie reduzieren. Weitere indirekte Hinweise, dass Makrophagen
das Ansprechen auf eine HER2-Therapie beeinflussen, liefert eine interessante Arbeit aus
dem Jahr 2017. Hier konnten die Autoren zeigen, dass TNF-α die Expression von Mucin
4 (MUC4) in HER2-positiven Mammakarzinomzellen induziert. MUC4 ist ein Glykopro-
tein aus der Familie der membranständigen Mucine, deren transmembranäre Untereinheit
MUC4β zwei EGF-ähnliche Domänen besitzt und dadurch das Trastuzumab-Epitop von
HER2 maskiert, die Bindung vermindert und letztendlich die Effektivität reduziert. Auch
wenn die Autoren die Quelle des TNF-α nicht eindeutig identifizieren konnten, ist allge-
mein bekannt, dass insbesondere proinflammatorische Makrophagen die Hauptquelle von
TNF-α darstellen. Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass der beschriebene
Resistenzmechanismus maßgeblich durch Makrophagen mitverursacht wird [346]. Bis jetzt
gibt es sowohl für das GEAC als auch für das Mammakarzinom keine Daten zu einer ma-
krophagenvermittelten Lapatinib-Resistenz. Allerdings zeigten mehrere Studien, dass die
Lapatinib-Resistenz häufig durch eine kompensatorische Aktivierung anderer Signalwege
vermittelt wird. So zeigte die Arbeit von Sato et al., dass der Wachstumsfaktor Heregulin
1 (HRG1) über die Aktivierung des humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
3 (HER3) mit konsekutiver Aktivierung des AKT-Signalwegs eine Lapatinib-Resistenz
in GEAC-Zellen vermittelt. Vor diesem Hintergrund untersuchte die vorliegende Arbeit,
ob Makrophagen onkogene Signalwege aktivieren, die zur Vermittlung einer Lapatinib-
Resistenz beitragen. So konnten Western-Blot-Analysen zeigen, dass die Anwesenheit von
THP-1- und MDM-Makrophagen zur Aktivierung der Signalwege STAT3, AKT und ERK
führte und diese Aktivität auch unter Lapatinib-Therapie bestehen blieb [347]. Zusam-
menfassend demonstrierte der zweite Teil der vorliegenden Arbeit, dass Makrophagen in
vitro die Tumorzellproliferation erhöht sowie das Ansprechen auf den dualen EGFR/HER2-
spzifischen TKI Lapatinib reduziert. Über welchen Mechanismus die Makrophagen diese
Effekte induzieren wird in den folgenden Kapiteln diskutiert.
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5.3 STAT3 als primärer Signalweg der Makrophagen
vermittelten HER2-Therapieresistenz im GEAC

Tumorzellen reagieren über die Aktivierung spezifischer Signalwege auf Faktoren aus ih-
rer Mikroumgebung. Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren oder auch exosomale Si-
gnale von Stromazellen können das biologische Verhalten der Tumorzellen entscheidend
beeinflussen. Externe Signale werden dabei über intrazelluläre Signalwege an den Zellkern
weitergeleitet und führen zu einer veränderten Genexpression, die den Phänotyp modu-
liert und so Prozesse wie Metastasierung, Proliferation oder auch das Ansprechen auf
Therapien beeinflusst. Die detaillierte Analyse der beteiligten Signalwege im Rahmen der
Tumorstroma-Interaktion liefert nicht nur ein tieferes Verständnis der Kommunikation
zwischen Stromazellen und Tumorzellen, sondern ermöglicht auch die Identifikation the-
rapeutisch relevanter Angriffspunkte.
Das vorliegende Projekt identifizierte Makrophagen als potenzielle Treiber der GEAC-
Krankheitsprogression. Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen in GEAC-Zellen
sowohl eine gesteigerte Proliferation induzieren als auch das Ansprechen auf den TKI
Lapatinib reduzieren. Um zu untersuchen, ob die Anwesenheit von Makrophagen eine Ak-
tivierung onkogener Signalwege auslöst und ob diese an der Ausbildung des proliferativen
Phänotyps sowie an der Lapatinib-Resistenz beteiligt sind, wurde im zweiten Teil des Pro-
jekts die Phosphorylierung der Signaltransduktionswege STAT3, AKT und ERK analysiert.
Western-Blot-Analysen zeigten, dass die Anwesenheit von THP-1- und MDM-Makrophagen
eine Aktivierung dieser Signalwege induzierte und dass diese Aktivität auch unter Lapatinib-
Therapie erhalten blieb. Hier zeigte sich insbesondere für STAT3 eine besonders starke
Aktivierung, welche sowohl in den PT1590- als auch in den NCI-N87-Zellen nachge-
wiesen werden konnte. Ferner konnte die makrophageninduzierte STAT3-Aktivierung in
einem GEAC-TMA mit 195 Patientenproben immunhistologisch durch Färbungen von
STAT3 und p-STAT3 validiert werden. Dabei zeigte sich, dass die Infiltration von CD68-
und CD163-positiven Makrophagen signifikant mit der Anzahl p-STAT3-positiver GEAC-
Zellen korrelierte. Für CD68 konnte zudem eine enge Assoziation mit dem nukleären Nach-
weis von STAT3 nachgewiesen werden. Der JAK/STAT3-Signalweg reguliert eine Vielzahl
von zellulären Prozessen, die insbesondere von Tumorzellen genutzt werden. Dabei kann
STAT3 als Transkriptionsfaktor die Tumorprogression, Metastasierung, Therapieresistenz
und Immunsuppression von Tumoren beeinflussen. Die Aktivierung von STAT3 erfolgt in
der Regel über Zytokine und Wachstumsfaktoren, die an spezifische Zelloberflächenre-
zeptoren (z. B. IL-6-Rezeptor) binden. Dadurch werden die assoziierten JAKs aktiviert,
welche STAT3 phosphorylieren. Das aktivierte STAT3 bildet Dimere, transloziert in den
Zellkern und reguliert dort die Expression zahlreicher Zielgene [84, 348]. Damit können
sowohl die STAT3-Phosphorylierung als auch die STAT3-Translokation als Marker für
die Aktivierung des Signalwegs herangezogen werden. Die Gesamtheit der Befunde un-
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terstützt die Annahme, dass Makrophagen über die Freisetzung spezifischer Faktoren
den STAT3-Signalweg in GEAC-Zellen aktivieren können. Diese Beobachtungen werden
durch diverse Forschungsarbeiten gestützt. Allerdings sind diese Befunde in Tumormo-
dellen des ESCC, des Magenkarzinoms und auch vieler anderer Tumorentitäten erhoben
worden, nicht aber für das GEAC. So zeigte eine umfassende bioinformatische Analyse der
TIMER-Datenbank (Tumor Immune Estimation Resource), dass STAT3 mit der Infiltra-
tion von CD68- und CD163-positiven Makrophagen korreliert [349]. Allerdings wurde in
dieser Studie nicht untersucht, ob diese Korrelation auch mit einer gesteigerten Aktivität
von STAT3 zusammenhängt. Ergänzend konnte eine Arbeit von Sui et al., mittels ver-
gleichender Genexpressionsanalysen und Einzelzellsequenzierungen demonstrieren, dass
Makrophagen durch die Freisetzung des Chemokins CCL18 eine STAT3-Aktivierung in
ESCC-Zellen induzieren. Zudem wurde ein hoher CCL18-Spiegel mit einer ungünstigen
Prognose bei ESCC-Patienten in Verbindung gebracht [350]. Eine weitere Studie zeigte,
dass THP-1-Makrophagen durch Stimulation mit konditioniertem Medium von Magenkar-
zinomzellen proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-6, IL-1β und IL-8 freisetzen.
Diese Zytokine führten wiederum zu einer STAT3-Aktivierung in den Magenkarzinom-
zellen und induzierten eine erhöhte Proliferation der Tumorzellen [351]. Eine ergänzende
Untersuchung demonstrierte, dass IL-10, das von Makrophagen sezerniert wird, die Pro-
liferation und Invasion von Magenkarzinomzellen über den c-Met/STAT3-Signalweg re-
guliert [352]. Weitere Befunde, in denen eine makrophageninduzierte STAT3-Aktivierung
nachgewiesen wurde, stammen aus Studien zum Cholangiokarzinom, Lungenkarzinom,
kolorektalen Karzinom, Melanom und Pankreaskarzinom [353–357]. Jedoch fehlen in den
meisten dieser Arbeiten mechanistische Untersuchungen, die zeigen, dass STAT3 eine
Proliferation in Tumorzellen induzieren kann. Um dies zu prüfen und um die Rolle der
STAT3-Aktivierung auf die Makrophagen vermittelte Lapatinib-Resistenz zu untersuchen,
wurde im vorliegenden Projekt ein siRNA-vermittelter Knockdown von STAT3 durchge-
führt. Ergänzend wurde die STAT3-Aktivität in den GEAC-Zellen PT1590 durch den
STAT3-Inhibitor Napabucasin gehemmt. Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl der STAT3-
Knockdown als auch die Behandlung mit dem STAT3-Inhibitor Napabucasin den durch die
THP-1-Kokultur erhöhten Anteil vitaler Zellen reduzierten und die PT1590-Zellen gegen-
über Lapatinib wieder resensibilisierten. Die durch Makrophagen induzierte Proliferation
konnte hingegen nicht durch den STAT3-Knockdown, aber durch die Behandlung mit
Napabucacin beeinflusst werden. Napabucasin hemmt vor allem die Transkriptionsaktivi-
tät von STAT3 durch die Bildung von ROS mit Beeinträchtigung der DNA-Bindung von
STAT3 [358]. Somit hat Napabucasin eine umfangreichere Wirkung und kann dadurch die
stärkere Wirkung erklären. Auffällig war jedoch, dass die Makrophagen-vermittelte Pro-
liferation unter Lapatinib-Behandlung durch den STAT3-Knockdown aufgehoben werden
konnte. Insgesamt deuten die Befunde darauf hin, dass STAT3 offenbar an der makro-
phageninduzierten Lapatinib-Resistenz beteiligt ist, während der proliferationsfördernde
Effekt der Makrophagen auf die GEAC-Zellen weitgehend unabhängig von STAT3 ist.
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So könnte man davon ausgehen, dass die Makrophagen eine Lapatinib-Resistenz über
STAT3 vermitteln und die Proliferationsförderung über einen STAT3-unabhängigen Me-
chanismus. Diese Annahme wird bereits durch die allgemein bekannten Funktionen von
STAT3 unterstützt. STAT3 vermittelt als Transkriptionsfaktor in Tumorzellen vor allem
Anti-Apoptose-Signale, indem Proteine wie Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 oder Survivin hochre-
guliert werden. Auch wenn STAT3 durch die Induktion von Cyclin D1 oder c-Myc indi-
rekt zur Proliferation beiträgt, gilt er nicht als primärer Proliferationstreiber, da dieses
Signal in vielen Tumoren hauptsächlich durch MAPK/ERK- oder PI3K/AKT-Wege do-
miniert wird [84, 348, 359, 360]. Im vorliegenden Projekt zeigte sich zudem, dass diese
Signalwege unter dem Einfluss von Makrophagen aktiviert werden. So könnte angenom-
men werden, dass der mitogene Effekt der Makrophagen vor allem auf die Aktivierung
des AKT- oder ERK-Signalwegs zurückzuführen ist. Für das GEAC konnten bisher keine
Daten erhoben werden, die eine Rolle von STAT3 bei der Lapatinib-Resistenz nachwei-
sen. Jedoch zeigten die Autoren Huang et al., eine mögliche Beteiligung des STAT3-
Signalwegs bei der Lapatinib-Resistenz in Mammakarzinomzellen. Diese Studie zeigte,
dass eine langfristige Behandlung von HER2-positiven Brustkrebszellen mit Lapatinib ei-
ne verstärkte Expression von IL-6 induziert, welches über den JAK/STAT3-Signalweg die
Resistenzentwicklung gegenüber Lapatinib fördert. Dabei führte der aktivierte STAT3-
Signalweg zur Aufrechterhaltung von Tumorstammzell-Eigenschaften und einer erhöhten
Invasionsfähigkeit der Tumorzellen. Erstmals konnten die Autoren zudem durch STAT3-
Knockdown-Experimente einen direkten mechanistischen Zusammenhang zwischen der
STAT3-Aktivierung und der Lapatinib-Resistenz nachweisen [361]. Eine weitere Studie
unterstreicht die Bedeutung der STAT3-Aktivierung als zentralen Mechanismus der er-
worbenen Lapatinib-Resistenz. Die Autoren konnten zeigen, dass die Lapatinib-resistente
Mammakarzinomzelllinie SKBR3-L eine erhöhte STAT3-Aktivität aufwies und dass diese
Resistenz sowohl durch siRNA-vermittelten Knockdown als auch durch pharmakologische
Inhibition von STAT3 überwunden werden konnte. Darüber hinaus wirkte die Kombi-
nation mit dem HSP90-Inhibitor Ganetespib synergistisch, indem es nukleäres STAT3
depletierte und dadurch die STAT3-vermittelte Hochregulation anti-apoptotischer Gene
wie Bcl-2 und Bcl-xL sowie proliferationsfördernder Faktoren wie Cyclin D1 und c-Myc
reduzierte [362]. Weitere Hinweise, dass STAT3 Einfluss auf die Effektivität von Lapati-
nib hat, ergeben sich aus Studien, die zeigen, dass STAT3 auch an der Ausbildung von
Resistenzen gegenüber anderen TKIs beteiligt ist. So demonstrierten zwei Studien, dass
Gefitinib-resistente Bronchialkarzinom-Zelllinien eine verstärkte STAT3-Phosphorylierung
aufwiesen und ein siRNA-vermittelter Knockdown von STAT3 die Sensitivität gegenüber
Gefitinib wiederherstellen konnte [363, 364]. Interessanterweise zeigte eine Veröffentli-
chung, dass STAT3 das therapeutische Ansprechen auf TKI verbessern kann. Hier zeigte
die Arbeit von Hu et al.,, dass die Methyltransferase NSUN2 in kolorektalen Karzinomen
die Progression fördert und die Sensitivität gegenüber Lapatinib steigert. Mechanistisch
wurde dies auf die Aktivierung des CUL4B/ErbB-STAT3-Signalwegs mit konsekutiv er-
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höhter Bildung des HER2-Rezeptors und einer daraus resultierenden Abhängigkeit von
HER2-Signalen zurückgeführt. Dies weist darauf hin, dass STAT3 nicht ausschließlich Re-
sistenzmechanismen vermittelt, sondern unter bestimmten Bedingungen auch die Wirk-
samkeit von TKIs wie Lapatinib steigern kann [189]. In der Gesamtheit konnten wir jedoch
nachweisen, dass der STAT3-Signalweg die Makrophagen-induzierte Lapatinib-Resistenz
vermittelt und die Makrophagen-induzierte Proliferation möglicherweise über die Aktivie-
rung der Signalwege AKT und ERK erfolgt. Um dies genauer zu prüfen, wären weitere
mechanistische Experimente notwendig gewesen, die nicht mehr Teil dieses Projektes wa-
ren.
Im ersten Teil der Arbeit stellte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der In-
filtration von Makrophagen und der Tumorprogression und dem Gesamtüberleben von
GEAC-Patienten dar. Dabei konnte zusätzlich gezeigt werden, dass die Aktivierung des
STAT3-Signalwegs auch mit der Menge der CD68- und CD163-positiven Makrophagen
korreliert. Ob die STAT3-Aktivierung auch mit der Tumorprogression und dem Gesamt-
überleben der GEAC-Patienten korreliert, wurde anschließend mit Hilfe des GEAC-TMA
untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des STAT3-Signalwegs kei-
nen Einfluss auf das Gesamtüberleben der GEAC-Patienten hat. Es zeigte sich jedoch,
dass sowohl die Stärke der STAT3-Phosphorylierung als auch die Höhe der prozentualen
STAT3-Translokation mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen zusammenhängt.
Folglich könnte man annehmen, dass Makrophagen die Tumorprogression von GEAC-
Patienten nur zu einem gewissen Grad über STAT3-unabhängige Mechanismen vermit-
teln. Andererseits zeigte sich, obwohl statistisch nicht signifikant, dass das mediane Ge-
samtüberleben deutlich kürzer ist, sobald eine starke STAT3-Aktivierung nachgewiesen
werden konnte. Das spiegelte sich auch in der geringeren 5-ÜLR wieder. So könnte die
fehlende statistische Signifikanz auch durch die geringe Kohortengröße bzw. statistische
Power zu erklären sein. Es ist denkbar, dass in größeren GEAC-Kohorten ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen der STAT3-Aktivierung und dem Gesamtüberleben
nachweisbar wäre. Eine Studie aus dem Jahr 2022 zeigte allerdings einen relevanten Zu-
sammenhang zwischen der STAT3-Aktivierung und klinisch-pathologischen Parametern
sowie dem Gesamtüberleben bei lediglich 91 GEAC-Patienten, sodass auch methodische
und systematische Unterschiede eine Rolle für die abweichenden Beobachtungen spielen
könnten [365]. Zusätzlich könnte auch die Heterogenität der Patientenkohorte die Zusam-
menhänge abschwächen. Darüber hinaus wird die Komplexität der STAT3-Funktion durch
die divergenten Befunde einer weiteren Studie deutlich. Hier zeigten die Autoren, dass eine
starke STAT3-Phosphorylierung, insbesondere in Tumorzellen, die am Rand des Tumors
lokalisiert waren, mit einem signifikant längeren Gesamtüberleben von GEAC-Patienten
assoziiert war [366]. Zusammenfassend zeigte jedoch die Mehrheit der Studien inklusive
umfangreicher Metaanalysen über viele Tumorentitäten hinweg, dass STAT3 mit einer
ungünstigen Prognose der Patienten zusammenhängt [367–373]. Es kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass die Interaktion der Tumorzellen mit Makrophagen ein sehr
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komplexes Netzwerk darstellt und es somit wahrscheinlicher ist, dass Makrophagen ihren
Einfluss auf GEAC-Zellen nicht nur über den STAT3-Signalweg vermitteln, sondern viel-
mehr in Kombination mit anderen Signalwegen (AKT, ERK, NF-κB) [374–376].
Um die Rolle der STAT3-Phosphorylierung als Signalweg der makrophagenvermittelten
Lapatinibresistenz weiter zu bestätigen, sind noch ergänzende Untersuchungen nötig.
Dabei sollten weitere mechanistische Experimente durchgeführt werden, wie z. B. die
Generierung einer STAT3-überexprimierenden Zelllinie, um zu testen, ob die Lapatinib-
Resistenz darunter wiederhergestellt werden kann. Darüber hinaus sollten in vivo-Experimente
durchgeführt werden. Um die klinische Relevanz zu analysieren, sollte die Stärke der
STAT3-Phosphorylierung in Tumorgeweben von GEAC-Patienten untersucht werden, die
unter zielgerichteter HER2-Therapie einen Progress aufzeigten. Sofern diese Experimente
die Rolle von STAT3 in der Lapatinib-Resistenz weiter bestätigen, sollte STAT3 als the-
rapeutisches Ziel in HER2-resistenten GEAC-Patienten systematisch untersucht werden.
Der bisher am umfassendsten untersuchte STAT3-Inhibitor ist Napabucasin. Dieser konn-
te trotz initial präklinisch positiver Befunde in der multizentrischen placebo-kontrollierten
Phase-III-Studie (BRIGHTER) keinen Überlebensvorteil in GEAC-Patienten nachweisen.
Dabei untersuchte man bei bereits vorbehandelten GEAC-Patienten, ob die zusätzli-
che Gabe von Napabucasin zu Paclitaxel das Gesamtüberleben und das PFS verbessern
könnte. Obwohl die Kombinationstherapie gut vertragen wurde, betrug das mediane Ge-
samtüberleben in der Napabucasin-Gruppe 6,9 Monate gegenüber 7,3 Monaten in der
Placebo-Gruppe. Auch das PFS lag bei 3,5 Monaten in der Napabucasin-Gruppe und bei
3,6 Monaten in der Placebo-Gruppe. Eine Subgruppen-Analyse wurde jedoch in dieser
Studie nicht durchgeführt [377]. Auch in weiteren großen klinischen Studien konnte die
zusätzliche Gabe von Napabucasin das Gesamtüberleben der Patienten nicht verbessern
[378–380]. Diese Beobachtung unterstützt die Befunde der vorliegenden Arbeit, denn ein
proliferationsfördernder Effekt konnte nicht mit einer STAT3-Aktivierung in Verbindung
gebracht werden. Obwohl Napabucasin in vitro einen wachstumshemmenden Effekt zeigte,
war dieser unter STAT3-Knockdown nicht zu beobachten, sodass eine STAT3-Inhibition
zwar einen guten Ansatz darstellen könnte, eine Lapatinib-Resistenz zu überwinden, aber
wahrscheinlich nicht ausreichen wird, um das Makrophagen-vermittelte Tumorwachstum
oder das Tumorwachstum im Allgemeinen zu stoppen. Effektive Therapieansätze könnten
Kombinationen aus STAT3-Inhibitoren und der Blockade weiterer Signalwege darstellen
(z. B. MEK/ERK oder PI3K/AKT). Eine weitere Möglichkeit stellt die Neutralisierung
des makrophagensekretierenden Faktors dar, welcher die Signalwege STAT3, AKT und
ERK stimuliert. Um diesen zu identifizieren, wurden im Rahmen des vorliegenden Pro-
jektes umfangreiche Sekretom-Analysen der Zellkultur-Überstände durchgeführt. Diese
Analyse identifizierte eine Reihe differenziell sekretierter löslicher Faktoren, deren Einfluss
in Kapitel 4.4 genauer untersucht wurde.
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5.4 PDGF-AA/PDGFRα als zentraler Mechanismus
der Makrophagen-induzierten GEAC-Progression
und HER2-Therapieresistenz

Das Tumor-Stroma stellt eine hochdynamische und sich ständig ändernde Mikroumgebung
dar, die durch komplexe Interaktionen das biologische Verhalten von Tumoren maßgeb-
lich beeinflusst. Dabei können Tumorzellen sowohl miteinander als auch mit verschiedenen
Stromazellen und der ECM interagieren. Auch Stromazellen interagieren untereinander,
wodurch sie wiederum Auswirkungen auf die Tumorzellen haben können. [381]. Es ist
jedoch allgemein bekannt, dass die Tumor-Stroma-Interaktion die Proliferation, die Me-
tastasierung und das Ansprechen auf Therapien eines Tumors beeinflussen kann. Dabei
erfolgt die Interaktion über verschiedene direkte und indirekte Mechanismen. Während di-
rekte Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte die unmittelbare Nähe der Tumorzellen mit dem
Stroma erfordern, können die indirekten Interaktionen über lösliche Faktoren wie Zytoki-
ne, Chemokine und Wachstumsfaktoren auch über größere Distanzen erfolgen. Dadurch
sind Tumorzellen (z. B. des Primärtumors) potenziell dazu in der Lage, mit Stromakom-
ponenten der Fernmetastasen zu interagieren und so die Bildung einer metastatischen
Nische zu fördern [382, 383]. Sowohl die direkte als auch die indirekte Tumor-Stroma-
Interaktion führen in der Regel zur Aktivierung onkogener Signalwege wie JAK/STAT3,
PI3K/AKT und MAPK/ERK und somit zur Änderung des Phänotyps der Tumorzelle. Ein
tieferes Verständnis der Tumor-Stroma-Interaktionen liefert wertvolle Erkenntnisse über
die Mechanismen der Tumorprogression und kann zur Identifizierung neuer therapeuti-
scher Angriffspunkte beitragen.
Aus diesem Grund untersuchte das vorliegende Projekt, welche löslichen Faktoren von
den Makrophagen freigesetzt werden und wie diese an der Makrophagen-induzierten Pro-
liferation und Lapatinib-Resistenz beteiligt sind. Initial wurden Sekretom-Analysen der
Zellkulturüberstände der PT1590-Zellen, der THP-1-Makrophagen und der PT1590 +
THP-1-Kokultur sowie der Lapatinib-behandelten PT1590 + THP-1-Kokultur untersucht.
Hier konnten 15 differenziell sekretierte Faktoren identifiziert werden, deren wachstumsför-
dernde Wirkung sowie ihr potenzieller Beitrag zur Induktion einer Lapatinib-Resistenz an-
schließend näher untersucht worden sind. Gleichzeitig wurde mithilfe von GSEA-Analysen
geprüft, ob funktionelle Gensets überrepräsentiert exprimiert waren und in Zusammen-
hang mit den differenziell sekretierten Faktoren standen. Durch diese Analyse konnte
der Wachstumsfaktor PDGF-AA als potenzieller Kandidat der Makrophagen-induzierten
Proliferation und Lapatinib-Resistenz in den GEAC-Zellen identifiziert werden. PDGF-
AA gehört zu einer Gruppe von Wachstumsfaktoren, die physiologisch in der Embryo-
nalentwicklung, Wundheilung, Angiogenese sowie Differenzierung von Mesenchymzellen,
Fibroblasten und glatten Muskelzellen eine wichtige Rolle spielen. Die PDGF-Familie um-
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fasst vier verschiedene Isoformen (A, B, C, D), die jeweils als Homo- oder Heterodime-
re vorliegen können (z. B. PDGF-AA, -BB, -CC, -DD sowie PDGF-AB). Je nachdem,
welches Dimer vorliegt, wird ein bestimmter Rezeptor bevorzugt. So bindet PDGF-AA
ausschließlich an die PDGFRα Homodimere, während PDGF-AB sowohl PDGFR-αα als
auch PDGFR-αβ aktivieren kann. Grundsätzlich führt die Bindung des PDGF-Liganden
am korrespondierenden Rezeptor zur Rezeptordimerisierung mit Autophosphorylierung der
intrazellulären Domäne sowie der konsekutiven Aktivierung verschiedener Signalwege wie
PI3K/AKT, MEK/ERK, JAK/STAT3 und PLCγ/PKC. Eine vermehrte Aktivierung des
PDGF/PDGFR-Signalwegs wurde bereits mit Tumorproliferation, Migration und Angio-
genese in Verbindung gebracht [384].
Weitere Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, die auf ihre Fähigkeit hin unter-
sucht worden sind, das Ansprechen auf Lapatinib zu beeinflussen, waren CCL3, CCL20,
IL-8, Osteopontin und RANTES. Keiner dieser Faktoren konnte das Tumorwachstum för-
dern oder eine Lapatinib-Resistenz vermitteln. Während für die Faktoren CCL3, CCL20,
Osteopontin und RANTES bisher keine Daten hinsichtlich einer möglichen Beteiligung an
der Ausbildung einer Lapatinib-Resistenz vorliegen, stehen die vorliegenden Befunde für
das Chemokin IL-8 jedoch im Widerspruch zu bereits publizierten Daten. So konnten Ah-
med et al., demonstrieren, dass die Stimulation der SKBR3-Mammakarzinomzelllinie mit
IL-8 über die Aktivierung eines Src/EGFR/Erk1/2- und STAT3-Signalwegs eine Lapatinib-
Resistenz fördert [210]. Diese unterschiedlichen Beobachtungen lassen sich möglicherweise
durch folgende Aspekte erklären. Zunächst könnte die im vorliegenden Projekt verwendete
GEAC-Zelllinie PT1590 den korrespondierenden Rezeptor für IL-8 (CXCR1/CXCR2) nicht
exprimieren und somit gar nicht auf IL-8 reagieren können. Darüber hinaus nutzten die
Autoren eine deutlich höhere Konzentration von IL-8 (100 ng/ml), was die unterschiedlich
erhobenen Befunde auch erklären könnte. Zusätzlich könnten noch weitaus kompliziertere
Ursachen eine Rolle spielen, wie z. B. genetische Unterschiede, unterschiedliche Aktivie-
rungszustände der untersuchten Signalwege oder die Expression von antagonistischen
Rezeptoren [385–387].
Nachdem PDGF-AA als potenzieller Mediator der Makrophagen vermittelten Proliferation
und Lapatinib-Resistenz identifiziert wurde, wurde in einem nächsten Schritt verifiziert,
ob Makrophagen tatsächlich die Quelle des PDGF-AA sind. Da der Nachweis von PDGF-
AA im Zellkulturüberstand der THP-1 + PT1590-Kokultur keine Informationen über die
zelluläre Quelle liefert, wurden zunächst qPCR-Analysen durchgeführt. Hier bestätigte
sich, dass die THP-1-Makrophagen die Quelle des PDGF-AA sind. Darüber hinaus konn-
te demonstriert werden, dass durch die Anwesenheit der PT1590-Zellen die Expression
des PDGFA in den THP-1-Makrophagen verstärkt wurde. Allerdings zeigten sich keine
höheren Mengen des PDGF-AA in der Kokultur im Vergleich zur THP-1-Monokultur.
Somit deuten die Befunde darauf hin, dass die THP-1-Makrophagen bereits eine hohe
basale Menge des PDGF-AA aufweisen und diese für die Effekte in den PT1590-Zellen
ausreicht. Dass keine höheren Mengen des PDGF-AA im Kokulturüberstand nachzuweisen
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waren, könnte durch einen Verbrauch des PDGF-AA zu erklären sein. Denn durch die Bin-
dung des PDGF-AA an den korrespondierenden Rezeptor ist dieses nicht mehr als freies,
lösliches PDGF-AA mittels ELISA-Verfahren nachzuweisen. Dass THP-1-Makrophagen
PDGF-AA bilden können, wurde bereits durch einige Studien demonstriert. So zeigte
eine Forschungsarbeit, dass THP-1-Makrophagen durch die Stimulation mit konditionier-
tem Medium einer Zervixkarzinomzelllinie erhöhte Mengen PDGF-AA sezernieren [388].
Eine weitere Studie zeigte, dass THP-1-Makrophagen durch die Stimulation mit einer
oxidierten Form des „Low-Density-Lipoproteins“ PDGF-AA freisetzen [389]. Da THP-1-
Makrophagen lediglich ein Modell von Makrophagen darstellen, können die Ergebnisse
nicht auf die in vivo-Situation übertragen werden. Deshalb wurde die klinische Relevanz
mit Hilfe des GEAC cDNA Microarrays und immunhistologischer Analysen von Tumorge-
weben von GEAC-Patienten noch weiter untersucht. Hier zeigte sich initial, dass sowohl
die Expression von CD68 als auch die von CD163 signifikant mit der Expression von
PDGFA korreliert. Darüber hinaus konnte mit Hilfe einer RNAScope-Analyse von GEAC-
Tumorgewebe nachgewiesen werden, dass CD68-positive Makrophagen PDGFA exprimie-
ren. Gleichzeitig ergab die Analyse, dass es weitere Quellen für PDGFA gibt und dass
sich bei einigen Patienten auch eine sehr starke Expression von PDGFA in den Tumor-
zellen selbst nachweisen ließ. Durch den Nachweis von PDGF-AA im Tumorgewebe und
im umliegenden Stroma lässt sich eine zentrale Rolle von PDGF-AA in der Tumorbiologie
des GEAC ableiten. Darüber hinaus ist davon auszugehen, dass Makrophagen nicht die
einzige Quelle einer PDGF-AA-abhängigen Tumorprogression darstellen, sondern weitere
stromale und möglicherweise auch die Tumorzellen selbst über autokrine Mechanismen
hierzu beitragen. Dass PDGF-AA an der Makrophagen-induzierten Tumorprogression be-
teiligt sein könnte, wurde bereits in einigen Untersuchungen nachgewiesen. So zeigte eine
Studie in einem orthotopen Xenograft-Mausmodell für Ovarialkarzinome, dass täglicher
Immobilisationsstress zu einem gesteigerten Tumorwachstum und zu einer verstärkten In-
filtration von CD68-positiven Makrophagen führte. Diese Makrophagen bildeten darauf-
hin vermehrt PDGF-AA, welches durch die Depletion der intratumoralen Makrophagen
mittels Zoledronsäure nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Zusätzlich zeigten die
Autoren, dass eine erhöhte PDGFA-Expression mit einem reduzierten Gesamtüberleben
von Ovarialkarzinom-Patienten korreliert. In dieser Studie fehlten jedoch die mechanis-
tischen Analysen, dass PDGF-AA der Mediator des stressinduzierten Tumorwachstums
ist [390]. Die RNAScope-Analysen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass neben Makro-
phagen auch andere Zellen des Stromas und die Tumorzellen selbst PDGF-AA bilden.
Diese Beobachtung konnte in einer 2006 veröffentlichten Studie bestätigt werden und
verdeutlicht darüber hinaus die komplexe Rolle von PDGF-AA im Tumor-Stroma. Denn
die Autoren konnten nachweisen, dass PDGF-AA, welches von Bronchialkarzinomzellen
freigesetzt wurde, Fibroblasten rekrutiert und diese über den PDGFRα aktiviert. Diese
Aktivierung führte wiederum zur Stimulation des Tumorwachstums [391].
In einem nächsten Schritt wurden im Rahmen des vorliegenden Projekts mechanisti-
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sche Experimente durchgeführt, um die Rolle von PDGF-AA in der durch die Makro-
phagen vermittelte Proliferation und Lapatinib-Resistenz zu untersuchen. Hierfür wur-
de zunächst untersucht, ob PDGF-AA die Proliferation von GEAC-Zellen stimulieren
kann und ob PDGF-AA in der GEAC-Zelllinie PT1590 eine Aktivierung der Signalwege
STAT3, AKT und ERK induzieren kann. Hier zeigte sich zunächst, dass die Stimulati-
on der PT1590-Zellen mit PDGF-AA zu einem erhöhten Ki-67-Proliferationsindex führte
und dass unter PDGF-AA-Stimulation eine zeitabhängige Aktivierung der Signalwege
STAT3, AKT und ERK zu beobachten war. Hier stellte sich die AKT-Phosphorylierung
deutlich stärker dar als die ERK- und STAT3-Phosphorylierung. Darüber hinaus zeigte
sich ein erneuter Anstieg der STAT3-Phosphorylierung nach 24 Stunden. Dass PDGF-
AA als Wachstumsfaktor die Proliferation von Tumorzellen beeinflussen kann, wurde
bereits in verschiedenen Studien zum Mammakarzinom [392], Glioblastom [393–396],
gastrointestinalen Stromatumor [397, 398], Osteosarkomen [399, 400] und Lymphomen
[401] gezeigt. Bislang ist eine durch PDGF-AA vermittelte STAT3-Aktivierung lediglich
in einem Glioblastom-Modell beschrieben. Dabei induzierte die PDGF-AA-Stimulation
von Glioblastom-Krebsstammzellen eine STAT3-Phosphorylierung mit einem biphasischen
Verlauf, der analog zu unseren Daten, nach 24 Stunden erneut einen Anstieg zeigte. Hier
diskutierten die Autoren, dass durch PDGF-AA ein positiver Rückkopplungsmechanis-
mus induziert wird. So könnte z. B. die PDGF-AA-Stimulation über die Aktivierung von
STAT3 die Genexpression von Zytokinen wie IL-6 bewirken und diese wiederum über an-
dere Rezeptoren eine verzögerte STAT3-Phosphorylierung induzieren [395]. Die Western-
Blot-Analysen zeigten zudem, dass PDGF-AA vor allem die Phosphorylierung von AKT in
den PT1590-Zellen bewirkt. Ein vergleichbarer Befund konnte in den Mammakarzinom-
zelllinien BT474 und MDA-MB-231 erhoben werden. Hier zeigten die Autoren, dass der
Transkriptionsfaktor FoxM1 die Expression von PDGFRA induziert und dieses wiederum
über die Aktivierung von AKT die Proliferation der Zelllinien fördert [402]. Das vorlie-
gende Projekt konnte zudem erstmals zeigen, dass die Behandlung der PT1590-Zellen
mit PDGF-AA die Wirksamkeit von Lapatinib deutlich reduzierte. Da das Homodimer
PDGF-AA ausschließlich an den PDGFRα bindet, wurde zunächst untersucht, welche der
in diesem Projekt verwendeten GEAC-Zelllinien diesen Rezeptor exprimieren. Es zeigte
sich, dass die Zelllinien PT1590 und PT6216 den PDGFRα exprimieren, während die
Zelllinien LN1590, NCI-N87, SKGT4 und OE33 keine Expression aufwiesen. Dieser Be-
fund erklärt, warum unter den GEAC-Zellen die PT1590-Zelllinie am stärksten durch die
Anwesenheit der THP-1-Makrophagen beeinflusst wird. Darüber hinaus ist das Fehlen
des PDGFRα in den NCI-N87-Zellen eine weitere Erklärung, warum diese Zellen unter
dem Einfluss der Makrophagen zwar eine verminderte Sensitivität gegenüber Lapatinib
zeigen, jedoch weiterhin eine wachstumshemmende Wirkung nachweisbar ist. Hier muss
von einem alternativen Mechanismus der Makrophagen vermittelten Lapatinib-Resistenz
ausgegangen werden. Da die NCI-N87-Zellen nach der Kokultur ebenfalls eine starke
STAT3-Aktivierung aufwiesen, könnten vermutlich die Zytokine IL-6, IL-8 oder TNFα
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an der Ausbildung der Lapatinib-Resistenz beteiligt sein. Interessanterweise ließ sich der
PDGFRα in den PT6216-Zellen nachweisen, obwohl diese unter dem Einfluss der THP-1-
Makrophagen einen reduzierten Anteil vitaler Zellen aufwiesen. Im Rahmen des Projektes
wurden diese Zellen jedoch nicht mit PDGF-AA stimuliert, sodass keine Aussage darüber
getroffen werden kann, ob durch die Stimulation mit PDGF-AA proliferationsfördernde
Signalwege wie AKT aktiviert werden können. Deshalb könnte die Reduktion der PT6216-
Zellen unter THP-1-Kokultur durch verschiedene PDGFRα-unabhängige Mechanismen zu
erklären sein. So könnten die THP-1-Makrophagen Faktoren wie TRAIL, Fas-Ligand oder
ROS freisetzen, die Zellstress und Apoptose in den PT6216-Zellen induzieren. Im Rah-
men des Projekts wurde allerdings nicht näher untersucht, ob die Zellen im Rahmen der
THP-1-Kokultur eine Apoptose zeigen.
Zusätzlich konnte in den PT1590-Zellen durch Knockdown-Experimente und pharmakolo-
gische Hemmversuche des PDGFRα mit Crenolanib sowie antikörpervermittelte Neutrali-
sation von PDGF-AA das Ansprechen auf Lapatinib in der Makrophagen-Kokultur wieder-
hergestellt werden. Darüber hinaus konnte durch den Funktionsverlust des PDGFRα die
Makrophagen vermittelte Proliferation sowie die AKT- und ERK-Aktivierung der PT1590-
Zellen aufgehoben werden. Interessanterweise blieb die Makrophagen-induzierte STAT3-
Aktivierung auch unter PDGFRα-Knockdown erhalten. Dies erscheint widersprüchlich,
da auch der Knockdown von STAT3 die Resistenz aufhebt. In der Zusammenschau lässt
sich aus diesen Befunden ableiten, dass die Makrophagen durch Freisetzung von PDGF-
AA einen PDGFRα/AKT-Signalweg aktivieren, welcher die Proliferation fördert und die
Lapatinib-Resistenz vermittelt. Die fortbestehende STAT3-Phosphorylierung trotz Funkti-
onsverlust von PDGFRα unterstützt die Annahme, dass die STAT3-Aktivierung nicht der
primäre, aber dennoch ein beteiligter Signalweg für die Lapatinib-Resistenz ist. So könnte
es sein, dass die PT1590-Zellen über beide Signalwege die Resistenz vermitteln, wobei
AKT offenbar der wichtigere Signalweg ist. Zudem ist davon auszugehen, dass der STAT3-
Signalweg durch andere Zytokine aktiviert wird. In weiterführenden Experimenten, die
nicht Teil des vorliegenden Projekts waren, konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass die
Zytokine und Chemokine CCL19/20, CCL3, IL-6, IL-8, Osteopontin, GDF-15 und RAN-
TES keine STAT3-Aktivierung induzieren. Es könnte jedoch auch möglich sein, dass durch
PDGF-AA die Expression proinflammatorischer Zytokine induziert wird und diese anschlie-
ßend über einen autokrinen und PDGFRα-unabhängigen Signalweg STAT3 aktivieren. Da-
mit ließe sich auch die weiterhin erhaltene STAT3-Aktivierung nach PDGFRA-Knockdown
erklären. Obwohl bisher keine vergleichbaren Daten erhoben worden sind, konnten erste
Hinweise für eine entscheidende Rolle des PDGFRα in der Entwicklung von Therapieresis-
tenzen im HER2-positiven Mammakarzinom gewonnen werden. Hier zeigten die Autoren,
dass Trastuzumab-resistente Mammakarzinomzelllinien erhöhte Mengen des PDGFRα
aufwiesen Parallel bildeten die Trastuzumab-resistenten Zellen vermehrt IL-6, welches zu
einer Aktivierung des STAT3-Signalwegs führte. Durch die pharmakologische Inhibition
des PDGFRα mit Ponatinib konnten die IL-6-Sekretion und die STAT3-Phosphorylierung
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reduziert sowie das Ansprechen auf Trastuzumab wiederhergestellt werden. Zusätzlich
zeigten die Autoren, dass eine hohe PDGFRA-Expression mit einem schlechteren Ge-
samtüberleben der Mammakarzinom-Patienten assoziiert ist [403]. Eine weitere Studie
konnte zeigen, dass Plattenepithelkarzinomzellen in der Kokultur mit mesenchymalen
Stammzellen vermehrt PDGF-AA sezernieren, welches über einen autokrinen Mechanis-
mus den PDGFRα aktiviert und dadurch über den AKT-Signalweg das Ansprechen auf
das Zytostatikum Cisplatin vermindert [404]. Daten aus der Melanomforschung liefern
zusätzliche indirekte Evidenz für die Bedeutung des PDGF-AA/PDGFRα-Signalwegs in
der Entstehung von Therapieresistenzen. Sabbatino et al., konnten zeigen, dass BRAF-
resistente Melanomzellen durch die Aktivierung des Sonic-Hedgehog-Homolog-Signalwegs
eine Hochregulation des PDGFRα aufwiesen mit konsekutiver Aktivierung des AKT- und
ERK-Signalwegs. Parallel konnte durch Knockdown und pharmakologische Inhibition des
PDGFRα die Sensitivität gegenüber dem BRAF-Inhibitor Vemurafenib wiederhergestellt
werden. Zusätzlich zeigten die Autoren, dass Biopsien von Vemurafenib-resistenten Me-
lanompatienten eine erhöhte PDGFRα-Expression aufwiesen [405]. Eine weitere Studie
konnte demonstrieren, dass PDGF-D in Zellen des hepatozellulären Karzinoms (HCC)
eine EMT induziert und diese Zellen dadurch nicht mehr auf Gemcitabine ansprechen
[406]. Darüber hinaus konnten bereits mehrere Arbeiten demonstrieren, dass der PDGF-
AA/PDGFRα-Signalweg mit erhöhter Proliferation und Tumorprogression assoziiert ist
[394, 396, 407–412]. Zur weiteren Verifizierung der erhobenen Befunde wurde mithil-
fe des GEAC-TMA die Aktivierung des PDGFRα im Patientengewebe untersucht. Dazu
erfolgte eine immunhistochemische Färbung der phosphorylierten Form des PDGFRα (p-
PDGFRα) in Gewebeproben von 239 GEAC-Patienten. Durch diese Befunde konnten wir
die Hypothese, dass Makrophagen über die Freisetzung von PDGF-AA den PDGFRα ak-
tivieren können, weiter unterstützen. Denn immunhistochemische Untersuchungen von
CD163 und p-PDGFRα zeigten, dass die Aktivierung von p-PDGFRα insbesondere dort
zu detektieren war, wo eine hohe Dichte an CD163-positiven Makrophagen nachzuweisen
war. Ferner erfolgte eine weitere Analyse, ob die Aktivierung des PDGFRα Einfluss auf die
klinische Progression und das Gesamtüberleben von GEAC-Patienten hat. Dabei zeigten
92 % der GEAC-Patienten eine positive Färbung für p-PDGFRα. Unter diesen Patienten
zeigten 44,7 % eine starke Färbung für p-PDGFRα. Diese Beobachtung weist auf auf eine
sehr ausgedehnte Aktivierung des PDGFRα-Signalwegs hin. Da in der immunhistoche-
mischen Analyse jedoch ausschließlich die phosphorylierte Form des PDGFRα untersucht
wurde, sollte dieser Befund kritisch bewertet werden. Eine ergänzende Analyse der Ge-
samtmenge an PDGFRα wäre notwendig, um Aktivierung und Expression voneinander
abzugrenzen. Dennoch stimmen unsere Befunde mit bereits publizierten Daten über-
ein. So zeigten Goscinski et al., in einer immunhistochemischen Analyse von 28 GEAC-
Patienten, dass 100 % der Proben PDGFRα-positiv waren [413]. Eine weitere Studie
demonstrierte einen vergleichbaren Befund, bei dem 91 % der GEAC-Patienten eine po-
sitive PDGFRα-Expression aufwiesen [414]. In einem nächsten Schritt wurde untersucht,
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ob die Aktivierung des PDGFRα einen Einfluss auf das Gesamtüberleben hat. Hierfür
wurde die Gesamtheit der PDGFRα-Phosphorylierung in negativ, schwach und stark ka-
tegorisiert. Dabei zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede in Bezug auf das Gesamt-
überleben. Allerdings zeigten die Patienten mit fehlender PDGFRα-Phosphorylierung eine
tendenziell schlechtere Überlebensrate. Eine mögliche Erklärung könnte ein geringerer Dif-
ferenzierungsgrad der GEAC-Tumoren sein. Diese Annahme wird u. a. durch Daten zum
triple-negativen Mammakarzinom (TNBC) gestützt. Dieser Subtyp ist durch das Fehlen
therapeutisch relevanter Transmembranrezeptoren sowie durch eine ungünstige Prognose
und einen häufig niedrigen Differenzierungsgrad gekennzeichnet. Obwohl die Mehrheit der
publizierten Studien eine Aktivierung des PDGFRα mit einem ungünstigeren Gesamtüber-
leben in Verbindung bringt, demonstrieren einzelne Arbeiten entgegengesetzte Befunde.
So zeigte eine Studie, dass eine hohe Expression von PDGFRA in Pankreaskarzinomen mit
einem verlängerten medianen Gesamtüberleben assoziiert war [415]. Eine weitere Untersu-
chung konnte nachweisen, dass eine starke PDGFRA-Expression in Stromazellen mit einem
verlängerten Gesamtüberleben von Bronchialkarzinompatienten korreliert [416]. Weitere
Daten zum klarzelligen Nierenzellkarzinom zeigten zudem, dass eine hohe Expression von
PDGFB das Tumorwachstum signifikant hemmt und die Sterblichkeit deutlich verringert
[417]. Als mögliche Erklärung wird der Einfluss von PDGF-Liganden auf Perizyten heran-
geführt. Dabei vermuten die Autoren, dass die Aktivierung des PDGF/PDGFR-Signalwegs
zur Rekrutierung von Perizyten führt, welche das Endothel der intratumoralen Gefäße
stabilisieren und dessen Permeabilität verringern. Dadurch wird die Intravasation der Tu-
morzellen in das Gefäßsystem vermindert, was mit einer reduzierten Metastasierungsrate
und einem verbesserten Gesamtüberleben einhergeht [418].
Da die Lokalisation des PDGFRα einen unterschiedlichen Einfluss auf die Tumorprogres-
sion haben kann, wurde in einem weiteren Schritt zwischen der Aktivierung des Rezeptors
in Tumorzellen (tum. p-PDGFRα) und im Stroma (strom. p-PDGFRα) unterschieden. Da
PDGFRα seine Funktion primär an der Zellmembran vermittelt, wurde ergänzend die spe-
zifisch membranöse Färbung (membr. p-PDGFRα) ausgewertet, um eine bessere Abgren-
zung der aktiven Rezeptorpopulation zu ermöglichen. GEAC-Tumoren ohne p-PDGFRα-
Nachweis wurden von der Analyse ausgeschlossen, die verbleibenden Proben wurden
entsprechend der Färbungsintensität in schwach und stark positive Gruppen eingeteilt.
Signifikante Ergebnisse konnten hier vor allem für die membr. p-PDGFRα-Subgruppe
erhoben werden. Hier zeigte sich, dass eine starke membr. p-PDGFRα-Färbung mit ei-
nem fortgeschrittenen Tumorstadium und einem deutlich schlechteren Gesamtüberleben
korrelierte. Interessanterweise zeigte sich zudem, dass eine hohe p-PDGFRα-Färbung im
Tumorstroma eher mit einem niedrigeren Tumorstadium assoziiert war. Einfluss auf das
Gesamtüberleben konnte allerdings hier nicht beobachtet werden. Bislang liegen keine ver-
öffentlichten Studien vor, die eine differenzierte Analyse der PDGFRα-Aktivierung durch-
geführt haben. Mehrere Arbeiten zeigen jedoch, dass eine hohe PDGFRA-Expression mit
Tumorprogression und einem ungünstigeren Gesamtüberleben assoziiert ist. So zeigte eine
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Studie aus dem HCC, dass eine erhöhte PDGFRA-Expression mit einer erhöhten makro-
skopischen Gefäßinvasion, einem kürzeren Gesamtüberleben sowie einer höheren Rezi-
divrate korrelierte [419]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass PDGFR-α-
positive Mammakarzinome häufiger Lymphknotenmetastasen und eine HER2-Expression
aufwiesen und zudem mit einer ungünstigeren Prognose verbunden waren [420]. In unse-
rer GEAC-Kohorte fand sich ebenfalls ein hoher Anteil von GEAC-Patienten, die sowohl
HER2 als auch PDGFR-α exprimierten. Aufgrund der geringen Zahl HER2-positiver Fälle
(n = 11) waren jedoch keine verlässlichen Subgruppenanalysen möglich. Gleichwohl legen
die Befunde nahe, dass eine Koexpression von PDGFR-α und HER2 zur Therapieresistenz
beitragen könnte.
Der letzte Teil des vorliegenden Projektes untersuchte, ob PDGF-AA als diagnostischer
Biomarker genutzt werden kann. Hierzu wurden Serumproben von GEAC-Patienten auf
die Konzentration von PDGF-AA analysiert. Es zeigte sich zunächst, dass keine erhöhten
Mengen von PDGF-AA im Serum von GEAC-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden konnten. Das könnte daraufhin deuten, dass PDGF-AA primär lokal
im Tumormikromilieu wirkt und diese Menge nicht mit der Menge im Serum korreliert.
Darüber hinaus sind adipöse Kontrollpersonen durch eine chronisch erhöhte Sekretion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen charakterisiert und stellen daher nur eine bedingt ge-
eignete Vergleichsgruppe dar. Interessanterweise zeigte sich dennoch, dass höhere PDGF-
AA-Serumspiegel bei GEAC-Patienten mit einem fortgeschritteneren Tumorstadium und
einer geringeren Differenzierung assoziiert waren. Zusätzlich zeigten sich signifikant nied-
rige PDGF-AA-Spiegel, sobald die GEAC-Patienten eine neoadjuvante Therapie erhalten
hatten. Unter der Annahme, dass die Tumorlast therapiebedingt reduziert wurde, lässt
sich aus den Befunden ableiten, dass die Konzentration von PDGF-AA im Serum mit der
Tumorgröße korreliert. Einige Studien konnten bereits demonstrieren, dass PDGF-AA im
Serum als potenzieller Biomarker zur Abschätzung der Prognose herangezogen werden
kann. Dabei zeigte eine Studie, dass erhöhte PDGF-AA-Spiegel im Serum und im Blut
der intraoperativen venösen Drainage bei Patienten mit kolorektalem Karzinom mit einem
höheren Risiko für die Entwicklung von Fernmetastasen korrelierten [421]. Eine weitere
Arbeit zeigte, dass bei Patienten mit einem oralen Plattenepithelkarzinom erhöhte Men-
gen PDGF-AA im Serum nachgewiesen werden konnten. Diese korrelierte signifikant mit
dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und mit einem schlechteren Gesamtüberle-
ben [422].
In der Zusammenschau der Befunde liefert die vorliegende Arbeit deutliche Hinweise dar-
auf, dass Makrophagen durch die Freisetzung von PDGF-AA und die konsekutive Akti-
vierung des PDGFR-α/AKT-Signalwegs die Proliferation von Tumorzellen erhöhen, das
Ansprechen auf Lapatinib vermindern und somit insgesamt die Krankheitsprogression för-
dern. Auf Grundlage dieser Ergebnisse stellt die Behandlung von PDGFR-α-positiven
Patienten mit einem spezifischen PDGFR-α-Inhibitor (z. B. Crenolanib) eine potenzi-
elle Therapiemöglichkeit dar. Besonders bei HER2-positiven, therapierefraktären GEAC-
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Patienten sollte eine mögliche Koexpression von PDGFR-α in Betracht gezogen werden. In
diesem Kontext könnte eine Kombinationstherapie aus Crenolanib und HER2-gerichteten
Substanzen einen vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der Prognose dieser Pati-
entengruppe darstellen.
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Abbildungsverzeichnis
1 Barrett-Dysplasie-Karzinom-Sequenz: Durch den anhaltenden Reflux und das daraus

resultierende chronisch proinflammatorische Mikromilieu kommt es durch die Aktivierung
von morphogenen Signalwegen (CDX, Notch, SHH) zu einer intestinalen Metaplasie.
Durch weitere Akkumulation genetischer und epigenetischer Veränderungen entwickelt
sich aus der Metaplasie eine Low-Grade- und High-Grade-intraepitheliale Neoplasie bis
hin zum invasiven gastroösophagealen Adenokarzinom (GEAC) (modifiziert nach [12]) . 4

2 Signaltransduktionskaskaden der EGFR/HER2-Rezeptoren: Schematische Darstel-
lung der HER2-Rezeptor-Aktivierung mit den nachgeschalteten Signaltransduktionskaska-
den RAS/MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT3. Aufgrund des Fehlens eines eigenen Liganden
fungiert HER2 als ligandenunabhängiger, bevorzugter Dimerisierungspartner der übrigen
HER-Rezeptoren. Die Dimerisierung der Rezeptor resultiert in eine Autophosphorylie-
rung der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne. Diese führt letztendlich zur Aktivierung
der Signalproteine RAS, PI3K, oder JAK. Die Aktivierung dieser Signalwege führt zur
Transkription von Genen, die die Proliferation, die Angiogenese, die Migration und den
Zellzyklus beeinflussen. Trastuzumab und Pertuzumab inhibieren vor allem durch Bindung
an eine extrazelluläre Domäne die Dimerisierung der Rezeptoren. Lapatinib hemmt die
intrazelluläre-Tyrosinkinase-Domäne. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert
nach [75]) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

3 Schematische Darstellung der unterschiedlichen molekularen Mechanismen se-
kundärer Therapiereistenzen: Chemotherapie: Sekundäre Chemotherapie-Resistenzen
sind bis heute unzureichend verstanden. Durch die zugrunde liegende intratumorale Hete-
rogenität kann die Chemotherapie selbst im Sinne eines Selektionsdrucks Zellen selektie-
ren, welche nach diskontinuierlicher Therapie zu einer erneuten Progression führen. Hier
spielen genetische Veränderungen, zelluläre Plastizität sowie ABC-Transporter eine ent-
scheidende Rolle. Zielgerichtete Therapie: Durch eine genetische Adaption der Tumor-
zellen, z. B. durch eine erworbene Mutation innerhalb der therapeutischen Zielstruktur,
entfalten die Tumorzellen eine sekundäre Therapieresistenz. Darüber hinaus können Phä-
notypen wie Stammzellen und EMT-Zellen eine Resistenz vermitteln. Ebenso kann die
Aktivierung sogenannter Bypass-Signale die Wirkung zielgerichteter Therapien beeinflus-
sen. Immuntherapie: Hier können tumorintrinsische Mechanismen, z. B. die Mutation
des Beta-2-Mikroglobulins als Bestandteil des MHC-I-Rezeptors, die Effektivität der Im-
muntherapie beeinflussen. tumorextrinsische Mechanismen beschreiben die Veränderung
des Mikroenvironment, z. B. durch weniger Effektor-T-Zellen. Abbildung wurde mit Bio-
render erstellt (modifiziert nach [157]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

4 Schematische Darstellung der Monozyten Subtypen: Die Monozyten-Subtypen wer-
den durch ihrer unterschiedliche Expression der Oberfächenrezeptoren CD16 und CD14
differenziert. Die Subytpen kommen in unterschiedlichen Mengen im Blut vor und ha-
ben verschiedene Funktionen. Der klassische Monozyt migriert vor allem in das Gewebe
und differenziert sich zu Makrophagen und dendritischen Zellen. Abbildung wurde mit
Biorender erstellt (modifiziert nach [232]) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
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5 Schematische Darstellung der Eigenschaften und Funktionen von M1- und M2-
Makrophagen: M1-Makrophagen sind durch Expression der Oberflächenmarker iNOS,
MHC-II, TLR-4 und CD86 charakterisiert Sie zeichnen sich durch einen proinflammatori-
schen Phänotyp aus und sekretieren Zytokine wie TNF-α, IL-6 und IL-1β. M2-Makrophagen
bilden die Oberflächenmoleküle CD204, CD163, FIZZ1 und CD206. Sie wirken über die
Freisetzung von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-β sowie die Freiset-
zung von Wachstumsfaktoren wie VEGF geweberegenerierend und protumorigen. Abbil-
dung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert nach [238] . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

6 Schematische Darstellung der M2-Makrophagen-Polarisierung: M2-Makrophagen
können je nach Funktion und Zytokinprofil in weitere Subtypen differenziert werden. M2a-
Makrophagen fördern Regeneration und Wachstum durch die Freisetzung von u. a. TGF-β,
IL-10 und IGF. M2b-Makrophagen regulieren durch die Freisetzung von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen die Immunantwort. M2c-Makrophagen fördern durch die
Freisetzung von IL-10 die Immuntoleranz und Gewebestabilisierung. M2d-Makrophagen
fördern das immunsuppressive Mikroenvironment von Tumoren und fördern Angiogenese
und Proliferation. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert nach [238]. . . . . 26

7 Schematische Darstellung der Funktionen von tumorassoziierten Makrophagen
(TAMs) in der Karzinogenese: TAMs zeichnen sich durch die Expression bestimmter
Oberflächenmoleküle wie CD206, CD163, CSF1R und PDL1/2 aus. Darüber hinaus kön-
nen sie multiple Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren freisetzen. Sowohl durch
direkten als indirekten Kontakt zu Tumorzellen können sie das Tumorwachstum, die An-
giogenese, die Therapieresistenz, die Migration und Invasion fördern. Zusätzlich können
sie Immunzellen rekrutieren und durch die Aktivierung regulatorischer T-Zellen ein im-
munsuppressives Mileau schaffen. Abbildung wurde mit Biorender erstellt (modifiziert
nach [256]) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

8 Schematische Darstellung des experimentellen Vorgehens des vorliegenden Projektes: Zu
Hypothesengenerierung und Untersuchung der Expression makrophagen-spezifischer Ge-
ne diente ein cDNA-Mikroarray von 64 GEAC-Patienten als ’Discovery Set’. Diese er-
hobenen Befunde wurden anschlie0end in einem Tissue Mikroarray (TMA) von 360
GEAC-Patienten verifiziert und zusätzlich der Einfluss der Makrophageninfiltration auf
die klinisch-pathologischen Parameter untersucht. Anschließend wurden diese Befunde in
einem in-vitro indirekten Kokultursystem mechanistisch weiter untersucht und daraufhin
erneut im ’Discovery Set’ und ’Validation Set’ validiert. . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

9 Schematische Darstellung zur Tissue Microarray-Konstruktion: Mit Hilfe eines Ge-
webezylinders werden repräsentative Tumorbereiche ausgestanzt und in einen Paraffin-
Empfängerblock überführt. In diesen wurden zuvor mit der gleiche Stanze dazu kongru-
ente Säulen gestanzt. Aus diesem TMA-Block können 4 µm dicke Gewebeschnitte mit
einem Mikrotom angefertigt und anschließend histochemisch gefärbt werden. Abbildung
wurde mit Biorender erstellt (modifziert nach [304] . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

10 Schema der Dichtegradientenzentrifugation: A) In einem 50 ml Reaktionsgefäß wer-
den 15 ml Separationsmedium vorgelegt. Dieses wird sehr langsam mit verdünntem Blut
überschichtet und anschließend zentrifugiert. B) Nach der Zentrifugation entstehen durch
die unterschiedlichen Dichten Phasenringe. Ein Phasenring enthält die mononukleären
Zellen des peripheren Blutes, welche für die weiteren Experimente genutzt werden. . . . 51
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11 Versuchsaufbau der indirekten Kokultur: Die THP1-Monozyten werden für 24 Stun-
den mit 200 nM Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) inkubiert. Dies dient einer Diffe-
renzierung dieser Zellen in Makrophagen. Zur weiteren Verifizierung erfolgte die Kokultur
auch mit primären Monozyten, die aus den mononukleären Zellen des peripheren Blu-
tes von gesunden Spendern isoliert wurden. Als Modell des GEAC dienen die Zelllinien
PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und PT6216. Diese Zellen werden für 72 Std
indirekt mit den Makrophagen kokultiviert. Als Kontrolle wurden die Zellen zusätzlich in
Abwesenheit der Makrophagen kultiviert. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

12 Reaktionsablauf MTT-Assay: Das gelbe wasserlösliche Tetrazoliumsalz wird von vi-
talen Zellen aufgenommen und vornehmlich in den Mitochondrien durch die Succinat-
Dehydrogenase NADH abhängig reduziert. Das daraus enstehende blauviolette wasse-
runlösliche Formazan kann nach Zugabe durch Lösungsmittel (DMSO) photometrisch
bestimmt werden. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

13 Schematische Darstellung der Wirkweise von RNAScope: 1) Die RNAScope-Sonde
(Z-Sonde) besteht aus einer DNA-Sequenz, welche am 5’-Ende eine Sequenz aufweist, die
spezifisch für die Zielgensequenz ist, während das 3’-Ende die Pre-Amplifier-Bindungsseite
darstellt. Diese Sequenz dient als Andockstelle für die Pre-Amplifier-Oligonukleotide,
die den ersten Schritt der Signalverstärkung einleiten. 2) Die Z-Sonden hybridisieren
an der Ziel-RNA und sobald zwei Z-Sonden direkt nebeneinander an die Ziel-RNA bin-
den (ZZ-Paar), schließen sich ihre Linker-Sequenzen zu einer Bindungsplattform für den
Pre-Amplifier zusammen. Diese ist wiederum Bindungsstelle für die Amplifier und diese
für die Detektionssonden, welche in diesem Fall an ein Enzym (Alkalische Phosphatase
+ Meerrettichperoxidase (HRP)) gekoppelt sind (modifiziert nach [305]). . . . . . . . . 60

14 Schematischer Aufbau eines Western-Blot-Sandwich: Nachdem die Proteine mittels
SDS-Gelelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt wurden, werden die Proteine aus
dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Hierfür werden unter das SDS-Gel
zwei Whatman-Papiere und ein in Laufpuffer getränkter Schwamm platziert. Über das Gel
werden die Nitrozellulosemembran, zwei Whatman-Papiere und ebenfalls ein in Laufpuffer
getränkter Schwamm platziert. Nachdem eine Spannung angelegt wurde, migrieren die
negativ geladenen Proteine auf die Membran. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

15 Die Analyse des Sekretoms erfolgt mithilfe einer Nitrozellulosemembran, auf der 105
Antikörper gegen Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren immobilisiert sind. Auf
dieser Membran werden die sekretierten Faktoren durch die immobilisierten Antikörper
gebunden. Durch Zugabe biotinylierter Antikörper, die spezifisch für die jeweiligen Fak-
toren sind, kann mithilfe von HRP-gekoppelten Streptavidin-Molekülen ein Signal über
eine chemilumineszente Substratreaktion detektiert werden. . . . . . . . . . . . . . . . 66

16 Untersuchung der Genexpression des cDNA Mircroarrays GSE13898. Die normalisierten
Expressionswerte der Gene CD68 (A), CD163 (B), MSR1(C), NOS2A (D), HLDA-
DR (E), von 28 Patienten mit nicht-neoplastischen Kontrollgewebe (NT), 15 Patienten
mit einer Barrett-Vorläuferläsion (BAR) und 64 Patienten mit einem Adenokarzinom des
Ösophagus (EAC) wurden aus dem Array extrahiert und als mediane Expressionswerte
mit dem 25 % - 75 % interquartilen Abstand dargestellt. Der Kruskal-Wallis One-Way
ANOVA Test wurde für die statistische Analyse verwendet. Mit Hilfe des Dunn’s Multiple
Comparisons Test wurden die adjustierten P-Werte berechnet. P-Werte unter 0,05 wur-
den als statistisch signifikant betrachtet. *: p < 0,05, **: p < 0,002, ***: p < 0,0002,
****: p < 0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
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17 Vorgehensweise der Patientenselektion: A) Korrelationanalyse der normalisierten CD68
und CD163 Expressionswerte. Auswahl von jeweils vier GEAC-Patienten mit starker bzw.
schwacher CD68 und CD163 Expression. B) Quantil-Normalisierung nach Patientenselek-
tion. Die Quantil-Normalisierung erfolgte mit einem Online-Tool von https://software.broadinstitute.org/morpheus.
Dieses implementiert die klassische Quantil-Normalisierung (Quantile Normalization) nach
dem etablierten Verfahren von: Bolstad et al., 2003 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73

18 A) Venn-Diagramm der differenziell regulierten Gene in GEAC-Patienten mit starker und
schwacher Expression der Makrophagen-spezifischen Gene CD68 und CD163 B) Volcano-
Plot der differenziell regulierten Gene in GEAC-Patienten mit starker und schwacher Ex-
pression der Makrophagen-spezifischen Gene CD68 und CD163. Dargestellt sind adjus-
tierte und logarithmierte p-Werte (–log10(p-Werts) log2-Änderungsfaktor (Fold Change).
Adjustierte p-Werte < 0,05 und ein log2-Änderungsfaktor von 1,6 wurden als signifikant
angesehen. C) Heatmap der z-standardisierten Expressionswerte differentiell exprimierter
Gene in GEAC-Proben. Die Proben (MΦ+ : EAC_026, EAC_0,41, EAC_030, EAC_007,
MΦ- : EAC_050, EAC_057, EAC_062, EAC_058) wurden anhand hierarchischer Clus-
teranalyse mit euklidischer Distanzmessung gruppiert. Die Farbskala repräsentiert die
Z-Scores der Genexpression (blau = niedrige, rot = hohe Expression). Zusätzlich sind die
mittels k-means-Clustering identifizierten Subgruppen MΦ+ und MΦ- dargestellt. Die
Erstellung der Heatmap erfolgte mit https://software.broadinstitute.org/morpheus . . . 74

19 Bubble-Plot der GSEA-Analyse von GEAC-Patienten mit hoher CD68 - und CD163 -
Expression (MΦ+) im Vergleich zu Patienten mit niedriger CD68 - und CD163 -Expression
(MΦ−). Die GSEA-Analyse wurde unter Verwendung der Hallmark Gene Sets sowie der
C2 curated Gene Sets durchgeführt. Signifikant regulierte Gen-Sets wurden selektiert
und übergeordneten biologischen Kategorien wie Krankheitsprogression, Metastasierung,
Therapieresistenz und Zellteilung zugeordnet. Dargestellt ist der Enrichment Score, der
die Stärke der Anreicherung unter Berücksichtigung der jeweiligen Gen-Set-Größe wider-
spiegelt. Die Punktgröße repräsentiert die Anzahl der im jeweiligen Gen-Set enthaltenen
Gene, während die Farbkodierung die statistische Signifikanz der Anreicherung wider-
spiegelt. Als statistisch signifikant wurde ein adjustierter p-Wert von < 0,005 definiert
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77

20 Immunhistologische Untersuchung des Tissue Microarray: Repräsentative Bilder der im-
munhistologischen Färbung von A) CD68, C) CD163 und E) iNOS. Exemplarisch ist
für jeden Makrophagenmarker eine als stark und eine schwach kategorisierte Färbung
dargestellt. Einzelne Makrophagen sind rot umrandet dargestellt. Die Aufnahmen wurden
in 10x und 40x Vergrößerung aufgenommen. Prozentuale Verteilung der Patienten mit
starker und schwacher Färbung von B) CD68, D) CD163 und F) iNOS. . . . . . . . . . 80

21 Absolute Zellzahl der A) CD68, B) CD163 und C) iNOS positiven Makrophagenpopu-
lation in GEAC-Patienten mit verschiedenen klinisch-pathologischen Stadien. Verglichen
wurde jeweils der Progress der Tumorinfiltration (pT1-pT2 vs. pT3-pT4), das Vorlie-
gen einer Lymphknotenmetastasierung (pN0 vs. pN1-pN3), der Grad der Differenzierung
(G1-G2 vs. G3-G4) und das Vorliegen einer Fernmetastasierung (M0 vs. M1). Ergebnisse
wurden als mediane Makrophagenanzahl und interquartiler Abstand dargestellt. Für die
Analyse der nichtparametrischen Daten wurde der zweiseitige Mann-Whitney-Test ver-
wendet. Ein P-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. *: p < 0,05,
** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
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22 Kaplan-Meier-Überlebenskurve des Gesamtüberleben von A) CD68 (stark und schwach),
C) CD163 (stark und schwach) sowie E) iNOS (stark und schwach). Dargestellt ist
die Überlebenswahrscheinlichkeit als Gesamtüberleben. Die Beobachtungszeit betrug 143
Monate. Der Unterschied der Kurven wurde mit dem Log-Rank-Test bestimmt. Hierfür
wurde ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Darstellung der
1-5- und 10-Jahresüberlebensrate (JÜLR) mit prozentualer Differenz von B) CD68 (stark
und schwach), D) CD163 (stark und schwach) sowie F) iNOS (stark und schwach) . . . 85

23 A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87,
OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert.
Die schwarzen Pfeile markieren spindelförmig konfigurierte Tumorzellen. Die Bilder wur-
den in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B) Analyse der vitalen GEAC-Zellen
PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage
mono- bzw. THP-1-kokultiviert und anschließend wurde die Vitalität der Zellen mittels
MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen
auf das Mittel der monokultivierten GEAC-Zellen. Es wurden mindestens drei biologi-
sche Replikate durchgeführt. Statistische Signifikanz wurde mittels ungepaarten t-Tests
bestimmt. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001. . . . . . . . 89

24 A) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87,
OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert.
Die pinken Zellen stellen die proliferativ-aktiven Zellen dar. Die Bilder wurden in einer 200-
fachen Vergrößerung aufgenommen. B) Analyse des Proliferationsindex der GEAC-Zellen
PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Ta-
ge mono- bzw. THP-1-kokultiviert und anschließend wurde der Ki67-Proliferationsindex
mittels IFF-Färbung bestimmt. Zur Bestimmung des Proliferationsindex wurden pro Ver-
suchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels
ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven
GEAC-Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten GEAC-Zellen. Es wurden min-
destens drei biologische Replikate durchgeführt. Statistische Signifikanz wurde mittels
ungepaarten t-Tests bestimmt.*: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p <

0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
25 A) Repräsentative Western-Blot-Bilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87,

OE33, SKGT4 und PT6216. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert.
Die Gele wurden mit 10 µg Proteinlysat beladen. Actin wurde als Ladekontrolle verwen-
det B) Densitometrische Analyse der Cyclin D1 und Cyclin E1 Menge in den mono- bzw.
THP1-kokultivierten PT1590 und LN1590 Zellen. Bandenintensität wurde mit ImageJ-
Software bestimmt. Die Intensität wurde anschließend auf die Ladekontrolle Actin nor-
malisiert. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Statistische Si-
gnifikanz wurde mittels ungepaarten t-Tests bestimmt. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***:
p < 0,0002, ****: p < 0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92

26 A) Repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von CD68, CD163, iNOS
und Ki67 in zwei repräsentativen Patienten. B) Korrelationsanalyse der CD68-, CD163-
und iNOS-positiven Tumorzellen mit dem prozentualen Anteil Ki67-positiver Tumorzel-
len. Korrelationskoeffizient und statistische Signifikanz wurden bei nicht normalverteil-
ten Daten mittels Spearman-Korrelation (Rangkorrelation) bestimmt. C) Quantifizierung
des prozentualen Anteils Ki67-positiver Zellen in Patienten mit schwacher bzw. starker
CD68-, CD163- und iNOS-Infiltration. Bei nicht normalverteilten Daten erfolgte die Be-
stimmung der statistischen Signifikanz und des p-Werts durch den Mann-Whitney-U-Test.
*: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001.) . . . . . . . . . . . . 94
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27 A) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87,
OE33, SKGT4, PT6216. Die grüne Färbung detektiert den HER2-Rezeptor. Bilder wurden
in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B) Repräsentative Western-Blot-Bilder
GEAC-Zellen PT1590, LN1590, NCI-N87, OE33, SKGT4, PT6216. Detektiert wurde das
Protein HER2. Das Gel wurde mit 15 µg Proteinlysat beladen. Actin diente als Ladekontrolle. 96

28 A,C) Repräsentative Phasenkontrastbilder der GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die
Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und zusätzlich mit Lapatinib
behandelt (2 µM PT1590 und 1 µM NCI-N87). Eine DMSO Behandlung dienste als
Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen.
B,D) Analyse der vitalen GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die Zellen wurden für
drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und gleichzeitig mit Lapatinib behandelt. Die
Vitalität der Zellen wurde anschließend mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten GEAC-
Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA gefolgt von einem Tukey-Test für
multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002,
****: p < 0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97

29 A,C) Repräsentative Immunfluoreszenzbilder der GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87.
Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und zusätzlich mit La-
patinib behandelt (2 µM PT1590 und 1 µM NCI-N87). Eine DMSO Behandlung dienste
als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenom-
men. Die pinken Zellen stellen die proliferativ aktiven Zelln dar. B,D) Quantifikation
der proliferierenden Ki67-positiven Zellen. Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw.
THP-1-kokultiviert und gleichzeitig mit Lapatinib behandelt. Zur Bestimmung des Prolife-
rationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative Bilder aufgenommen und die
Ki67-positiven Zellen mittels ImageJ-Bildanalyse quantifiziert. Dargestellt ist der prozen-
tuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten
GEAC-Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statis-
tische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA gefolgt von einem Tukey-Test
für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p <

0,0002, ****: p < 0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99
30 A) Repräsentative Western-Blot-Bilder der GEAC-Zellen PT1590 und NCI-N87. Die Zel-

len wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert und gleichzeitig mit Lapatinib
behandelt. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele wurden mit 15 µg Proteinlysat
beladen. Es wurden die Proteine p-STAT3, STAT3, p-AKT, AKT, p-ERK und ERK detek-
tiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet B) Densitometrische Analyse der phos-
phorylierten Proteine STAT3, AKT und ERK in den mono- bzw. THP1-kokultivierten
und Lapatinib-behandelten PT1590- und NCI-N87-Zellen. Bandenintensität wurde mit
ImageJ-Software bestimmt. Die Intensitäten der phosphorylierten und nicht phosphory-
lierten Proteine wurden auf die Ladekontrolle GAPDH normalisiert. Diese normalisier-
ten Intensitäten wurden anschließend ins Verhältnis gesetzt. Es wurden mindestens drei
biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifak-
torieller ANOVA mit anschließender Šidák-Korrektur für multiple Vergleiche analysiert.
*: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001 . . . . . . . . . . . . . 100
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31 CD14-Durchflusszytometrie vor und nach negativer magnetischer Zellseparation. Das klei-
ne Gate umfasst Erythrozyten, Lymphozyten, Debris und tote Zellen. Das große Gate
umfasst Monozyten und Granulozyten A,B) Dot-Plot SSC-A und FSC-A sowie CD-14-
PE vor magnetischer Zellseparation. C,D) Dot-Plot SSC-A und FSC-A sowie CD-14-PE
nach magnetischer Zellseparation. E) Quantifizierung des prozentualen Anteils CD14-
positiver Monozyten vor und nach Separation. Es wurden mindestens drei biologische
Replikate (Probanden) durchgeführt. Statistische Signifikanz wurde mittels ungepaarten
t-Tests bestimmt. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001. F)
Repräsentative Phasenkontrastbilder der ausplattierten MDM nach Aussaat und vor Start
der Kokultur sowie am Ende der Mono- bzw.- PT1590-Kokultur. . . . . . . . . . . . . 102

32 Quantifikation der Vitalität der PT1590 A), NCI-N87 B) und LN1590 C) Zellen nach
drei Tagen Mono- bzw. MDM-Kokultur und gleichzeitiger Behandlung mit Lapatinib. Die
Vitalität der Zellen wurde anschließend mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten
GEAC-Zellen. Repräsentative Phasenkontrastbilder D) und Immunfluoreszenzbilder F)
der GEAC-Zellen PT1590. Die pinken Zellen stellten die Ki67-positiven Zellen dar. E)
Quantifikation der Ki67-positiven PT1590-Zellen nach drei Tagen Mono- bzw. MDM-
Kokultur. Zur Bestimmung des Proliferationsindex wurden pro Versuchsansatz vier reprä-
sentative Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels ImageJ-Bildanalyse
quantifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezo-
gen auf das Mittel der monokultivierten PT1590-Zellen. F) Repräsentative Western-Blot-
Bilder der PT1590-Zellen Die Zellen wurden für drei Tage mono- bzw. THP-1-kokultiviert
und gleichzeitig mit Lapatinib behandelt. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele
wurden mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es wurden die Proteine p-STAT3, STAT3, p-
AKT, AKT, p-ERK und ERK detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Es
wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Ver-
gleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p <

0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104
33 A) Relative Genexpressionsanalyse des Gens STAT3 nach drei Tagen Mono- bzw. THP1-

Kokultur und gleichzeitigem siRNA-vermittelten Knockdown von STAT3 (siSTAT3). Eine
scrambled RNA diente als Kontrolle (scrRNA). Die Genexpressionswerte wurden mit-
tels qPCR bestimmt und die STAT3 -mRNA-Menge wurde auf GAPDH normalisiert.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei biologischen Replikaten.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließen-
der Šidák-Korrektur für multiple Vergleiche. B) Repräsentative Western-Blotbilder der
STAT3-Proteinmenge der siSTAT3- bzw. scrRNA-transfizierten PT1590-Zellen nach drei
Tagen Mono- bzw. THP1-Kokultur. Es wurden 15 µg Proteinlysat verwendet. GAPDH
diente als Ladekontrolle. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p <

0,0002, ****: p < 0,0001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
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34 A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der siTSAT3-transfizierten PT1590-Zellen nach
drei Tagen Mono- bzw. THP-1-Kokultur. Eine scrambled RNA diente als Kontrolle (scrR-
NA). Die Zellen wurden gleichzeitig mit 2 µM Lapatinib behandelt. Eine DMSO-Behandlung
diente als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufge-
nommen. B) Quantifikation des Anteils der vitalen scrRNA- bzw. siSTAT3-transfizierten
mono- bzw. THP1-kokultivierten PT1590-Zellen. Die Vitalität der Zellen wurde mittels
MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezo-
gen auf das Mittel der monokultivierten, DMSO-behandelten und scrRNA-transfizierten
PT1590-Zellen. C) Quantifikation des Anteils der vitalen Nababucasin (0,5 µM) und
Lapatinib (2 µM) behandelten mono- bzw. THP1-kokultivierten PT1590-Zellen. Die Vi-
talität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der monokultivierten DMSO-behandelten
PT1590-Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. Die statis-
tische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test
für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p <

0,0002, ****: p < 0,0001 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
35 A) Repräsentative Ki67-Immunfluoreszenzbilder der siTSAT3-transfizierten PT1590-Zellen

nach drei Tagen Mono- bzw. THP-1-Kokultur. Eine scrambled RNA diente als Kontrolle
(scrRNA). Die Zellen wurden gleichzeitig mit 2 µM Lapatinib behandelt. Eine DMSO-
Behandlung diente als Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Ver-
größerung aufgenommen. B) Quantifikation der proliferierenden Ki67-positiven Zellen.
Zur Bestimmung des Proliferationsindex wurden pro Versuchsansatz vier repräsentative
Bilder aufgenommen und die Ki67-positiven Zellen mittels ImageJ-Bildanalyse quantifi-
ziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ki67-positiven GEAC-Zellen bezogen auf
das Mittel der monokultivierten DMSO-behandelten und scrRNA-transfizierten PT1590-
Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Replikate durchgeführt. C) Repräsenta-
tive Western-Blot-Bilder der mono- bzw. THP1-kokultierten siRNA-transfizierten und
Lapatinib-behandelten PT1590-Zellen. DMSO diente als Negativkontrolle. Die Gele wur-
den mit 15 µg Proteinlysat beladen. Es wurden die Proteine Cyclin D1 und Cyclin E1 de-
tektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. *
< 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001 . 108

36 A) Repräsentative Bilder der Sekretom-Analyse mittels membranbasierter Antikörper-
Arrays der Kokultur-Überstände der Lapatinib- bzw. DMSO-behandelten PT1590-Zellen
und THP1-Zellen. Eine Monokultur der THP1-Makrophagen und PT1590-Zellen diente
als Kontrolle. B) Die Spotintensitäten der 105 verschiedenen Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren wurden densitometrisch ausgewertet und als log2-adjustierte Daten
in einer Heatmap dargestellt. Die hierarchische Clusteranalyse erfolgte nach euklidischer
Distanzmessung. C) Absolute Signalintensitäten der differenziell sezernierten Zytokine,
Chemokine und Wachstumsfaktoren (CCL2, CCL3, CCL20, CCL19, GDF-15, IL-8, Os-
teopontin, PDGF-AA und RANTES). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110
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37 Quantifikation des Anteils der vitalen PT1590-Zellen nach Stimulation mit A) CCL3, B)
CCL20, C) IL-8, D) Osteopontin, E) RANTES. Die PT1590-Zellen wurden für 72 Std
mit 10 ng/ml oder 50 ng/ml Zytokinen und Wachstumsfaktoren stimuliert. Parallel wur-
den die Zellen für 48 Std mit 2 µM Lapatinib behandelt. PBS und DMSO dienten dabei
als Kontrolle. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse bestimmt. Dargestellt
ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mittel der PBS-stimulierten
und DMSO-behandelten PT1590-Zellen. Es wurden mindestens drei biologische Repli-
kate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA,
gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05,
** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 112

38 A) Repräsentative Phasenkontrastbilder der PT1590-Zellen nach Stimulation mit 10
ng/ml PDGF-AA und 2 µM Lapatinib-Behandlung. Die Bilder wurden in einer 200-fachen
Vergrößerung aufgenommen. B) Quantifikation des Anteils der vitalen PT1590-Zellen
nach Stimulation mit 10 ng/ml oder 50 ng/ml PDGF-AA. Die PT1590-Zellen wurden
für 72 Std stimuliert und parallel für 48 Std mit 2 µM Lapatinib behandelt. PBS und
DMSO dienten dabei als Kontrolle. Die Vitalität der Zellen wurde mittels MTT-Analyse
bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen bezogen auf das Mit-
tel der PBS-stimulierten und DMSO-behandelten PT1590-Zellen. C,D) Dosis-Wirkungs-
Kurve der PT1590-Zellen, die mit einer Verdünnungsreihe (0,01 - 0,05 - 0,1 - 0,5 - 1 -
5) µM Lapatinib behandelt und gleichzeitig mit 10 ng/ml PDGF-AA stimuliert. Für die
Bestimmung der IC50 (50 %-inhibitorische Konzentration) wurde eine logistische Dosis-
Wirkungs-Analyse mit variabler Steigung verwendet. Es wurden mindestens drei biologi-
sche Replikate durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller
ANOVA, gefolgt von einem Tukey-Test für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002.
*: p < 0,05, ** : p < 0,002, ***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001 . . . . . . . . . . . . 114

39 A) Quantifikation der PDGF-AA-Konzentration der PT1590- und TPH1-Monokultur-
bzw. Kokultur-Überstände. Die Konzentration wurde mittels ELISA-Verfahren bestimmt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA, gefolgt von einem
Tukey-Test für multiple Vergleiche von mindestens drei biologischen Replikaten. B) Rela-
tive Genexpressionsanalyse des Gens PDGFA nach drei Tagen Mono- bzw. THP1-Kokultur
und gleichzeitiger Behandlung mit Lapatinib (2 µM). Die Genexpressionswerte wurden
mittels qPCR bestimmt und die PDGFA-mRNA-Menge wurde auf GAPDH normalisiert.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA mit anschließender Šidák-
Korrektur für multiple Vergleiche. * < 0,05, ** < 0,002. *: p < 0,05, ** : p < 0,002,
***: p < 0,0002, ****: p < 0,0001 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

40 Gene-Set-Enrichment-Analyse (GSEA) der Gensets ’Signaling by PDGF’ und B) ’PDGFRA-
Pathway’ in Abhängigkeit vom Phänotyp (MΦ+ vs. MΦ-) Der normalisierte Enrichment
Score (NES) quantifiziert die Stärke der Anreicherung unter Berücksichtigung der Gen-
Set-Größe. Der nominale p-Wert gibt die statistische Signifikanz der beobachteten Anrei-
cherung an, während die False Discovery Rate (FDR) die multiple Testung kontrolliert.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116
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41 A) Repräsentative Ki67-Immunfluoreszenzbilder der PDGF-AA-stimulierten und Lapa-
tinib (2 µM) behandelten. Eine PBS-Stimulation und DMSO-Behandlung dienten als
Negativkontrolle. Die Bilder wurden in einer 200-fachen Vergrößerung aufgenommen. B)
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gen auf das Mittel der monokultivierten, DMSO-behandelten und scrRNA-transfizierten
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