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1 Arbeitshypothese und Zielsetzung der experimentellen Arbeit

Entsprechend aktueller Forschungen gelten Tumor-assoziierte Fibroblasten, auch
cancer-associated fibroblasts (CAF), als wichtiger Faktor im Tumorstroma fir die
Progression verschiedener Tumorentitaten. Bislang wurde der Einfluss von CAF auf

Tumorzellen bei neuroendokrinen Tumoren (NET) nicht untersucht.

Die Arbeitshypothesen fur diese experimentelle Arbeit sind:

1. CAF fordern die Tumorprogression und beeinflussen das Therapieansprechen
in neuroendokrinen Tumoren
2. Die Aktivierung von intrazellularen Signalwegen in Tumorzellen durch CAF

stellen ein potentielles therapeutisches und prognostisches Ziel dar

Basierend auf den Hypothesen sollen folgende Fragestellungen in dieser
Dissertationsarbeit beantwortet werden:

1. Haben CAF einen Einfluss auf die Proliferation von NET Tumorzellen?

2. Konnen CAF das Therapieansprechen auf Everolimus beeinflussen?

3. Welche Signalwege werden durch die Interaktion von Tumorzellen mit CAF
bzw. CAF konditioniertem Medium aktiviert?

4. Kann eine Hemmung dieser Signalwege den Effekt der CAF auf die
Tumorzellen aufheben?

5. Gibt es eine Korrelation der CAF-aktivierten Signalwege mit malignen
Eigenschaften in humanen NET Gewebeproben?

Das Ziel ist es, die Interaktion von CAF und NET-Tumorzellen neu zu erforschen und
damit besser zu verstehen. Hieraus konnen neue therapeutische sowie prognostische
Faktoren fur NET abgeleitet werden, um das Problem der Therapieresistenz von NET

auf einer neuen molekularen Ebene zu beheben.



2 Einleitung

2.1 Pankreatische Neuroendokrine Tumore

2.1.1 Epidemiologie

Pankreatische Neuroendokrine Tumore (PanNET) wurden bisher als Inselzelltumoren
bezeichnet, wobei nach aktueller Studienlage der Ursprung aus pluripotenten Zellen
des duktalen Systems diskutiert wird. PanNET machen ungefahr 1-2% aller
pankreatischen Tumore und 7-9% aller gastroenteropankreatischen neuroendokrinen
Tumore (GEP-NET) aus. Diese zeigen in der Regel ein langsames, indolentes
Wachstum und sind dadurch meistens asymptomatisch. Aus diesem Grund werden
PanNET meistens erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Unter den GEP-NET
weisen sie allerdings den aggressivsten Charakter auf (Kelgiorgi and Dervenis 2017).
Die Inzidenz ist mit zuletzt 0,22 pro 100000 pro Jahr in den USA, Asien und Europa
als steigend beschrieben worden. Zudem findet sich die steigende Inzidenz nicht nur
bei PanNET, sondern auch bei GEP-NET allgemein, die eine 2,5-fache Steigerung
uber die letzten 15 Jahren zeigen. Begrundet werden kann die steigende Inzidenz zum
Einen durch die haufigere Nutzung von bildgebenden Verfahren, wodurch vermehrt
Zufallsbefunde bei asymptomatischen Patienten diagnostiziert werden. Zum Anderen
stehen fortgeschrittene Methoden zur Detektion der Tumore zur Verfugung, die eine
verbesserte Friherkennung ermdglichen (Bartolini et al. 2018).

2.1.2 Atiologie
Wahrend die meisten PanNET sporadisch entstehen, sind ca. 10-30% der PanNET

mit genetischen Syndromen assoziiert. Diese beinhalten die Multiple endokrine
Neoplasie Typ 1 (MEN 1) und Typ 4 (MEN4), das Von Hippel-Lindau-Syndrom, die
Neurofibromatose 1 und die Tuberdse Sklerose (Kelgiorgi and Dervenis 2017).

2.1.3 Klassifikation

Zunachst einmal kann man die PanNET anhand der Hormonsekretion einteilen.
Hierbei wird zwischen funktionell aktiven (F-PanNET) sowie inaktiven PanNET (NF-
PanNET) unterschieden. Je nach produziertem Hormon der F-PanNET manifestieren

sich unterschiedliche Symptome (Tabelle 1). Dahingegen sind die Symptome der NF-



PanNET abhangig von der Grof3e und Lokalisation und sind somit unspezifisch. Auch
in den NF-PanNET kann gelegentlich eine Hormonproduktion von Pankreatischem
Polypeptid, Ghrelin oder Neurotensin nachgewiesen werden, ohne dass damit jedoch
ein funktionelles Syndrom assoziiert ist. Die funktionell inaktiven NET stellen den
gréBeren Anteil (60-90%) aller PanNET. Bei den funktionell aktiven PanNET ist das
Insulinom am haufigsten (Kelgiorgi and Dervenis 2017).

Tabelle 1: Klinische Klassifikation der F-PanNET (Kelgiorgi and Dervenis 2017)

Hormon-aktive pankreatische neuroendokrine Tumoren

Tumor Hormone Symptome

Insulinom Insulin Hypoglykamie

Gastrinom Gastrin Peptische Ulzera,
Diarrhoe, GERD

Glukagonom Glucagon Diabetes, Depression,
Erytheme

Somatostatinom Somatostatin Diarrhoe, Diabetes,

Cholelithiasis,

Hypochlorhydrie
VIPom Vasoaktives intestinales Wassrige Diarrhoen,
Peptid Hypokaliamie,
Achlorhydrie

Weiterhin erfolgt die Klassifikation nach Differenzierungsgrad und dem
Wachstumsverhalten (Grading) gemal der World Health Organisation (WHO-
Klassifikation) (Tabelle 2). Diese Klassifikation fur gut differenzierte NET basiert primar
auf dem Ki-67 Proliferationsindex: bei einer Rate von unter 3% erfolgt eine Einstufung
(Grading) als Grad 1, bei 3-20% als Grad 2 und bei Uber 20% als Grad 3. Als ein
weiteres Kriterium kann die Mitoserate pro Hauptgesichtsfeld (HPF) herangezogen
werden, wobei unter 2 pro 10 HPF als G1, 2 bis 20 pro 10 HPF als G2 und Uber 20 pro
10 HPF als G3 klassifiziert wird. Dahingegen werden Neuroendocrine Karzinome
(NEC) laut WHO 2019 morphologisch als schlecht differenzierte Neoplasien,
unabhangig vom Ki-67-Proliferationsindexes, definiert (S2k-Leitlinie Neuroendokrine
Tumore 2018). Der Differenzierungsgrad der NET von G1 bis G3 wird nach aktueller
Leitlinie als gut, der der NEC als schlecht differenziert beschrieben.



Zudem basiert das Staging auf der TNM-Klassifikation (Tabelle 3). Beide
Klassifikationen haben einen hohen prognostisch pradiktiven Faktor, wobei die
starksten pradiktiven Variablen eine hohe Proliferationsrate (Grading G3) und ein
Stadium 4 nach UICC oder ENETS sind. Ein Differenzierungsgad G1 ist prognostisch
gunstiger als G2. Laut der SEER Database Analyse beobachtete man ein medianes
Gesamtuberleben von 124 Monaten bei NET G1, 64 Monaten bei NET G2 und 10
Monaten bei NET G3. DarUber hinaus zeigen lokalisierte G1 und G2 Tumore ein
medianes Uberleben von 223 Monaten und NET G1 und G2 mit
Lymphknotenmetastasen ein medianes Uberleben von 111 Monaten. Bei
Fernmetastasen zeigt sich ein medianes Uberleben von 33 Monaten bei NET G1 und
G2. Fur NET G3 Tumore ergeben sich Zahlen von 34, 14 und 5 Monaten (Yao et al.
2008).

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der NET (WHO 2019)

Typ Differenzierung | Grad Ki-67-index | Mitoserate
Neuroendokriner Gut differenziert G1 <3% <2pro 10HPF
Tumor G2 3-20% 2-20 pro 10 HPF

G3 >20% >20 pro 10 HPF
Neuroendokrines Schlecht kleinzellig >20% >20 pro 10 HPF
Karzinom differenziert grofRzellig

Tabelle 3: TNM-Klassifikation nach ENETS und UICC (WHO 2017)

TNM-Klassifikation von PanNETs nach ENETS und UICC
uicc ENETS

T1 Tumoren begrenzt auf Tumoren begrenzt auf
das Pankreas <2 cm das Pankreas <2cm

T2 Tumoren begrenzt auf Tumoren begrenzt auf
das Pankreas >2cm das Pankreas 2-4 cm

T3 Tumor wachst Uber Tumoren begrenzt auf
das Pankreas hinaus das Pankreas >4 cm
ohne Infiltration des oder Infiltration von
Truncus coeliacus Gallengang oder
oder Arteria Duodenum
mesenterica superior

T4 Infiltration grof3er Infiltration grof3er
Gefale (Truncus Gefale (Truncus




coeliacus, Arteria

mesenterica superior

coeliacus, Arteria
mesenterica superior
oder eines der
folgenden Organe

(Kolon, Nebenniere,

Milz, Magen)
NO Kein regionarer Kein regionarer
Lymphknotenbefall Lymphknotenbefall
N1 Regionarer Regionarer
Lymphknotenbefall Lymphknotenbefall
MO Keine Fernmetastasen Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen Fernmetastasen
uicc ENETS
Stadien 1A T1 NO MO I T1 NO MO
IB T2 NO MO A T2 NO MO
HA T3 NO MO IiIB T3 NO MO
IIB T1-3 N1 MO A T4 NO MO
]| T4 NO-1 MO B Jedes T, N1 MO
\Y/ Jedes T und N M1 v Jedes T und N M1

2.1.4 Diagnostik

Die Diagnostik richtet sich zunachst einmal nach der Klinik des jeweiligen NET. Weisen
Patienten klinische Symptome auf, die auf einen funktionell aktiven NET hindeuten, so
werden laborchemische Suchtests des jeweiligen Pankreashormons durchgefuhrt.
Chromogranin A (CgA) spielt insbesondere eine prognostische Rolle fir funktionell
aktive und inaktive NET und dient damit als Verlaufsparameter. Schlie3lich dient die
pathologische Untersuchung einer Gewebeprobe der Diagnosesicherung. Hierbei sind
CgA, Synaptophysin, die Morphologie sowie der Ki-67-Index obligat fur die
Diagnosesicherung. Anschlielend spielen der nodale Status als auch die
Metastasierung eine wichtige Rolle beim Staging. Man unterscheidet zum einen
bildgebende Verfahren, die die Tumorausdehnung, Infiltration von Nachbarstrukturen
und Metastasierung der Raumforderung, von Verfahren, die die Funktion der einzelnen
Lasionen darstellen. Zu den bildgebenden  Verfahren zahlen die
Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) und
Endosonographie (EUS), wobei die EUS die hochste Sensitivitat flir den Nachweis von
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PanNET hat. Dahingegen nutzt man die Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie, um bei
den Lasionen die Somatostatin-Rezeptor-Expression nachzuweisen und das Ausmaf
der (Fern-) Metastasierung zu bestimmen. Das Ga68-DOTATATE-PET/CT st eine
neue Form der SSTR-basierten Bildgebung und weist eine hohere Sensitivitat in der
Detektion von SSTR-positiven Lasionen auf als die SSTR-Szintigraphie. Damit dient
sie als bessere Methode fir das Staging (Raj and Reidy-Lagunes 2018). Eine weitere
Bildgebung dient der Detektion von metabolisch hoch aktivem Gewebe mittels 18F-
Fluorodeoxyglucose (18F-FDG) PET-CT; diese wird flr hoch proliferative NET und
NEC verwendet (Kelgiorgi and Dervenis 2017).

2.1.5 Therapie
Operative Therapie

Die Therapie der PanNET lasst sich unterteilen in chirurgische, interventionell-
radiologische und systemische Therapieoptionen. Eine komplette chirurgische
Resektion des Tumors und ggf. seiner Metastasen ist die einzige kurative
Therapieoption. Auch bei metastasiertem NET wird ein hoheres medianes Uberleben
von 65 Monaten nach RO-Resektion des Primarius beobachtet. Im Gegensatz dazu
betragt das mediane Uberleben ohne Primariusresektion bei metastasiertem NET 10
Monate. Bei palliativer Primariusresektion von PanNET wurde ebenso ein Vorteil
hinsichtlich des Gesamtiberlebens beobachtet (Kelgiorgi and Dervenis 2017). Jedoch
wird dies kontrovers diskutiert. Lesurtel et al. kamen nach einem Review zum
Entschluss, dass Leberresektionen bei hepatisch metastasiertem NET zu keinem
Vorteil hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens gegeniiber interventionell-
radiologische Verfahren fihren (Lesurtel et al. 2015).

Interventionell-radiologische Therapien

Fur Patienten mit Lebermetastasen besteht die Moglichkeit interventioneller
radiologischer Therapien, wie Transarterielle Chemoembolisation (TACE),
Transarterielle Embolisation (TAE), Radiofrequenzablation (RFA) und Selektive
intraarterielle Radiotherapie (SIRT). Obwohl diese Verfahren klinisch haufig bei
PanNET eingesetzt werden, fehlen bisher grofiere klinische Studien zur Evaluation

dieser Therapien (Kelgiorgi and Dervenis 2017).

Systemische Therapie




Systemische Therapieoptionen fur PanNET umfassen Somatostatin-Analoga (SSA),
Chemotherapie, zielgerichtete Therapien (sogenannte targeted therapies) und Peptid-
Radionuklid-Therapie (PRRT).

Zur Erstlinientherapie der F-PanNET werden SSA eingesetzt, die durch Reduktion der
Hormonproduktion und — sekretion eine Symptomkontrolle bewirken. Zudem weisen
die SSA einen antiproliferativen Effekt auf F-PanNET und NF-PanNET auf, sodass
SSA auch zur Tumorkontrolle eingesetzt werden. Die randomisierte Placebo-
kontrollierte CLARINET Studie zeigte einen Unterschied zwischen der mit Lanreotid
behandelten Gruppe gegenuber der Placebo Gruppe, wobei das progressionsfreie
Uberleben (progression free survival , PFS ) nach 24 Monaten bei der mit Lanreotid
behandelten Gruppe 65.1% und bei der Placebo-Gruppe 33% betrug (Caplin et al.
2014)

Sind SSA wirkungslos, kommen bestimmte Chemotherapeutika in verschiedenen
Kombinationen in Betracht. Hierzu zahlen Streptozotocin/Doxorubicin,
Streptozotocin/5-Fluouracil und Capecitabin/Temozolomid (Kelgiorgi and Dervenis
2017).

Bei der PRRT nutzt man den Somatostatinrezeptor-Status der NET aus. Durch
radioaktive Elemente, wie Lutetium-177 oder Yttrium-90, die an Somatostatin-Analoga
gebunden sind, entstehen radioaktive Medikamente, 90-Y-DOTATOC, 177-Lu-
DOTATOC oder 177-Lu-DOTATATE. Der Octreotid-Anteil des Medikaments bindet an
die NET-Zellen, die Somatostatin-Rezeptoren besitzen, woraufhin der radioaktive Teil
des Medikaments diese Zellen abtdtet (Kulke and Scherlbl 2009).

Targeted Therapy

Unter targeted therapy versteht man die zielgerichtete Therapie, bei der gezielt
verschiedene Schritte bestimmter Signalkaskaden gehemmt werden. In den letzten
Jahren konnten Fortschritte hinsichtlich der zielgerichteten Therapie in vielen
verschiedenen Tumoren erzielt werden (Paraiso and Smalley 2013; Sawyers 2004).
Eine der wichtigsten Therapeutika fur die PanNET sind hierbei die mTOR-Inhibitoren,
die das Protein mTOR, eine Serin-Threonin-Kinase, die in der Zellproliferation eine
wichtige Rolle spielt, inaktivieren. So konnte eine internationale randomisierte
Placebo-kontrollierte Phase Il Studie, RADIANT-3, zeigen, dass Patienten, die mit 10
mg Everolimus pro Tag behandelt wurden, ein Progressionsfreies Uberleben (PFS)



von 11 Monaten im Gegensatz zur Placebo-Gruppe mit 6 Monaten hatten (Yao et al.
2011)

Eine weitere zielgerichtete Therapieoption ist Sunitinib, ein Multikinase-Inhibitor, der
vor allem gegen vascular endothelial growth factor-receptor VEGFR), platelet -derived
growth factor receptor (PDGFR) und stem cell factor receptor (c-Kit) gerichtet ist
(Roskoski 2007). Ebenso konnte mithilfe einer randomisierten doppelblind
kontrollierten Phase Il Studie eine Verbesserung hinsichtlich des PFS durch Sunitinib
erreicht werden (Raymond et al. 2011). Roviello et al. konnten ein verlangertes
Uberleben mithilfe der zielgerichteten Therapie im Gegensatz zum Placebo feststellen
(Roviello et al. 2016).

Nichtsdestotrotz werden Resistenzen gegen targeted therapy beobachtet, die mit einer
Uberaktivierung des AKT Signalweges einhergehen. Daher erfolgt zunehmend der
Einsatz von Kombinationstherapien, z.B. Kombinationen aus mTOR-Inhibitoren mit
VEGF-Inhibitoren oder SSA (Bajetta et al. 2014). Eine Phase |l Studie von Hobday et
al. zeigte fir die Kombination aus Temsirolimus, einem mMTOR Inhibitor, und
Bevacizumab, einem VEGF-a- Antikorper, eine bessere Wirkung als die Monotherapie
(Hobday et al. 2015).

2.2 Fibroblasten

Fibroblasten entstehen aus mesenchymalen Vorlauferzellen und sind nicht epitheliale,
nicht inflammatorische und nicht endotheliale Zellen des Bindegewebes (Kalluri 2016).
Diese sind fir die Bildung der Extrazellularen Matrix (ECM) und damit fir epitheliale
Differenzierungsprozesse, Regulation der Inflammation und Wundheilung
verantwortlich. Fibroblasten sorgen fur die Formation der Extrazellularen Matrix, indem
sie Kollagen I, Kollagen I, Kollagen V und Fibronektin herstellen. Auch nehmen sie
an der Formation von Basalmembranen durch die Sekretion von Kollagen IV und
Laminin teil. Zudem sorgen Fibroblasten fur eine Interaktion zwischen epithelialen
Zellen und Mesenchym (Kalluri and Zeisberg 2006).

Die Fibroblasten spielen in der Wundheilung eine besondere Rolle, die auch in leicht
abgewandelter Form der Rolle von Fibroblasten in der Tumorentstehung ahnelt. Nach
Verletzung kommt es zur Adhasion von Thrombozyten, die in Kontakt mit dem
Kollagen kommen, woraufhin diese Wachstumsfaktoren, wie PDGF, transforming

growth factor beta-1 (TGF- 1) und Interleukine, wie Interleukin-1-beta (IL-1p),
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ausschutten. Dies fuhrt zu einer Rekrutierung von Immunzellen sowie Fibroblasten,
die zu einer Proliferation und vermehrtem Aufbau der ECM-Bestandteile, bestehend
aus Fibronektin, Fibrin, Laminin und Kollagen, fuhrt. Weiterhin sorgen die Immunzellen
fir eine Differenzierung der Fibroblasten in alpha smooth muscle actin- (aSMA-)
tragende Mpyofibroblasten, die fur eine Anordnung des Kollagens in den
fortgeschrittenen Stadien der Wundheilung sorgen. Schliel3lich weisen die Aufgaben
der aktivierten Myofibroblasten Ahnlichkeiten mit denen der Tumorfibroblasten auf
(Paraiso and Smalley 2013; Rodemann and Miiller 1991; Tomasek et al. 2002).
Anders als die Wundheilung, bei der die Fibroblasten nur befristet aktiv sind, bleiben
diese, vergleichbar mit Tumorprozessen, bei Prozessen einer Organfibrose stets
aktiviert (Kalluri 2016; Rock et al. 2011). Laut Dvorak weist somit der Tumorprozess
Ahnlichkeiten mit dem Prozess der Wundheilung auf, wobei der Tumor selbst als ,nicht
heilende Wunde® bezeichnet wird. Der Grund hierflr ist eine stetige Aktivierung des
Stromas (Dvorak 2015).

2.2.1 Tumorstroma

Mittlerweile spielt die Interaktion zwischen Tumor und dem dazugehdrigen
Tumorstroma in der onkologischen Forschung eine grofl3e Rolle. Handelt es sich beim
Tumor um ein Karzinom in situ (CIS), so ist der Tumor durch eine Basalmembran vom
umgebenden Stroma getrennt. Dabei spielt der Unterschied zwischen normalem
Stroma und Tumorstroma eine Rolle, wobei letzteres eine hohere Dichte an
Fibroblasten, Kapillaren, Kollagen | und Fibronektin aufweist (Hanahan and Weinberg
2011; Kalluri and Zeisberg 2006).

Ein zentraler Teil der Interaktion zwischen Tumor und Tumorstroma ist die
Ausschuttung von Wachstumsfaktoren, wie VEGF. Zum einen wird VEGF vom Tumor
selbst ausgeschuttet, in hoheren Mengen jedoch von Fibroblasten und Immunzellen
des Tumorstromas. VEGF wirkt auf die Endothelzellen und fuhrt zu einer erhdhten
Permeabilitat, die eine Extravasation der Plasmaproteine, wie Fibrin, verursacht.
Dieses wiederrum sorgt fur eine Invasion von Fibroblasten, Immunzellen und
Endothelzellen, wobei die Fibroblasten essentielle Bestandteile der ECM produzieren.
Weiterhin ist VEGF ein zentraler Stimulator der Angiogenese, sodass durch eine
erhohte Ausschuttung des Faktors die Tumorvaskularisierung gewahrleistet ist.
(Brown et al. 1999; Leung et al. 1989).
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Cancer associated fibroblasts in the tumor microenvironment

Sources of CAFs Secreted components Tumor promoting affects

| Resident fibroblasts Fibronectin
Endothelial derived CAF Collagen
Myofibroblasts " Laminin
MSC derived CAF
- A3 X

Survival
Growth
Angiogenesis

Abbildung 1.1: Ubersicht (iber die Herkunft, sekretorischen Faktoren
und Aufgaben der CAFs (Paraiso and Smalley 2013)

2.2.2 CAF im Tumorstroma

Karzinom-assoziierte Fibroblasten, auch cancer associated fibroblasts (CAF),

entstammen aus mehreren Geweben und kénnen epithelialer oder mesenchmyaler
Herkunft sein oder aus Myofibroblasten wahrend der Wundheilung entstehen. Diese
sezernieren Komponente der ECM wie Fibronektin, Fibrin, Kollagen, Laminin und
Tenascin. Diese stellt, neben der Sekretion I6slicher Faktoren, einen Mechanismus,
der fur eine erhdhte Tumorproliferation, Invasion und Angiogenese verantwortlich ist,
dar (Paraiso and Smalley 2013).

Tumor-assoziierte Fibroblasten (CAF) sind sogenannte modifizierte, aktivierte
Fibroblasten, die bestimmte Proteine, wie aSMA, fibroblast activation protein (FAP)
und fibroblast specific protein (FSP) exprimieren (L. Huang et al. 2014; Kalluri 2016;
Nurmik et al. 2019; Sugimoto et al. 2006; Wilson et al. 2012). Diese Aktivierung kann
mit der Aktivierung der Fibroblasten wahrend der Wundheilung gleichgesetzt werden
(Kalluri and Zeisberg 2006; Sappino et al. 1988). Die Signalwege, die zum
Mechanismus der Aktivierung beitragen, sind aktuell Gegenstand der Forschung. Als
einer der ersten Schritte erfolgt durch TGFB eine Transformation normaler
Fibroblasten in Tumor-assoziierte Fibroblasten, deren Phanotyp denjenigen
Fibroblasten ahnelt, die fur die Wundheilung zustandig sind und mit einer Formation

der ECM assoziiert sind (Rennov-Jessen and Petersen 1993).
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Zusatzlich zu VEGF und TGF spielen auch weitere Wachstumsfaktoren eine Rolle
bei der Aktivierung von CAF, wie beispielsweise PDGF und FGF (fibroblast growth
factor) (L. Huang et al. 2014).

Wahrend TGF( bei aktivierten Fibroblasten, die fur einen erhdohten Aufbau der ECM
sorgen, eine Rolle spielt, stimuliert PDGF in erster Linie die Proliferation. Dahingegen
fuhrt FGF2 zu einer erhdohten Expression von aSMA, einem Protein des Zytoskeletts,
das aktivierte Fibroblasten, sogenannte Myofibroblasten, charakterisiert (Shao,
Nguyen, and Barsky 2000; Strutz et al. 2000).

Zusammenfassend lasst sich die Interaktion zwischen Tumor und Fibroblasten so
beschreiben: Zunachst schuttet der Tumor Wachstumsfaktoren, wie PDGF, epidermal
growth factor (EGF) und TGFf aus. Diese fuhren zu einer Aktivierung der Fibroblasten,
die daraufhin Wachstumsfaktoren, wie hepatocyte growth factor (HGF), Insulin-like
growth factor (IGF), nerve growth factor (NGF), WNT1, FGF und VEGF sezernieren.
Diese wirken zum Einen stimulierend auf das Tumorwachstum. Zum Anderen
induzieren FGF und VEGF die Angiogenese (L. Huang et al. 2014; Paraiso and
Smalley 2013).

Eine Interaktion zwischen Fibroblasten und Immunzellen durch Ausschuttung von
Interleukinen, wie IL-8, und Chemokinen ist ebenso beschrieben (Paraiso and Smalley
2013).

a Fibroblast b Activated fibroblast

o-smooth-
muscle-actin
stress fibres

A Nucleus —

r Collagen| %é\ ‘ FSP1 Yy
%> o g

§ ) g & : g 4§ . .
11327 2208 9 '.... 2 % RS 8 Actin fibres TenascinC

0
Vimentin \3(' &6E6

& 8 g e %, QR B8
? &% b ) )
: X : S 2
o0 ot N - . A
A R, 1) \ & M
Fibrillar ECM I TN . Growth factors 3 L

Fib in — . . ECM prqteases EDA-fibronectin
ibronectin o,B, integrin Chemokines

Abbildung 1.2: Darstellung eines inaktiven Fibroblasten gegentiber einem aktiven (Kalluri and
Zeisberg 2006)

A: normaler nicht-aktivierter Fibroblast: Ist ein Fibroblast nicht aktiviert, ist er von
einer Extrazellularen Matrix umgeben, die hauptsachlich aus Kollagen Typ | und
Fibronektin besteht. Der Fibroblast ist durch Integrine, wie a1 1 mit der ECM
verbunden. Im Zytoskelett des Fibroblasten befinden sich das Fibroblasten-spezifische
Protein (FSP), Vimentin und Aktinfibrillen.
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B: aktivierter Fibroblast: Kommt es durch verschiedene Wachstumsfaktoren oder
Chemokinen zur Aktivierung des Fibroblasten, verandert sich seine Morphologie. Er
exprimiert nun alpha-smooth muscle actin («¢SMA) und sezerniert ECM-Proteine, wie
Kollagen Typ I, Tenascin C, EDA-Fibronektin sowie SPARC (secreted protein acidic

and rich in cysteine).

Bisher wurde in verschiedenen Tumoren der pro-tumertse Effekt der CAF gezeigt.
Orimo et al. injizierten in Ras-transformierten Zellen des Mammakarzinoms CAF oder
normale Fibroblasten. Hier zeigte sich, dass das Xenograft mit den CAF gréflier wuchs,
als der mit den normalen Fibroblasten. Dies beruhte auf einer erhdhten
Tumorproliferation sowie vermehrten Angiogenese (Orimo et al. 2005). Als
Mechanismus konnte eine Ausschuttung von stromal-cell-derived factor -1 (SDF-1),
durch die CAF, welcher zu einer erhdhten Proliferation der Tumorzellen fuhrt,

gefunden werden (Orimo et al. 2005).

Invasive carcinoma

Tenascin C

Cancer associated

Collagen |, Il fibroblast
MCP1
. VEGF

IL-1
MMPs

Inﬂammatory cells
Pericytes

Abbildung 1.3: Ubersicht tiber die Interaktion von CAF im Tumorstroma (Kalluri and Zeisberg 2006)
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2.2.3 Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT)
Unter EMT versteht man eine Umwandlung von epithelialen in mesenchymale Zellen

und damit einen Verlust der typischen epithelialen Zell-Zell-Kontakte (Hay 1995).
Tumorzellen, die sich einer EMT unterziehen, entwickeln einen invasiven Phanotypen,
sodass EMT mit einem Tumorprogress und Metastasierung in Verbindung gebracht
wird (L. Huang et al. 2014; Thiery 2002).

A Fcl
| @\@/ @ l @

Integrins

E-cadherin

APC—B-catenin—

.. Axinl

. Free f-catenin
A 4 A Y /

Triggers EMT

Abbildung 1.4: Darstellung der Signalwege einer EMT (Kalluri and Zeisberg 2006)
CAFs sind mogliche Verursacher einer EMT, wobei es verschiedene Signalwege gibt, die die EMT
induzieren (Kalluri and Zeisberg 2006).

In einem ersten Schritt binden Wachstumsfaktoren, wie EGF, FGF und HGF an
Tyrosinkinase-Rezeptoren, TGF3 an den dazugehdrigen Rezeptor, ECM-Proteine, wie
Typ | Kollagen an Integrine oder MMP (Matrix-Metalloprotease) an E-Cadherine auf
den Tumorzellen. All diese Faktoren kénnen von CAFs ausgeschuttet werden. Die
Stimulation der EMT durch Integrine erfolgt Gber die focal-adhesion kinase (FAK) und
durch Tyrosinkinase-Rezeptoren Uber die mitogen-activated protein kinase (MAPK).
TGFp sorgt fur eine Aktivierung des Smad-Signalweges. MMP3, aber auch MMP2 und
MMP9 bauen E-Cadherin ab, fihren zu dessen Internalisierung, wodurch das active
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B-Catenin ins Zellkern transportiert wird und EMT induziert (Kalluri and Zeisberg 2006;

Paraiso and Smalley 2013).

In den Fibroblasten kommt es ebenso nach Bindung von Wachstumsfaktoren zu einer

Aktivierung eines Signalweges, namlich den JAK-STAT3-Signalweg. Dadurch setzen

die Fibroblasten vermehrt MMP und weitere ECM-Proteine frei (Kuzet and Gaggioli

2016).

3 Material und Methoden
3.1

Material

3.1.1 Laborgerate

Autoklav VX-12

Systec, Wettenberg

Brutschrank Binder GmbH, Hameln
Digitales Mikroskop: BZ-9000 KEYENCE, Neu-Isenburg
Laborwaage Kern, Balingen-Frommern

Mikroskop: Wiluvert

Helmut Hundt GmbH, Wetzlar

Mikrowellengerat

Bosch, Gerlingen

Multipipette E3/E3x

Eppendorf, Hamburg

Pipetten Eppendorf Research Plus, Hamburg
Pipetus Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
PowerPac Bio-Rad GmbH, Feldkirchen

Real-Time-PCR-Gerat: Step One Plus

Applied Biosystem/Life Technologies,
Darmstadt

Spektrophotometer: Nano Drop 2000

Thermo Fisher Scientific,

Massenchusetts, USA

Stickstofftank Custom BioGenic System, Michigan,
USA
Thermocycler T3000 Biometra, Gottingen

Vakuumpumpe, BioChem VacuuCenter
BVC professional

Vacuubrand GmbH+CO KG, Wertheim

Vortex VF2

Janke & Kunkel, Staufen
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Zellkulturbank: Integra Vacusafe

Heraeus, Hanau

Zentrifuge 5427 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge ROTANTA 460S

Hettich, Kirchlengern

Zentrifuge: Minifuge RF

Heraeus, Hanau

3.1.2 Kunststoff-und Verbrauchsmaterialien, weitere Materialien

15 ml Reaktionsgefalie

Greiner Bio-One, Frickenhausen

24-\Well-Schalen

Thermo Scientific Nunc, Schwerte

50 ml Reaktionsgefale

Greiner Bio-One, Frickenhausen

6-Well-Schalen

Sarstedt, NUmbrecht

Coverplates

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Deckglaschen (Immunfluoreszenz)

Sarstedt, NUmbrecht

Deckglaschen (Immunhistochemie)

Carl Roth, Karlsruhe

Eppendorf Safe-Lock Tubes 0,5 mi

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 mi

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Safe-Lock Tubes 2,0 mi

Eppendorf, Hamburg

Glaspasteurpipetten

Sarstedt, NUmbrecht

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Kryorohrchen

Thermo Scientific Nunc, Schwerte

Laborglasflaschen

DURAN Group GmbH, Mainz

Micro-Amp Fast Optical 96-Well Plate

Applied Biosystems/Life Technologies,
Darmstadt

Mr. Frosty Gefrierbehalter

Nalgene/Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Neubauer-Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen

Objekttrager Superfrost Plus

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA
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Parafilm

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht

Slide rack

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Transwells fur 24-Well-Schale
(PorengréfRe: 0,4 um)

Costar/Corning, Massachusetts, USA

Transwells fur 6-Well-Schale

(PorengréfRe: 0,4 um)

Costar/Corning, Massachusetts, USA

Zellkulturflasche T175

Sarstedt, NUmbrecht

Zellkulturflasche T75

Sarstedt, NUmbrecht

3.1.3 Reagenzien

1%iges Penicillin G/Streptomycin

Gibcol/Life Technologies, Darmstadt

Bluing Reagent

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Bovines Serumalbumin, Fraktion 5

PAA/GE Healthcare Europe GmbH,
Mdnchen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SIGMA-Aldrich, St.Louis, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Gibco/Life Technologies, Darmstadt

(DMEM)

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol ,Baker analyzed® J.T.Baker, Deventer, Niederlande
Eukitt O. KINDLER GMBH& CO, Freiburg

Fetales Kalberserum (FCS) 10%

PAA/GE Healthcare Europe GmbH,
Mdnchen

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Paraformaldehyd (PFA) 4%

Carl Roth, Karlsruhe

Phophate-buffered saline (PBS)

Gibcol/Life Technologies, Darmstadt

18



Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-

Medium

Gibcol/Life Technologies, Darmstadt

Trypanblau 0,4%

SIGMA-Aldrich, St.Louis, USA

Trypsin

Gibco/Life Technologies, Darmstadt

Tween 20

SIGMA-Aldrich, St.Louis, USA

VECTASHIELD HardSet Mounting
Medium with

Vector Laboratories, Kalifornien, USA

Vollentsalztes Wasser

Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf

Xylol

Chemsolute, Renningen

B-Mercaptoethanol

SIGMA-Aldrich, St.Louis, USA

3.1.4 Kits

ECL-Kit, SuperSignal West Dura

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Fast SYBR Green Master Mix

Applied Biosystems/Life technologies,
Darmstadt

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
PCR (AMV)

Roche, Mannheim

NucleoSpin TriPrep

MACHERY-NAGEL, Dudren

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Ultra Vision Quanto Detection System
HRP DAB

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

3.1.5 Primer
Chromogranin A QIAGEN, Hilden
CXCR4 QIAGEN, Hilden
E-Cadherin QIAGEN, Hilden
EGF QIAGEN, Hilden
FGF1, 2,7 QIAGEN, Hilden
GAPDH QIAGEN, Hilden
HGF QIAGEN, Hilden
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IL-8 QIAGEN. Hilden
SDF-1 QIAGEN, Hilden
VEGFa QIAGEN, Hilden
Vimentin QIAGEN, Hilden

3.1.6 Antikdrper

AKT Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

Desmin Dako Agilent,
Santa Clara, USA

ERK Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

FAP Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

FSP Santa Cruz Biotechnology
Texas, USA

Ki-67 Dako Agilent,
Santa Clara, USA

p-AKT Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

p-ERK Santa Cruz Biotechnology
Texas, USA

p-STAT3 Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

STAT3 Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA

aSMA Dako Agilent,

Santa Clara, USA

3.1.7 Puffer und L6sungen

Phosphate-buffered saline (PBS)

e Steril, Gibco/Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

e Ohne Calcium, Magnesium und Phenolrot
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PBS zehnfach Stock Solution:
e NaCl 80 g, KCI 2 g, Na2HPO4 14,4 g, KH2P0O4 2,72 g
e mit vollentsalztem Wasser auf 800 ml auffillen und den pH auf 7,4
einstellen (mit HCL)
e auf einen Liter auffullen und autoklavieren
TrisEDTA pH 9:
e Tris 1,219, EDTA0,37 g
e mit vollentsalztem Wasser auf einen Liter auffullen
e Zugabe von 0,5 ml Tween 20 und gut mischen
10x Laufpuffer
e 20gSDS
e 288 g Glycin
e 60,6 g Trisbase
e Ad 2| Wasser
1x Laufpuffer
e 100 ml 10x Laufpauffer
e 900 ml Wasser
10x Blotpuffer
e 144 g Glycin
e 0,3 g Trisbase
e Ad 11| Wasser
1x Blotpuffer
¢ 100ml 10x Blotpuffer
e 200 ml Methanol
e 700 ml H20
10x TBS
o 24,22 g Trisbase
e 175,32 g NaCl
e Ad 21| Aqua dest
e pH7,6 (ca.14,5ml 13M HCL)
TBS-T
e 100 ml 10x TBS
e 900 ml Aqua dest
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e 0,5ml Tween-20
Trenngel 12% Stock (100 ml)

e 24 mlH20

e 30 ml Acrylamid 40%

e 25ml1,5M Tris pH 8,8

e Aml10% SDS

e 20 ml Glycerol

e Fur Gele bei 1,0 mm: 10 ml Stock+ 25 pyl APD+ 12,5 yl TEMED
Sammelgel, Stock (100ml)

e 74 mlH20

e 12,5 ml 40% Acrylamid

e 12,5ml 1M Tris pH 6,8

e 1ml 10%SDS

e Fur Gele bei 1,0mm: 5 ml Stock+ 20 yl APS+ 10yl TEMED)

3.2 Vorbereitung der immunhistochemischen Farbungen

Durch die Methode der immunhistochemischen Farbung ist es mdoglich, antigene
Strukturen auf Gewebeschnitten nachzuweisen. So konnen Marker von Tumor-

assoziierten Fibroblasten auf NET-Geweben nachgewiesen werden.

3.2.1 Auswahl geeigneter NET-Schnitte
Das Institut fur Pathologie des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf stellte fur die

immunhistochemischen Farbungen humaner NET-Gewebe Paraffinschnitte mit einer
Dicke von zwei ym zur Verfugung. Es handelte sich um Gewebe aus pankreatischen
NET, von denen jeweils der Primarius sowie die zugehdrigen Lebermetastasen

untersucht wurden.

3.2.2 Auswahl geeigneter Fibroblastenmarker

Im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen sollten Fibroblastenmarker im
Tumorgewebe eines NET dargestellt werden. Es wurden zunachst Vorversuche mit
den Fibroblastenmarkern aSMA, FAP, FSP und Desmin nach Standardprotokoll
durchgefuhrt.
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3.2.3 Ubersicht Uber gefarbte Antikdrper
Um das Vorhandensein und die Verteilung von Fibroblasten in humanen NET-

Geweben darzustellen, wurden charakteristische Fibroblastenmarker auf humanen
NET-Geweben mittels spezifischer Antikorper gefarbt. Hier werden nun die
aufgelisteten Marker naher beschrieben.

Alpha-smooth muscle actin (¢(SMA), auch smooth muscle aortic alpha-actin (ACRA2)
gehort zur Aktin-Familie, die fur die Zellmatilitat, Struktur und Integritat zustandig ist.
aSMA ist vor allem im Vorgang der Wundheilung bekannt, wahrend der es fur die
Kontraktilitat der Myofibroblasten verantwortlich ist. So sorgt es fur Kontraktion und
Festigkeit des Granulationsgewebes wahrend der Wundheilung. Da die
Myofibroblasten vermehrt in dem Tumorstroma zu finden sind, konnte «SMA als CAF-

Marker genutzt werden (Nurmik et al. 2019).

Fibroblast activation Protein alpha (FAP) ist ein Typ Il Membran-Protein aus der
Familie der membrangebundenen Serinprotease-Familien. FAP sorgt fur die
Wundheilung, Fibrose und Degradation der extrazellularen Matrix durch die
Dipeptidyl-Peptidase und Kollagenase Aktivitat (Ohlund, Elyada, and Tuveson 2014).
Zudem ist bereits beschrieben, dass FAP erhoht im Tumorstroma positiv ist, weshalb
es ebenso als CAF-Marker bekannt ist (Isella et al. 2015; Kramer et al. 2017; De Marco
et al. 2016). Aufgrund unspezifischer Farbung der Schnitte, wurde der Antikdrper nicht

weiter benutzt.

S100 calcium binding protein A4 (S100A4), oder auch fibroblasts-specific protein 1
(FSP1) ist ebenso als CAF-Marker beschrieben. Es ist lokalisiert im Zytoplasma oder
im Nukleus und sorgt fur Differenzierungsvorgange, Motilitdt und Invasion (Kahounova
et al. 2018; Zeisberg et al. 2007). Es zeigte sich eine Farbung anderer Zelllinien
zusatzlich zu den Fibroblasten, sodass dieser Antikorper nicht zur Auswertung genutzt

werden konnte.

Desmin ist ein Intermediarfilament, das den kontraktilen Apparat mit verschiedenen
Organellen verbindet und so fur die Dreidimensionalitat der Zellen sorgt. Zudem sorgt
es fur Signal- und Transportprozesse innerhalb der Zelle (Capetanaki et al. 2015). Die
Expression von Desmin wurde ebenso in Wundheilungsprozessen vermehrt

beschrieben (Capetanaki et al. 2015). Arentz et al. konnten eine signifikant hohere
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Expression von Desmin im Tumorstroma bei hoheren Stadien des kolorektalen
Karzinoms verglichen mit friheren Stadien zeigen (Arentz et al. 2011). In diesem
Projekt konnte jedoch keine spezifische Farbung von Desmin der
immunhistochemischen Gewebeschnitte gezeigt werden, sodass keine Auswertung
erfolgte.

3.3 Ablaufe immunhistochemischer Farbungen

Diesem endgultigen Farbeprotokoll liegen Vorversuche zugrunde, die mitsamt ihren
Ergebnissen und technischen Besonderheiten zu einer Etablierung dieses Protokolls
beigetragen haben. Insgesamt wurde aSMA und FSP auf humanem NET-Gewebe aus
pankreatischem Primarius sowie seiner Lebermetastasen gefarbt, wobei nur aSMA zur

Auswertung genutzt wurde (siehe oben).

3.3.1 Entparaffinieren

Zunachst werden die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte in ein wassriges Milieu
uberfuhrt. Hier wird mit drei jeweils funfminutigen Inkubationen in reinem Xylol
gestartet. Anschlief3end folgt die absteigende Alkoholreihe, bei der 100, 90, 70 und
50%iges Ethanol in verschiedene Glaskuvetten beflllt wird und die Objekttrager in
jeder Kuvette fur funf Minuten inkubiert werden. Schlie3lich dient dieser erste Schritt
der Entwasserung und Entparaffinierung der Gewebeschnitte, die anschlieRend fur
funf Minuten in vollentsalztes Wasser uberfuhrt werden.

3.3.2 Demaskierung

Um antigene Strukturen fur die Antikorper zuganglich zu machen, folgt der Schritt der
enzymatischen oder hitzeinduzierten Demaskierung des Formalin-fixierten Gewebes,
auch antigen-retrieval genannt. Dieser Schritt ist sinnvoll, da durch die Fixierung mit
Formalin und Verarbeitung mit Paraffin, Antigene verkettet sind. In unserem Versuch
kam die hitzeinduzierte Demaskierung zum Einsatz. Als Desmaskierungspuffer wurde
TrisEDTA mit pH-Wert 9 verwendet. Zunachst wurden die zu farbenden Gewebe in
eine mit dem Puffer befullte Kochkuvette gestellt und bei 900 Watt zum Kochen
gebracht. Anschliellend wurden diese fur zehn Minuten bei 360 Watt erhitzt. Um
morphologisch gute Ergebnisse zu erzielen, wurde die Kuvette zum raschen Abkuhlen

fur zehn Minuten auf Eis gestellt.
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3.3.3 Weiterer Ablauf
Fir die gesamte Farbung wurden die Reagenzien des Ultra Vision Quanto Detection

System HRP DAB verwendet. Als Waschpuffer kam die gebrauchsfertige Stock-
Lésung des Puffers Phosphate-buffered saline und Tween (PBS-T) im Verhaltnis 1:20
mit vollentsalztem Wasser zum Einsatz.

Nach dem Abkuhlen im Schritt der Demaskierung wurden die Schnitte dreimal fur

jeweils funf Minuten in PBS-T belassen.

Anschlie®end wurden die Schnitte in eine mit drei-prozentiger Peroxidase LOsung
befullten Glaskuvette Uberfuhrt und fur zehn Minuten inkubiert. Dieser Schritt dient
dazu, unspezifischen Hintergrund durch endogene Peroxidasen zu vermeiden.
AnschlielRend erfolgten drei Waschschritte mit PBS-T. Zudem diente eine Blockldsung
der Verhinderung einer unspezifischen Bindung des Antikorpers, die auf den
Objekttrager aufgetragen wurde, nachdem mit dem sogenannten DakoPen, einem
Fettstift, das Gewebe begrenzt wurde. Dies diente dazu, die Antikorperlosung auf das
Gewebe zu begrenzen, um somit eine Antikorperlosung von 150 pl pro Schnitt
ausreichend zu machen. Nach einer 30-minutigen Inkubation wurde unmittelbar der
Antikorper auf den Objekttrager gegeben. Fir die Antikdrper aSMA, FSP erwies sich
eine Verdunnung von 1:200, fir pSTAT3 1:50 als geeignet. Fur die Verdunnung kam
die Antikorperlosung des Farbekits zum Einsatz. SchlieBlich wurden die Schnitte mit
den Antikorpern Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

In Anschluss der Antikorperinkubation schlossen sich drei Waschvorgange mit PBS-T
an.

Ein weiterer Blockvorgang wurde mittels Ziegenserum fur zehn Minuten durchgefuhrt,
wohingegen zu den anderen Schritten, kein Waschvorgang folgte.

Aulerdem wird ein zweiter Antikorper, der spezifisch den ersten Antikorper bindet,
bendtigt, um das Farbsignal zu generieren. Hierbei handelt es sich um einen antibody
amplifier, der mit dem Enzym gekoppelt ist. Es wurden ungefahr zwei Tropfen pro

Schnitt bendtigt, wonach sich eine Inkubationszeit von einer Stunde anschloss.

Der immunhistochemischen Farbereaktion liegt eine enzymatische Reaktion
zugrunde. Das Enzym, das ein Substrat bendtigt, mit dessen Hilfe eine spezifische
Farbereaktion ausgeldst wird, ist am zweiten Antikorper gebunden. Hierbei handelt es
sich beim Enzym um horseradish peroxidase (HRP). Als Substrat dient das
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Farbechromogen 3,3‘-Diaminbenzidin (DAB), das folgendermal3en verdinnt wurde: In
ein 1,5 ml Reaktionsgefald wurde 1 ml einer gebrauchsfertigen Verdinnungslosung
gegeben, zu der 20 ul des Farbechromogens gegeben wurde. Anschlieend wurden
250 pl auf die jeweiligen Schnitte gegeben und 30 Sekunden fur FSP und aSMA und
3 Minuten fur pSTAT3 inkubiert. Winscht man sich eine starkere oder schwachere
Intensitat der Farbung, so konnte die Inkubationszeit entsprechend angepasst werden.
Zur Beendigung der Farbereaktion wurden die Schnitte in vollentsalztes Wasser
gegeben und mit diesem dreimal fur jeweils funf Minuten gewaschen. Der
immunhistochemischen Farbung folgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin, die
weitere Strukturen der Zellen - insbesondere Zellkerne - mit unterschiedlich starkem
Blau farbte. Das Hamatoxylin wird fur zehn Minuten inkubiert. Schliel3lich folgt ein
Waschschritt mit vollentsalztem Wasser, wonach die Schnitte in der Glaskivette unter
laufendes destilliertes Wasser fur zehn Minuten gestellt werden.

3.3.4 Aufsteigende Alkoholreihe

FUr die Entwasserung nach der Farbung wurden die Gewebeschnitte nun in eine

aufsteigende Alkoholreihe aus 50, 70, 90 und 100%igem Ethanol sowie drei Xylolbader
uberfuhrt.

Eindeckeln
Zur Abdeckung der gefarbten Gewebeschnitte wurde das Schnelleinschlussmittel
Eukitt verwendet und schlussendlich ein Deckglaschen luftblasenfrei auf den

Objekttrager gelegt.

3.3.5 Anfertigung von Fotos im digitalen Mikroskop

Far die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen stand ein digitales
Mikroskop zur Verfugung, mit dessen Hilfe die Schnitte in verschiedenen
VergroRerungen begutachtet wurden. Dabei wurde besonders auf die Bereiche
innerhalb der NET-Zellnester und auf Stromasepten zwischen den Tumornestern
geachtet. Die statistische Auswertung von aSMA erfolgte durch Berechnung der
Flache mittels Imaged, die pSTAT3- Farbung nach manueller Zellzahlung. Pro Schnitt
wurden zehn Fotos angefertigt. Die Ubersichtsaufnahme mit der 10er VergréRerung
diente der ubersichtlichen Darstellung der aSMA-Farbung, wahrend die 20er
Vergroflerung gewahlt wurde, um die pSTAT3-positiven Zellkerne darzustellen und
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einen Bezug zwischen Stroma und Tumor zu visualisieren. Durch den quick full focus-
Modus konnten die Gewebeschnitte scharf gestellt und mit einer Autofunktion
kontrastreich dargestellt werden. Bei allen Fotos betrug die Belichtungszeit 1/280 sec
fur die 10er VergréfRerung und 1/80 sec fur die 20er.

3.4 Auswertung der Immunhistochemie

3.4.1 Schematische Darstellung der ausgewahlten Bildabschnitte

Pro Farbung und pro Patienten wurden Bereiche innerhalb des Tumors und im
stromanahen Tumorbereich ausgewertet. Abbildung 3.1 zeigt Beispiele der NET-
Bereiche an Stromasepten (A) und innerhalb des Tumornestes (B).

Abbildung 3.1: aSMA-Farbung in NET A: an Stromasepten, B: innerhalb des Tumornestes

3.4.2 Zellzahlung mit dem Programm ImageJ

Mit dem Programm ImageJ konnten die angefertigten Bilder ausgewertet werden.
Hierbei wurden die aSMA-positiven Bereiche als Flache in Prozent berechnet. Die
damit berechnete Flache diente als Mal} fir die Anzahl der aSMA-positiven Zellen. Fir
die Auswertung der pSTAT-3-positiven Zellen wurden die gefarbten Zellkerne der

Tumorzellen ausgezahlt.

3.4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Zahlergebnisse mittels t-Test sowie graphische
Darstellung wurden mit dem Programm GraphPad Prism 8 durchgefuhrt. Eine
Beurteilung der Signifikanz erfolgte wie im Abschnitt 3.6.1 beschrieben.
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3.5 Kaultivierung von etablierten Zelllinien

Die Zellkultur-Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Werkbank
durchgefuhrt. Dabei wurden die Zellen in geeigneten sterilen Kulturgefalien kultiviert,
in einem Brutschrank bei 5% CO2 und 37°C gehalten und in regelmafligen Abstanden

passagiert.

3.5.1 Humane NET-Zelllinie NT-3 und BON
Die humane NET-Zelllinie NT-3 ist eine gut differenzierte NET-Zelllinie aus dem

Pankreas und stellt die Hauptzelllinie fur das Projekt dar. Benten, Behrang et al.
etablierten diese Zelllinie im Jahre 2016. Diese stammt aus einer Lymphknoten-
Metastase eines Insulinoms. Mit einer Verdopplungszeit von acht bis zehn Tagen in
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren, FGF2 und EGF, stellt diese Zelllinie eine gut
differenzierte, langsam proliferierende Zelllinie dar (Benten et al. 2018). Dies
unterstreicht den Differenzierungsgrad G2 der Zellen im Gegensatz zur Zelllinie, BON.
Diese ist eine humane Karzinoid-Zelllinie, die eine Verdopplungszeit von weniger als
zwei Tagen aufweist (Benten et al. 2018; EVERS et al. 1994). In diesem Projekt dient
die BON Zelllinie als Vergleichszelllinie fur die NT-3 Zellen. Hier ist es von Bedeutung,
den Einfluss der CAF auf verschieden differenzierte NET zu eruieren.

3.5.2 Humane Fibroblasten-Zelllinien

Im Zentrum der Arbeit steht die Interaktion zwischen humanen NET- und primaren
Tumorfibroblastenkulturen. Hierfir wurden drei verschiedene primare Fibroblasten-
Kulturen aus Lebermetasten von verschiedenen pankreatischen NET, in manchen
Versuchen auch aus dem NET-Primarius des Pankreas, verwendet. Es wurden die
Fibroblasten-Praparationen NT78-LM (Lebermetastasen), NT45-LM, NT52-LM, NT62-
LM sowie NT84-P (Primarius), NT31-P und NT32-P eingesetzt.

3.5.3 Kultivierung von adharenten Zellen
Die NET-Zelllinien NT-3 und BON simulierten in den Ko-Kultur Versuchen und

Versuchen mit konditioniertem Medium den Tumorzellanteil im Tumor. Diese

Tumorzellen wachsen fest auf dem Boden der Zellkultur-Flasche an, die NT-3 Zellen
nach Beschichtung des Flaschenbodens mit Kollagen IV. Die NET-Zelllinien werden

in einem Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-Medium, die Fibroblasten dagegen
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in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) kultiviert. Beiden Medien werden
1%iges Penicillin G/Streptomycin und 10%iges fetal calf serum (FCS) zugeflugt. Eine
optimale Konfluenz war bei einer Bedeckung von 70% des Flaschenbodens zu
beobachten. Bei zu starker Konfluenz wurden die Zellkulturen auf mehrere Falschen
aufgeteilt (,gesplittet”) und subkultiviert. Der Grund hierflr liegt darin, dass ein zu
dichtes Zellwachstum eine Kontaktinhibition verursacht und eine weitere Proliferation

der Zellen verhindert.

Zum Teilen der Zellen wurde zunachst das Zellkulturmedium mittels einer Glaspipette
abgesaugt. AnschlieRend wurde mit finf Milliliter (ml) calcium-und magnesiumfreien
PBS gewaschen und die Zellkulturflasche leicht geschwenkt. Nach wiederholtem
Absaugen des Puffers wurden drei ml Trypsin/EDTA in die Flasche pipettiert. Dies
bewirkt durch die Funktion einer Endopeptidase eine Ablosung der Zellen von dem
Kunststoffboden der Zellkulturflasche. Die Vollstandigkeit der Zellablésung wurde
mikroskopisch beurteilt. Nach einer Inkubationszeit von ungefahr drei Minuten wurde
die Reaktion des Trypsins mit FCS-haltigem RPMI-Medium gestoppt, in ein 50 ml
Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt und zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand abgesaugt und die Zellen mit frischem RMPI-Medium resuspendiert, die
gewulnschte Menge an Zellsuspension in eine neue Zellkultur-Flasche uberfuhrt und
das Gesamtvolumen auf 15 ml aufgefullt. Entsprechend dem Wachstum der NT-3
Zellen, wurde ein Mediumwechsel zweimal die Woche und ein Splitten alle 7 bis 14
Tage durchgefiihrt. Bei den BON Zellen war ein Splitten ungefahr alle drei Tage

notwendig.

3.5.4 Zellzdhlung in der Neubauer-Zahlkammer

Far die Zellkulturversuche wurde eine bestimmte Anzahl von Zellen benétigt und auf
verschiedene Zellkulturschalen verteilt. Daher ist eine moglichst genaue Zellzahlung
in der Neubauer-Zahlkammer von Bedeutung. Es wurden die vier aufleren
GroRquadrate der 0,1 mm tiefen Zahlkammer ausgezahilt.

Um die Zellzahl fur ein Quadrat zu ermitteln wurde das gezahlte Ergebnis durch vier
geteilt, dieses wiederum durch die Eichung mit 10000 multipliziert und die Verdinnung
mit Trypanblau mit einer Multiplikation mit zwei herausgerechnet. Hieraus ergibt sich
die Zellzahl in einem Milliliter, die dann auf andere Volumina umgerechnet werden

konnte.
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3.5.5 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Uber einen langeren Zeitraum konnen Zellen in Stickstofftanks bei sehr niedrigen
Temperaturen eingefroren werden. Es besteht die Maoglichkeit, diese wieder

aufzutauen und in ein geeignetes Kulturmedium zu Gberfuhren.

Die adharenten Zellen wurden zum Einfrieren zunachst vom Boden, wie in 3.5.3
beschrieben, gelost und nach Zentrifugation wurde das Zellpellet in Einfriermedium
bestehend aus 90% FCS und 10%igem Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. Pro
Kryorohrchen wurde eine Menge von einem ml Zellsuspension gewahlt. In einem
speziellen Einfrierbehalter wurden diese uber Nacht schrittweise heruntergekuhit.
Schliefdlich schloss sich die Lagerung in flissigem Stickstoff an.

3.5.6 Herstellung von Zelllysaten
Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe des NucleoSpin TriPrep-Kits der Firma MACHERY-
NAGEL nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Fur die Zelllysate wurden 350 pl eines gebrauchsfertigen Puffers und 3,5 pl B-
Mercaptoethanol gemischt. Nachdem das Medium aus den 6-Well-Platten abgesaugt
wurde, wurde der Lysispuffer hinzugegeben. Nach kurzer Inkubationszeit konnten die
Zellen mittels Zellschaber gelost werden. Daraufhin wurde der viskdse Puffer mitsamt
der abgelosten Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® aufgenommen, eingefroren oder
unmittelbar zur RNA-Isolation genutzt.

3.5.7 RNA-Isolation
Die RNA-Isolation wurde mit Reagenzien aus dem bereits erwahnten Kit durchgefuhrt.

Diese wurde bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Zelllysate wurden auf S&ulen
gegeben, die kleine Membranen enthielten, an denen die Nukleinsauren hafteten.
Durch die zwischendurch durchgefuhrten Waschschritte konnten andere Strukturen
aus der Membran ausgewaschen werden. Den verschiedenen Waschschritten
schlossen sich ein-bis zweiminutige Zentrifugationen bei 9000 rpm an. Zur Entfernung
der DNA am Membranmaterial diente eine spezielle DNAse, die auf die Membran
gegeben wurde. Nach einem Waschschritt mit RNAse-freiem Wasser wurden die

RNA-Proben auf Eis gestellt. Zur Ermittlung der RNA-Konzentration, wurde eine
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photometrische Messung mit einem Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 260

nm durchgefuhrt.

3.5.8 Umschreiben der Proben in cDNA

Um die Real-Time PCR durchfuhren zu kdnnen, ist es notwendig, die isolierte RNA in
cDNA umzuschreiben. Fur diese cDNA-Synthese bildete das 7st Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) der Firma Roche die Grundlage. Es wurden 250 ng
RNA fur die cDNA-Synthese eingesetzt. Das benotigte Volumen konnte durch die

spektrophotometrisch ermittelten RNA-Konzetrationen berechnet werden. Das RNA-
Volumen wurde mit dem cDNA-Kit beigefugtem Wasser auf 10 yl aufgefullt. Jeder
Probe wurden anschlief3end ein Mix aus 1 pl Oligo-dT und 2 yl Random Hexamer als
Primer zugefuhrt. Anschlielend wurde ein Reaktionsgemisch aus 4 ul Transcription
Reverse Buffer, 0,5 ul Protection RNAse Inhibitor, 2 ul Deoxynucleotide Mix und 0,5 pl
Transcript. Reverse Transkriptase hergestellt und jeweils 7 pl pro Probe beigeflugt,
sodass man pro Probe ein Volumen aus 20 pl hatte. Hieran schloss sich eine
zweistundige Inkubation im Thermocycler bei 55°C, 85°C und 20°C an. SchlieBlich
konnte die cDNA unmittelbar fur eine Real-Time PCR verwendet oder bei -20°C

eingefroren werden.

3.5.9 Durchfihrung der Real-Time PCR
Fir die Real-Time PCR wurde die cDNA sowie der Fast SYBR Green Master Mix der
Firma Applied Biosystems benotigt. Der Master Mix enthielt SYBR Green | Dye,

AmpliTaq Fast DNA Polymerase, Uracil-DNA Glycosylase, ROX dye Passive
Reference und dNTPs in einem geeigneten Puffer. Insgesamt wurde pro Probe ein
Volumen von 10 pl eingesetzt und die PCR in einer 96-Well-Platte durchgefuhrt. Pro

Well wurden folgende Bestandteile pipettiert:

3,5 Ml RNAse freies Wasser
5,0 pl Master Mix

0,5 pl Primer

1 ul cDNA der jeweiligen Probe

Dabei erfolgte die Messung jeder einzelnen Probe in Doppelbestimmung. Folgende

Primer wurden fur die Real-Time PCR eingesetzt:
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Far die NET-Zell-Charakterisierung:
e Chromogranin A (CgA), Somatostatin-Rezeptoren 2 und 5 (SSTR2, 5),
Vimentin, E-Cadherin und CXCR-4.
Fir die Charakterisierung der Fibroblasten dienten folgende Primer
e FGF1, FGF2, FGF7, HGF, EGF, VEGF-a, IL-8 und SDF-1
Dabei wurde die Expression der einzelnen Gene relativ zu der Expression von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ermittelt.

Durch den gemittelten Ct-Wert (cycle threshold) der Doppelbestimmung konnte die
PCR ausgewertet werden. Dieser Wert gab die Nummer des PCR-Zyklus an, ab wann
eine gemessene Fluoreszenz den Schwellenwert Uberstieg. So konnte die relative
Expression des jeweiligen Zielgens im Vergleich zum housekeeper-Gen, GAPDH,

ermittelt werden.

3.6 Durchfiihrung von Ko-Kultur-Versuchen und konditioniertes Medium

Die Ko-Kultur-Versuche dienten der Untersuchung der Interaktion zwischen NET-
Tumorzellen und den Tumorfibroblasten des Tumorstroma. Hierzu wurden die bereits

vorgestellten Zelllinien und primaren Tumorfibroblasten verwendet.

3.6.1 Ko-Kulturen mit NT-3 und BON Zellen: Expressionsanalyse

Arbeiten mit dem Transwell-System

Mit Hilfe dieser Methode wurde das Expressionsprofil der NT-3 und BON Zellen, die in
indirektem Kontakt zu den Fibroblasten waren, untersucht. Zunachst wurden die NET-
Zelllinien in Zellkulturschalen, in diesem Fall 6-Well-Platten, ausplattiert, sodass jeder
Versuchsdurchgang in Dreifachbestimmung erfolgen konnte. Pro Well wurden 800000
NT-3 und 100000 BON Zellen in RPMI-Medium mit den Zusatzen und ohne
Wachstumsfaktoren ausgesat. Ein Volumen von zwei ml pro Well wurde eingehalten.
Jeder Versuch erfolgte mit drei biologisch unabhangigen Replikaten.

In die Transwells wurden jeweils 300000 Primarfibroblasten ausplattiert und diese auf
ein Volumen von einem ml RPMI-Medium beflllt. Nach 24 Stunden Inkubationszeit
wurde ein Mediumwechsel in den Transwells sowie in der 6-Well-Platte durchgefluhrt
und anschlieBend die Transwells in die 6-Well Platte Uberfuhrt. Es folgte eine
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Inkubationszeit von 48 Stunden und anschlieend die Zelllyse. Die Proben wurden bei
-80°C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

( X XIXXIXXA
= A A -___SW_SWw_SW _ W = __ (Fibroblasten)
« NT-3
(NET)

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau der Ko-Kultur. Auf ein Well mit NT-3 Zellen wurde ein Transwell
mit NT78-LM-F-Zellen aufgesetzt. Ein indirekter Zellkontakt durch eine semipermeable Membran
(gestrichelte Linie) wurde somit hergestellit.

Als Kontrolle zu den Ko-Kulturversuchen wurden die NT-3 und BON Zellen ohne
Transwells ausplattiert.

Die Erstellung der Zelllysate wurde wie in 3.5.6 und die RNA-Isolierung wie 3.5.7
beschrieben.

Wie oben erwahnt wurde anschlielfend die Umschreibung der RNA in cDNA und die
Real-Time PCR wie im Abschnitt 3.5.8 und 3.5.9 durchgeflhrt.

Mittels GraphPad Prism 8 konnte die Erstellung der Graphiken der
Expressionsanalysen durchgefihrt werden. Ein statistischer t-Test erfolgte zur
Ermittlung eines statistischen Zusammenhanges. Die entsprechenden P-Werte
wurden wie folgt kodiert:
P-Wert: < oder = 0,05 *
P-Wert: < oder = 0,01 **
P-Wert: < oder = 0,001 | ***
P-Wert: < oder = 0,0001 | ****
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3.6.2 Durchfuhrung von Versuchen mit konditioniertem Medium:

Expressionsanalysen
Die Fibroblasten wurden in DMEM-Medium mit 10%igem FCS, 1%igem Penicillin
G/Streptomycin in Kultur gehalten. Sobald eine Konfluenz von 50-70% erreicht wurde,

erfolgte ein Mediumwechsel auf RPMI-Medium mit den bereits angegebenen Zusatzen
und anschlieBend wurden die Fibroblasten fur weitere 48 Stunden inkubiert. Das
Medium konnte anschlieBend steril durch 0,22 ym gro3en Poren gefiltert werden.
Hierbei wurde das konditionierte Medium aus den drei verschiedenen CAF-Kulturen
vermischt und mit RPMI-Medium in einem Verhaltnis von 1:3 verdunnt. Dieses Medium
wurde dann auf die Tumorzellkulturen gegeben und es folgte, wie bereits bei den Ko-
Kultur-Versuchen beschrieben, vor der Zelllyse der Tumorzellen eine Inkubationszeit
von 48 Stunden.

3.6.3 Proliferations-Assays mit Ko-Kulturen aus CAF

Nachdem, wie oben beschrieben, der Ko-Kultur-Versuch gestartet wurde, wurden die
Zellen fur insgesamt 120 Stunden inkubiert. Eine Analyse der Zellzahl als Maf fur die
Proliferation erfolgte durch den Metabolismus von 3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl-2,5-
Diphenyltetrazolium-Bromid in den Zellen (MTT-Assay). Bei den 6-Well-Platten wurde
pro Well 100 pl MTT pipettiert, und anschlieend eine Inkubationszeit von 1,5 Stunden
bei 37°C eingehalten. Der Uberstand wurde anschlieBend abgesaugt und eine Lyse
mit DMSO bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Menge des metabolisierten MTT-

Reagenzes konnte schliellich durch die Absorption bei 560 nm evaluiert werden.

3.6.4 Proliferations-Assays mit konditioniertem Medium

24 Stunden nach Vorbereitung des konditionierten Mediums werden die Zellen
ausplattiert und nach weiteren 24 Stunden das vorbereitete konditionierte Medium den
Zellen zugefuhrt. Da es sich im Gegensatz zur Ko-Kultur hierbei um ein verbrauchtes
Medium handelte, war ein Mediumwechsel nach weiteren 48 Stunden obligat.
SchlieBlich erfolgte nach 72 Stunden, wie oben beschrieben, die Zelliberlebens/-
proliferations-Analyse mittels MTT.

3.6.5 Versuche zum Therapieansprechen: Proliferations-Assays

Vorbereitung von Everolimus

Zur Evaluation des Therapieansprechens wurde der mTOR-Inhibitor Everolimus in der

Zellkultur eingesetzt. Dieser wurde mit DMSO aliquotiert und am Tag der Anwendung
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aus einem Stock von 10 mM verwendet. FiUr die NT-3 Zellen wurde eine
Endkonzentration von 10 nM und fir die BON Zellen eine Endkonzentration von 50 nM

verwendet.

Bei Ko-Kultur Versuchen sowie Versuchen mit konditioniertem Medium wurde die
Therapie mit Everolimus 24 Stunden nach Stimulation mit den CAF bzw. dem
konditionierten Medium gestartet. Nach weiteren 48 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel mit erneuter Therapie mit Everolimus. Schlie8lich erfolgte der MTT-
Assay und Auswertung nach weiteren 72 Stunden wie bereits in 3.6.3 beschrieben.

3.6.6 Versuche mit STAT3-Inhibitoren
Die beiden Inhibitoren des JAK/STAT Signalweges, Napabucasin und Ruxolitinib,

wurden fur die Western Blot-Analyse 30 Minuten vor Stimulation mit dem
konditionierten Medium zu den NT-3 Zellen in einer Konzentration von 100 nM fur
Ruxolitinib und 1uM fir Napabucasin zugefuhrt. Weitere 48 Stunden spater, wurde die
Lyse durchgefuhrt.

In den Proliferationsassays, MTT und Ki-67-Immunfluoreszenzfarbung, wurden die
Inhibitoren ebenso 30 Minuten vor Stimulation durch das konditionierte Medium
hinzugegeben. 24 Stunden spater erfolgte die Behandlung mit Everolimus. Ein
erneuter Mediumwechsel und Gabe von konditioniertem Medium sowie Zufuhr von
STAT3-Inhibitoren sowie Everolimus erfolgte nach weiteren 48 Stunden. Die

Auswertung konnte nach weiteren 72 Stunden durchgefuhrt werden.

3.6.7 Versuche mit STAT3-siRNA
Zur Verifikation des STAT3-knockdowns, wurde zunachst die STAT3-Expression

mittels Western-Blot Analyse fur drei biologische Replikate der NT-3 Zellen fur eine
Inkubationszeit von 72 und 120 Stunden nach Zugabe der siRNA ermittelt. Bei der
Transfektion in 6-Well Platten werden zunachst 9 ul Lipofektamin zu 150 pl serumfreies
DMEM-Medium zugefuhrt. Separat dazu werden 10 pg siRNA mit 150 ul serumfreies
DMEM-Medium vermischt. Anschlieend werden die beiden Reagenzien vermischt
und fur 5 Minuten bei Raumluft inkubiert. Schlielich werden daraus 250 pl vorsichtig
und tropfchenweise pro Well pipettiert. Als Negativkontrolle diente die sogenannte
scrambled RNA.
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Um den Effekt der STAT3-siRNA auf die Proliferation zu ermitteln, wurden MTT-
Analysen und Ki-67-Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt. 24 Stunden nach
Zugabe der siRNA, wurde den Zellen das konditionierte Medium zugefuhrt. Fir die
Immunfluoreszenzfarbung wurde eine Inkubationszeit von 48 Stunden eingehalten. Im
MTT-Assay hingegen wurde 24 Stunden nach Stimulation durch das konditionierte
Medium eine Therapie mit Everolimus vollzogen. Nach weiteren 48 Stunden wurde die
Zugabe von konditioniertem Medium und Everolimus wiederholt und schlief3lich der
Versuch nach weiteren 72 Stunden ausgewertet.

3.7 Immunfluoreszenzfarbung

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung sollte durch die Zugabe von konditioniertem
Medium der Unterschied in der Proliferation der NT-3 Zellen ohne und bei
Vorhandensein von konditioniertem Medium aus CAF beurteilt werden. Auch konnten
durch diese Methode CAF-Monokulturen mit den Fibroblastenmarkern, aSMA, FSP,

FAP und Desmin gefarbt werden.

3.7.1 Ablauf vor der Immunfluoreszenzfarbung

NT-3 Zellen

Zunachst wurden in einer 24-Well Platte 200000 NT-3 Zellen in RPMI-Medium
ausplattiert. Insgesamt befand sich in jedem Well ein Volumen von 600 ul. Nach 24

Stunden wurde das bereits am Vortag der Aussaat vorbereitete konditionierte Medium
den Zellen in einem Verhaltnis von 1:3 zugefuhrt. Somit gab es zum Einen den
Vergleich zwischen NT-3 in Monokultur und zum Anderen NT-3 in Kombination mit
konditioniertem Medium in jeweils vierfacher Bestimmung. Zusatzlich zu den
unbehandelten Zellen wurden acht weitere Wells mit Everolimus 10 nM behandelt. So
wurden insgesamt 16 Wells pro biologisches Replikat ausgesat. Die Behandlung mit
Everolimus erfolgte 24 Stunden nach Stimulation mit konditioniertem Medium. 48
Stunden nach der Behandlung erfolgte der Fixierungsprozess mit 4%igem
Paraformaldehyd (PFA). Ko-Kultur-Versuche waren aus technischen Grinden nicht
moglich, da die NT-3 Zellen unter den Transwells in der 24-well Platte nicht Uberlebten.

Fibroblastenmarker
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Es wurden 200000 Fibroblasten pro Well in eine 24-Well Platte in DMEM-Medium
ausplattiert. Ein Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden. Nach weiteren 48 Stunden

Inkubationszeit erfolgte der Fixierungsprozess.

3.7.2 Fixierung von Zellen auf dem Boden einer 24-Well Platte

Um den Farbungsprozess zu beginnen, sollten die auf dem Boden angewachsenen
Zellen in 4%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert werden. Die Inkubationsdauer hierfur
betrug zehn Minuten. Nach einem dreiminutigen Waschvorgang in PBS, konnte die mit
PBS beflllte Platte bei 4°C gelagert oder unmittelbar zur Farbung genutzt werden.

3.7.3 Durchfuhrung einer Immunfluoreszenzfarbung in einer 24-Well Platte

Nach Fixierung der Zellen mittels 4%igem PFA erfolgte ein Blockierungsschritt, der
eine spezifische Bindung des ersten Antikorpers gewahrleistete. Dieser wurde mit
10%igem bovinen Serumalbumin (BSA) in PBS und 0,1%igem Tween-20 fur
insgesamt 30 Minuten durchgefuhrt. Nach Abnahme der Blocklosung konnte der erste
Antikorper zugegeben werden. Zur Verdinnung des Antikorpers in einem Verhaltnis
von 1:100 wurde 1%iges BSA in PBS und 0,1%igem Tween genutzt. Als Antikdrper fur
die NT-3 Zellen wurde der Proliferationsmarker Ki-67 verwendet, der gegen humane
Zellen gerichtet war. Als Fibroblastenmarker dienten die Antikorper aSMA, FSP, FAP

und Desmin. Diese waren ebenfalls gegen humane Zellen gerichtet.

Weiterhin schlossen sich der einstindigen Inkubation der Erstantikbrper drei
Waschschritte mit 0,1%igem BSA in PBS und 0,1%igem Tween-20 fir jeweils 3
Minuten an. Um die Antikorperfarbungen fluoreszenzmikroskopisch darzustellen,
wurde ein ALEXA-555-gekoppelter zweiter Antikorper fur die NT-3 Zellen und ein
ALEXA-488-gekoppelter Zweitantikorper fur die CAF verwendet. Dieser wurde ebenso
in 1%igem BSA in PBS und 0,1%igem Tween-20 1:400 verdunnt und fir 30 Minuten
inkubiert. Nach weiteren drei Waschvorgangen mit 0,1%igem BSA geldst in PBS und
0,1%igem Tween erfolgte die Zugabe von 4‘,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) in einem
Verhaltnis von 1:1000. Schlielich konnte das Well nach Zugabe von Eindeckmedium

mit einem runden Deckglaschen versehen werden.

SchlieBlich wurde zur Auswertung der Farbung das bereits beschriebene Mikroskop
verwendet. Es wurde jeweils eine Aufnahme gemacht, die die mit DAPI gefarbten
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Zellkerne darstellt. AulRerdem wurde in einem weiteren Foto die spezifische Farbung
der Antikorper aufgenommen. Die Kanale waren hiermit ALEXA-546, ALEXA-459 und
DAPI. Die DAPI-Farbung erschien blau, wahrend die spezifischen je nach
Zweitantikorper, bei ALEXA-555, rot und, bei ALEXA-488, grun erschienen. Schlie3lich
wurden aus diesen Fotos overlay-Bilder erstellt, sodass die spezifischen Farbungen in
Relation zu den einzelnen mit DAPI-gefarbten Zellen gebracht werden konnten.

3.8 Proteinanalytische Methoden

Fir die Versuche mittels Western Blot wurden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesat.
Pro Well wurden 800000 NT-3 und 100000 BON Zellen ausplattiert.

3.8.1 Lyse von Zellen

Zunachst erfolgte die Zelllyse mittels Triton X-100 Lysis-Puffer. Dadurch wurden die
Zellmembranen sowie Zellkerne und weitere Organellen aufgeldst. Anschlieffend
werden durch die Zentrifugation die Reste der Zellmembran entfernt.

Als Erstes erfolgte die Zubereitung des Lysispuffers. Zu einem ml Lysispuffer mit 50
mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl, 10% Glyzerin, 5 mM EDTA pH 8,0 und 1% Triton X-
100 wurden 2 pg/ml Aprotinin, 10 ug/ml Phenylmethylsulfonyl (PMSF), 10 pg/ml
Natriumfluorid, 10 ug/ml Benzamidin und 1 pg/ml Leupeptin zugefihrt. Pro Well
reichten 150 pl Puffer aus. Ahnlich der RNA-Lyse, wurden die Zelle mit einem
Zellschaber von dem Boden gel6st, in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal} pipettiert und
auf Eis gestellt. Nun konnten die Proben bei -20°C gelagert oder zur Sonifikation fur
30 Minuten bei 11000 rpm und 4°C zentrifugiert werden. Anschlielend wurde der
Uberstand, der die zytosolischen und membranstindigen Proteine enthielt, in ein
frisches Eppendorf-Reaktionsgefal® uberfuhrt.

3.8.2 Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung wurde der ,Pierce BCA Protein Assay Kit* verwendet. Dieser
ist in 96-Well-Mikrotiterplatten durchfuhrbar. Hierbei galt eine Rinderserumalbumin-
Konzentrationsreihe als Standard (0 ug-2500 ug Protein/ml).
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3.8.3 Proteinbestimmung

Nachdem die Standardkurve aus BSA und destillietem Wasser zu den
Konzentrationen 0 ug bis 2500 pg pipettiert wurde, galt es bei den NT-3 Zellen aus
den zentrifugierten Proben 10 pl pro Well zu pipettieren. Da es sich bei den BON meist
um hohere Zellzahlen handelte, wurden ihre Lysate in einem Verhaltnis von 1:2 mit
destilliertem Wasser verdinnt. Dazu wurde pro Probe eine Doppelbestimmung erstellt.
Anschlieend erfolgte die zigige Zugabe des Reaktionsgemisches von 200 ul. Nach
30-minutiger Inkubation bei 37°C erfolgte die photometrische Messung bei 560 nm
mittels ELISA Reader.

3.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Gele ermdglichten die Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht, indem
es die Oberflache der Proteine gleichmalig mit negativer Ladung besetzt, sodass eine
Auftrennung der Proteine allein nach Molekulargewicht und nicht nach
Aminosaurezusammensetzung und Eigenladung der verschiedenen Proteine
ermoglicht wird. Je nach Molekulargewicht der einzelnen zu detektierenden Proteine
wurden in dieser Arbeit vorwiegend 12,5%ige Gele gegossen.

3.8.5 Gellauf

Der Gellauf erfolgte in einer Laufkammer, die mit entsprechendem Laufpuffer befullt
wurde. Bei Gelen mit 10 Taschen wurde in die erste Tasche 5 ul des Proteinmarkers
PageRuler Prestained Protein Ladder pipettiert. Anschliel3end wurden die Proben in
der gewunschten Reihenfolge in die jeweiligen Taschen mit 20 pl Volumen zugefuhrt.
Der Gellauf wurde mit einer Spannung von 100 Volt gestartet, bis alle Proben eine
Linie bildeten. Im Anschluss wurde die Spannung auf 150 Volt erhéht. Damit dauerte

dieser Abschnitt ungefahr 1,5 Stunden.

3.8.6 Blotting: Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembran

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Gelelektrophorese auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Diese erfolgte mit Transblot-SD Puffer fur eine
Stunde bei 300 mA. Hierfur wurden in einer Kammer, die mit Schwammen und
Filterpapieren abgepolstert wurde, das Gel und die Membran aneinander gefuhrt.

Wahrend des Vorganges wurde die Kammer auf Eis gestellt.
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3.8.7 Immundetektion

Nach Beschriftung der entsprechenden Nitrozellulosemembran wurden die Proteine
durch ein antikorpergekoppeltes Detektionsverfahren sichtbar gemacht. Beim ersten
Schritt ging es darum, dass die Proteine durch einen spezifischen Antikorper erkannt
werden, der wiederum beim zweiten Schritt durch einen zweiten Antikorper, der an die
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, erkannt wird. Vor Gabe des ersten Antikorpers
war eine 30-minutige Inkubation der Nitrozellulosemembran in Blocklésung, namlich
5%ige Milch geldst in TBS, notwendig. Anschliel3end erfolgte die Inkubation des ersten
Antikdrpers Uber Nacht bei 4°C je nach Antikérper entweder in 5%iger Milch oder BSA.
Die hier verwendeten Antikdrper wurden zu einem Verhaltnis von 1:1000 verdunnt,
GAPDH jedoch zu 1:5000. Am nachsten Morgen folgte nach einem dreimaligen
Waschschritt in TBS-T zu je funf Minuten die Inkubation des zweiten Antikorpers in
Milch in einem Verhaltnis von 1:2000, bei GAPDH ebenso 1:5000. Nach erneutem
dreimaligen Waschschritt folgte eine Lumineszenzreaktion der enzymatischen
Aktivitat, durch die die Antigenbanden detektiert werden konnten. Diese Reaktion
erfolgte mit dem ,ECL-Kit". Dabei wurden die beiden Reagenzien des Kits 1:1
vermischt und ein Volumen von einem ml zugegeben. Nach funfminatiger Inkubation,
bei GAPDH einminutig, wurde die Membran zur Detektion mittels Imager in eine

Klarsichtfolie gelegt.

3.9 Tissue-Microarray-Analyse

3.9.1 Gewebekollektiv
Insgesamt standen 242 NET-und NEC-Proben fur die TMA-Analyse zur Verfugung.

Die NET und NEC entstammen aus der Lunge, dem Pankreas und dem weiteren
Gastrointestinaltrakt, wie Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Appendix,
Colon, Rektum, Gallenblase, Papilla Vateri sowie Meckel-Divertikel. Es wurden nicht
nur NET-Primarii, sondern auch 25 NET- und NEC-Metastasen untersucht.

3.9.2 TMA-Herstellung
Mit Hilfe des Tumor-Microarray-Verfahrens gab es die Maoglichkeit, zahlreiche

Gewebezylinder von histologisch definierten Regionen verschiedener NET- und NEC
Tumoren in einen einzigen Paraffinblock einzubringen. Der Vorteil besteht im geringen
Materialverbrauch. Dieser TMA wurde uns vom Institut fur Pathologie des
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Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) zur Verfligung gestellt und es erfolgte
eine immunhistochemische Farbung bestimmter Antikorper durch das TMA-Labor des
UKE.
Folgende Antikorper wurden verwendet:

e Synaptophysin

e Chromogranin A

o Ki-67

e pSTAT3

e STAT3

3.9.3 TMA-Auswertung

Bei Synaptophysin und Chromogranin A wurde jeweils zwischen stark, schwach

positiven und negativen Gewebespots unterschieden. Fur pSTAT3 und STAT3 wurde
sowohl die Intensitat als auch die Anzahl der gefarbten Zellkerne ermittelt. Fiur Ki-67
wurden ebenso die gefarbten Zellkerne gezahlt.

Mittels GraphPad Prism 8 erfolgte die Auswertung der einzelnen Parameter. Es wurde
jeweils eine Korrelation zwischen CgA und pSTAT3 sowie SSTR2 und pSTAT3
vollzogen. Auch wurden die einzelnen verschiedenen NET und NEC hinsichtlich der
STAT3 und p-STAT3 Expression analysiert und mit Ki-67 korreliert. Schliel3lich konnte
eine Analyse zur Unterscheidung in der Expression von pSTAT3 zwischen einzelnen
Organen und zwischen Primarius und Metastasen durchgefiihrt werden.

4 Ergebnisse

4.1 CAF Phéanotyp in NET
Eine Charakterisierung der CAF in NET ist bisher nicht erfolgt. Daher sollte in einem

ersten Schritt der Phanotyp und die Verteilung von CAF im Tumorprimarius und seinen

korrespondierenden Lebermetastasen immunhistochemisch untersucht werden.
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4.1.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen an humanem NET-Gewebe

Bei aSMA und FSP handelt es sich um zytoplasmatische Proteine, die als Marker fur
Fibroblasten etabliert sind. Die spezifisch gefarbten Zellen stellen sich in brauner
Farbe in den fibrotischen Tumorstromasepten sowie auch disseminiert zwischen
einzelnen Tumorzellen dar.

Die Serienfarbungen des NET-Gewebes beinhalteten Schnitte von neun Patienten,
jeweils mit Gewebe aus dem NET-Primarius sowie aus einer korrespondierenden
NET-Lebermetastase desselben Patienten. Diese wurden mit den oben genannten

Antikorpern spezifisch gefarbt.

Immunhistochemie: aSMA

Die Abbildung 4.1 stellt eine Ubersicht Giber aSMA jeweils im Primarius als auch in der
zugehorigen Lebermetastase fur zwei Patienten in 10er und 20er Vergrof3erung dar.
Die Ermittlung der aSMA-positiven Zellen gelang durch Berechnung der aSMA-
gefarbten Flache im jeweiligen Gewebeschnitt. Die ermittelten Flachen wurden
anschlieBend graphisch dargestellt. Abbildungen 4.1.1-E und 4.1.2-E zeigen den
Vergleich zwischen aSMA -positiven Zellen im Primarus und der korrespondierenden
Lebermetastase fur jeweils einen Patienten. Diese wurde anschlielend statistisch

ausgewertet.

42



m

*kkk

¢ £ g FH—
i 6 —_—
) 4‘/‘ 14 -. -
¥ S,
4

aSMA berechnete Flache %

A
Vs’
%, 7
S, %,
S
%
S

: 3 8 5
< R /
k X q ) 4
¢ "
R A

Abbildung 4.1.1: Ubersicht (iber die aSMA-Farbung fir einen Patienten im Primarius (A, C) und in einer
Lebermetastase (B, D). A und B: 10er VergrofRerung; C und D: 20er VergréRerung. E: Quantifizierung
der aSMA-positiven Zellen durch Kalkulation der spezifisch immunhistochemisch geféarbten Flache (%).
Auswertung von insgesamt n= 10 Tumorgewebearealen, **** p<0,0001
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Abbildung 4.1.2: Ubersicht (iber die aSMA-Farbung flr einen Patienten im Primarius (A, C) und in einer
Lebermetastase (B, D). A und B: 10er VergrofRerung; C und D: 20er VergréRerung. E: Quantifizierung
der aSMA-positiven Zellen durch Kalkulation der spezifisch immunhistochemisch geféarbten Flache (%).
Auswertung von insgesamt n= 10 Tumorgewebearealen, **** p<0,0001
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Abbildung 4.1.3: Quantifizierung der aSMA-positiven Zellen durch Kalkulation der spezifisch
immunhistochemisch gefarbten Flache (%). Auswertung von insgesamt n= 10 Tumorgewebearealen
bei jeweils neun Primarii und einer korrespondierenden Lebermetastasen, **** p<0,0001

Betrachtet man das Farbemuster von aSMA, lasst sich feststellen, dass bei den
meisten der neun Patienten die Lebermetastasen eine signifikant hohere Expression
von aSMA im Vergleich mit dem Primarius haben. Dahingegen zeigte einer der neun
Patienten ein genau entgegengesetztes Farbemuster, bei dem die Lebermetastase
eine geringere Expression von aSMA zeigte (Abbildung nicht gezeigt). Die aSMA-
Farbung zeigt eine spezifische Farbung der Fibroblasten im Tumorgewebe, sowonhl

disseminiert zwischen den Tumorzellen, als auch in den Tumorstromasepten.

Immunhistochemie: FSP

Die Abbildung 4.2 stellt eine Ubersicht Gber die FSP-Farbung eines Patienten in 10er

und 20er Vergrof3erung dar.
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Abbildung 4.2: Ubersicht Giber die FSP-Farbung fiir einen Patienten im Primarius (A, C) und in einer
Lebermetastase (B, D). A und B: 10er VergréRerung; C und D: 20er VergréRRerung

Die Farbung mittels FSP zeigte zum Einen eine diffuse geringe Farbung der
Tumorzellen und eine starke Farbung von einzelnen morphologisch eher myeloiden
Zellen im Tumorstroma. So konnte keine morphologische Korrelation mit Fibroblasten
und damit keine spezifische Auswertung der Farbung erfolgen.

4 1.2 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung der CAF in NET

Zur weiteren Phanotypisierung der CAF wurden isolierte CAF in Zellkultur untersucht.
Hier erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung von den CAF-Markern «aSMA, FSP, FAP
und Desmin. Wahrend aSMA, FSP und FAP eine hohe Positivitat aufweisen und die
meisten Zellen diese exprimieren, war Desmin nur gering exprimiert. Dieses Ergebnis
konnte fur drei verschiedene CAF-Kulturen aus Lebermetastasen pankreatischer NET
gezeigt werden.

Abbildung 4.3 stellt eine Ubersicht (iber die 4 Marker bei einer CAF-Kultur, NT86-LM,

dar.
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Abbildung 4.3: Fibroblastenmarker (aSMA, Desmin, FAP, FSP) der Zellpraparation NT86-LM, einer
Fibroblasten-Kultur aus Lebermetastasen pankreatischer NET.

4.1.3 Expressionsanalysen mittels g°PCR

Fur die weitere Charakterisierung der CAF sollten sezernierte Faktoren, die eine
mogliche Wirkung auf die NET haben konnten, identifiziert werden. Als Erstes sollte
das basale Expressionsprofil von verschiedenen CAF-Kulturen untersucht werden.
Dabei war der Vergleich zwischen CAF aus dem NET-Primarius als auch aus den
Lebermetastasen von Bedeutung. Mittels gPCR wurden verschiedene
Wachstumsfaktoren und Zytokine jeweils fur drei verschiedene CAF Kulturen aus den
Lebermetastasen als auch aus dem Primarius analysiert.

Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die an bestimmte Oberflachenrezeptoren von
Zellen binden und so fur Zellproliferation und -differenzierung sorgen.

EGF, epidermal growth factor, zuerst in 1986 vom Nobelpreistrager Stanley Cohen
beschrieben (Murphy 1998), wird einerseits von den Fibroblasten ausgeschuttet und
wirkt wachstumsfordernd auf die Tumorzellen. Andererseits wird es auch von
Tumorzellen ausgeschuttet, wirkt damit parakrin auf Fibroblasten und aktiviert diese
dazu, weitere Wachstumsfaktoren fir die Tumorproliferation auszuschutten (Paraiso
and Smalley 2013).
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FGF, fibroblast growth factor, bildet eine Familie aus 22 Untergruppen. Diese binden
an Oberflachenrezeptoren und stimulieren Zellen zur Zellproliferation, Migration und
Differenzierung (Hay 1995; Ornitz and Sannes 2006). In diesem Projekt wurden die
drei Untergruppen, FGF1, FGF2 und FGF7 untersucht.

Daruber hinaus wird HGF, hepatocyte growth factor, von Stromazellen ausgeschuttet
und sorgt in epithelialen Zellen fur Zellproliferation, Motilitat und Angiogenese
(Nakamura and Mizuno 2010; Tamura et al. 1993).

VEGF, vascular endothelial growth factor, eine Familie aus sezernierten Polypeptiden,
ist involviert in Angiogenese. Vor allem VEGF-a sorgt fur eine erhohte
Blutgefal3bildung (Holmes and Zachary 2005).

IL-8, interleukin 8, bezeichnet ein Interleukin und Chemokin der Neutrophilen und ist
somit an Prozessen der Inflammation beteiligt. Auch wurde es bereits erhoht in
tumordsen Prozessen beschrieben (Cao et al. 2005).

SDF-1, stromal cell-derived factor 1, auch als CXCL12, chemokine ligand 12,
bezeichnet, ist ein Chemokin, was Stammzellmotilitat, Neovaskularisation und

Angiogenese vermittelt (Burns et al. 2006).
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Abbildung 4.4: relative mRNA Expression verschiedener Wachstumsfaktoren und Interleukine in CAF-
Kulturen A: aus dem Primarius, B: aus den Lebermetastasen.

Abbildung 4.4 =zeigt, dass EGF und SDF-1 sowohl bei den CAF aus den
Lebermetastasen als auch aus den CAF des Primarius niedrig exprimiert ist.

FGF zeigt in den verschiedenen Fibroblasten-Kulturen unterschiedliche Expressionen.
Vor allem FGF2 weist eine hohe Expression in allen drei CAF Kulturen aus Primarius

und Lebermetastasen auf. Insgesamt Iasst sich jedoch sagen, dass es keinen
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Unterschied in der Expression zwischen Primarius und Metastasen gibt (Abbildung
4.4).

Dahingegen zeigt HGF eine etwas hdhere Expression in den CAF aus den
Lebermetastasen als im Primarius.

Eine deutlich héhere Expression in den CAF aus den Lebermetastasen im Vergleich
zu denen aus dem Primarius lasst sich fur IL-8 feststellen. Jedoch lasst sich dieses
Ergebnis nicht in allen drei Kulturen wiederfinden.

SchlieBlich zeigt auch VEGF-a keinen Unterschied zwischen Primarius und

Metastasen, die Expression ist jedoch zu erkennen (Abbildung 4.4)

FGF1 FGF1

FGF2 FGF2

FGF7 FGF7

HGF HGF

EGF EGF

VEGFa VEGFa

IL-8

IL-8

SDF-1 SDF-1

NT31-P
NT32-P
NT84-P
NT45-LM
NT78-LM
NT62-LM

Abbildung 4.5: Heatmaps veranschaulichen das Expressionsprofil von drei verschiedenen CAF-
Kulturen jeweils aus dem Primararius (A) und Lebermetastasen (B) pankreatischer NET hinsichtlich

verschiedener Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Griin: hohe Expression; rot: niedrige Expression

Insgesamt veranschaulichen die Heatmaps (Abbildung 4.5), dass es keine
einheitlichen Ergebnisse innerhalb der einzelnen Gruppen aus Primarius (Abbildung
4.5-A) und Lebermetastasen (Abbildung 4.5-B) gibt. Einzelne CAF zeigen hinsichtlich
mehrerer Faktoren eine hohe Expression (NT84-P, NT62-LM), andere dagegen eher
niedrige Expressionen hinsichtlich verschiedener Faktoren (NT31-P, NT78-LM)
(Abbildung 4.5).
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4.2 Expressionsprofil der NET

In diesen Versuchen wurden die NET-Zelllinien, NT-3 und BON, in indirektem Kontakt
mit den CAF oder deren Medium, sprich konditioniertes Medium, gebracht. Ziel war
es, den Einfluss von Fibroblasten - und damit einem Zellbestandteil des Tumorstromas
- auf die NET hinsichtlich des Expressionsprofils zu evaluieren.

421 Expressionsprofil von NT-3 und BON durch konditioniertes Medium

Mittels gRT-PCR konnten Differenzierungsmarker von NET analysiert werden.
Chromogranin A (CgA), ist ein Protein neuroendokriner Tumoren, das in
sekretorischen Granula aufzufinden ist und fur eine gute Differenzierung von NET steht
(Nobels et al. 1997). Eine signifikante Herunterregulation von CgA findet sich bei BON
Zellen nach Zugabe von konditioniertem Medium (Abbildung 4.7-A). Es zeigt sich im
Gegensatz hierzu keine verminderte Expression bei NT-3 Zellen (Abbildung 4.6-A).

Somatostatinrezeptoren, SSTR, fungieren als Rezeptoren von Somatostatin, einem
Polypeptidhormon, das im gastrointestinalen Trakt (Gl-Trakt), vor allem im Pankreas,
gebildet wird und eine hemmende Wirkung auf die Sekretion gastrointestinaler
Hormone zeigt. Eine vermehrte Expression von SSTR korreliert somit mit einer
erhohten Differenzierung von NET. Es setzt sich zusammen aus funf Subtypen,
SSTRH1 bis 5 (Stenger, Frilling, and Broelsch 1997). Auch hier zeigt sich eine signifikant
verminderte Expression des Somatostatin-Rezeptors 2 in den BON-Zellen nach
Stimulation mit konditioniertem Medium (Abbildung 4.7-A), wahrend es bei den NT-3
Zellen eine verminderte Expression zeigt, die jedoch nicht signifikant war (Abbildung
4.6-A). Dahingegen zeigt sich beim SSTR5 ebenso eine Herunterregulierung bei den
BON Zellen (4.7-A), jedoch eine erhdhte Expression bei NT-3 Zellen durch
konditioniertes Medium (Abbildung 4.6-A)

CXCR4, chemokine receptor type 4, ist ein Transmembranprotein, das durch die
Bindung von SDF-1 aktiviert wird und fur Zellmigration und De-Differenzierung sorgt
(Hesselgesser et al. 1998). Abbildung 4.6-B zeigt eine starke Hochregulation der
Expression nach Stimulation der NT-3 Zellen mit konditioniertem Medium, wahrend
das konditionierte Medium keinen Effekt auf die BON Zellen zeigt (Abbildung 4.7-B).
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E-Cadherin, ist ein Protein des Zytoskelets und ist fur die Zell-Zell-Adhasion von
Bedeutung (Larue et al. 1994; Tunggal et al. 2005). Durch Verlust des E-Cadherins,
und damit der interzellularen Adhasion, wird die zuvor beschriebene EMT induziert
(Sanchez-Till6 et al. 2010). In der Analyse der EMT bei NT-3 und BON Zellen durch
konditioniertes Medium konnte jedoch eine signifikante Uberexpression des E-
Cadherins festgestellt werden (Abbildung 4.6-B), wahrend es bei den BON Zellen zu
keiner signifikanten Veranderung kam (Abbildung 4.7-B).

Vimentin ist ein Intermediarfilament, welches im Prozess der EMT hochreguliert wird
(lvaska 2011). Dieses Phanomen findet sich in der Kombination aus NT-3 und
konditioniertes Medium, nicht jedoch bei BON Zellen, bei denen es herunterreguliert
wird (4.6-B und 4.7-B).
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Abbildung 4.6: Expressionsprofil der NT-3 Zellen hinsichtlich A: Differenzierungs- und B: EMT Marker
nach Zugabe von konditioniertem Medium, **** p<0,0001, *** p<0,001, * p<0,05, ns=nicht signifikant
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Abbildung 4.7: Expressionsprofil von BON Zellen hinsichtlich A: Differenzierung- und B: EMT-Marker
nach Zugabe von konditioniertem Medium, **** p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,001, * p<0,05, ns=nicht
signifikant
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4.2.2 Expressionsprofil von BON durch Ko-Kultur

Um den Effekt der Ko-Kultur auf NET zu analysieren, wurden die BON Zellen fir die
Versuche herangezogen. Hier konnte nur eine Verminderung der CgA-Expression
festgestellt werden (Abbildung 4.8-A). Ein signifikantes Ergebnis lasst sich auch
hinsichtlich der erhéhten CXCR4-Expression finden (Abbildung 4.8-B).

A B
_5 2.0m H— c 4m |
2] —
@ 1.5+ % 3-
S o1
L1 o ]
E <]
% 0.54 % 14
— ®
2 0.0 " o
U e & o
CQv L& @ Q}‘\\' ()Q~
0‘2\ PP © 4\@ O+

Il BON Monokultur Ko-Kultur

Abbildung 4.8: Expressionsprofil von BON Zellen hinsichtlich A: Differenzierung- und B: EMT-Marker
nach Stimulation durch CAF-Ko-Kultur, ** p<0,001, * p<0,05

4.3 Einfluss der CAF auf die Proliferation der NET

Ein zentraler Aspekt dieser Arbeit ist es, Veranderung der Zellproliferation von NET-
Zellen durch Stimulation mit Fibroblasten zu untersuchen. In den folgenden
Experimenten zur Analyse der Proliferation sowie des Therapieansprechen wurden
Versuche nur mit NT-3 Zellen durchgefuhrt, da sich in den Vorversuchen kein Einfluss
auf die Proliferation der BON Zellen zeigte.

4.3.1 Effekt des konditionierten Mediums auf die Proliferation

Eine Inkubation von NT-3 Zellen mit konditioniertem Medium Uber 120 Stunden im
Vergleich zur Kontrolle zeigt eine auf das 1,5-fache erhdhte Zellzahl (Abbildung 4.9-
A). Einen Effekt auf BON Zellen konnte nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).

Ein von Gerdes et al. zuerst in proliferierenden Zellen beschriebenes, nukleares
Protein, Ki-67, nutzten wir auch in unseren Versuchen zur Detektion der

Proliferationsrate mittels Immunfluoreszenzfarbung (Gerdes et al. 1983). Ergebnisse
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der Immunfluoreszenzfarbung von Ki-67 zeigten eine dreifach erhohte Ki-67-Positivitat
der NT-3 Zellen bei Vorhandensein von konditioniertem Medium im Vergleich zur
Kontrolle aus NT-3 Monokultur (Abbildung 4.9-B).
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Abbildung 4.9: A: Zellviabilitdt durch konditioniertes Medium im MTT-Assay; B: Ki-67-Positivitat in %
nach Zugabe von konditioniertem Medium, **** p<0,0001

4.3.2 Proliferation von NT-3 Zellen durch indirekte Ko-Kultur
Abbildung 4.10 zeigt eine hdhere Zellzahl der NT-3 Zellen von 30% durch die Ko-Kultur
im Vergleich zur Monokultur.
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Abbildung 4.10: Zellviabilitat der NT-3 Zellen im MTT-Assay nach Stimulation durch indirekte Ko-Kultur,
**** p<0,0001

Um dem Einfluss der indirekten Ko-Kultur mit CAF auf NT-3 mittels Ki-67
Immunfluoreszenz zu erforschen, war ein Ausplattieren der Zellen in 24-Well-Platten
notwendig. Hier zeigte sich nach dreimaliger Durchfuhrung des Versuches eine
verminderte Zelldichte unmittelbar unter dem Transwell, wahrend an den Randern der
jeweiligen Wells eine hohere Zelldichte von NT-3 zu erkennen war. Diese technische
Problematik lie3 keine aussagekraftige Analyse der indirekten Ko-Kultur auf den

Proliferationsindex zu.

4.3.3 Analyse der Rb-Phosphorylierung in NT-3 Zellen

Retinoblastom, Rb, ist ein Tumorsuppressor und sorgt durch seine Bindung an E2F fur
eine Herunterregulierung des Zellzyklus. Gehemmt wird es durch Phosphorylierung
durch Kinasen, wie cyclin-dependent kinases (CDK4, CDK6 und CDK2). Durch
Hyperphosphorylierung kommt es somit zur gesteigerten Zellproliferation (Vélez-Cruz
and Johnson 2017). Es konnte in drei verschiedenen biologischen Replikaten eine
erhohte Phosphorylierung des Rb durch Zugabe von konditioniertem Medium bei NT-
3 Zellen gezeigt werden (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Expression von pRb in NT-3 Zellen nach Stimulation durch konditioniertes Medium: A
Western Blot; B Densitometrie, * p<0,05

4.4 Therapieansprechen auf Everolimus in NT-3 Zellen nach CAF-Stimulation

Da bei fehlendem Einfluss der CAF auf die Proliferation sowie Zellviabilitat der BON
Zellen keine Proliferationsassays durchgefuhrt wurden, wurde im weiteren Verlauf auf
eine Analyse des Therapieansprechen verzichtet. Im Folgenden wurde nur das
Therapieansprechen der NT-3 Zellen auf Everolimus analysiert.

4.4.1 Therapieansprechen von NT-3 Zellen in Kultur mit konditioniertem Medium:

MTT-Assay
Hinsichtlich des Therapieansprechens wurde die Sensitivitat der NT-3 Zellen

gegenuber dem mTOR-Inhibitor, Everolimus, in einer Konzentration von 10 nM
getestet. Nach Inkubation der Zellen Uber 120 Stunden konnte eine signifikante
Wirkung von Everolimus und damit Reduktion der Zellzahl um 15% in der Monokultur
gezeigt werden. Diese Wirkung wurde durch Zugabe von konditioniertem Medium aus
drei verschiedenen Fibroblasten-Kulturen signifikant aufgehoben. Hier zeigte sich ein
héheres Zelliberleben um 25% im Vergleich zur mit Everolimus behandelten
Monokultur aus NT-3 Zellen (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Therapieansprechen auf Everolimus in NT-3 Zellen nach Stimulation mit
konditioniertem Medium, **** p<0,0001, * p<0,05

4.4.2 Therapieansprechen von NT-3 Zellen in Kultur mit konditioniertem Medium:
Immunfluoreszenz

Durch Zugabe von Everolimus zur NT-3 Monokultur konnte nach einer Inkubationszeit
von 48 Stunden eine signifikante Reduktion der Ki-67-Positivitat um ein Drittel erreicht
werden. Auch hier hebt sich der Effekt von Everolimus auf und die Ki-67-positiven NT-

3 Zellen erhdhen sich um ungefahr 90% durch konditioniertes Medium aus CAF auf
(Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.13: Ansprechen auf Everolimus nach Gabe von konditioniertem Medium zu NT-3 Zellen
in der Ki-67-Immunfluoreszenzfarbung, **** p<0,0001, *** p<0,001

4.5 Einfluss von CAF auf die Signaltransduktion in NET-Zellen

Um auf molekularer Basis den Einfluss von CAF auf NET zu analysieren, ist es von
grolRer Bedeutung, die Expression von Proteinen mehrerer Signalwege in
Abhangigkeit vom Vorhandensein von Fibroblasten zu identifizieren. Hierzu diente die

Analyse von drei verschiedenen Signalwegen: AKT, ERK und STATS.

451 Einfluss des konditionierten Mediums auf die Signaltransduktion

Der Phosphatidol-Inositol-3-Kinase (Pi3K)/AKT Signalweg ist zustandig fur die
Zellproliferation, das Zelliberleben sowie Onkogenese (J. Huang et al. 2011; Shukla
et al. 2007). Es wurde bereits eine erhdhte Aktivitdt des AKT in verschiedenen
Tumoren, wie das Ovarzellkarzinom, Nierenzellkarzinom und auch Prostatakarzinom
festgestellt (J. Huang et al. 2011; Shukla et al. 2007; Xu et al. 2015). Nach Aktivierung
von AKT folgt die Phorphorylierung und damit Aktivierung von mTOR und induziert
hiermit die Proteinsynthese (Muise-Helmericks et al. 1998).

Diesbezuglich wurde der Einfluss des konditionierten Mediums auf die

Phosphorylierung und damit Aktivierung von AKT in NT-3 und BON untersucht. Der
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Western Blot zeigte hierzu keinen signifikanten Einfluss des konditionierten Mediums
auf die NT-3 Zellen. Bei BON konnte eine signifikant hdhere Aktivierung von AKT 30

Minuten, nicht jedoch 24 Stunden nach Zugabe von konditioniertem Medium gezeigt
werden (Abbildung 4.14-A und -B).

A M M CMMCM B M M CM MCM
0 30 24h 0} 30° 24h
[ 69 1.59 l';1
b g
E 4 g 1.0+
a0
3 <
22 205
4 &
0 0.0+
0" 30" 24h 0" 30" 24h

1 NT-3 Monokultur E3 konditioniertes Medium Bl BON Monokultur 21 konditioniertes Medium

Abbildung 4.14: Western Blot zur Darstellung der AKT-Phosphorylierung bei A: NT-3 Zellen und B:
BON Zellen nach Stimulation durch konditioniertes Medium, * p<0,05

Der Signalweg der Raf-Serin-Threonin Kinase, Mitogen extracellular kinase (MEK),
extracellular signal-realted kinase (ERK) wird ebenso durch Wachstumsfaktoren, wie
z.B. EGF, stimuliert (Gollob et al. 2006). Nach einem Phosphorylierungsprozess der
einzelnen Proteine werden Zellprozesse, wie Proliferation, Differenzierung und
Uberleben in Gang gesetzt (Kolch 2000). Weder in NT-3 Zellen noch in BON Zellen

konnte eine Aktivierung von ERK durch konditioniertes Medium beobachtet werden
(Abbildung 4.15
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Abbildung 4.15: Western Blot zur Darstellung der ERK-Aktivierung durch konditioniertes Medium in A:
NT-3 Zellen und B: BON Zellen

Nachdem Faktoren an den homodimeren Rezeptor, gp130, binden, erfolgt eine
Aktivierung der rezeptorgebundenen Tyrosinkinase, Januskinase (JAK), die eine
Autophosphorylierung von gp130 induziert. Molekule, wie SHP-2, einer Protein-
Tyrosin-Phophatase und STATS3, signal transducers and activators of transcription 3,
werden rekrutiert, die wiederum durch JAK phosphoryliert und damit aktiviert werden.
So konnen diese in den Zellkern translozieren und zur Stimulierung

von Zellproliferationsprozessen fuhren (Becker, Groner, and Muller 1998; Shuai et al.
1994; Ueda, Bruchovsky, and Sadar 2002).

Die Western Blot Analyse zeigte eine signifikante Phosphorylierung und damit
Aktivierung von STAT3 nach Zugabe von konditioniertem Medium bei einer
Inkubationszeit von sowohl 30 Minuten als auch 24 Stunden. Dieser Effekt lieR® sich an
beiden NET-Zelllinien, NT-3 und BON, nachweisen (Abbildung 4.16)
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Abbildung 4.16: Einfluss des konditionierten Mediums auf die STAT3-Aktivierung in A: NT-3 und B:
BON Zellen, **** p<0,0001

4.5.2 Einfluss der Ko-Kultur
Durch eine Inkubation der NT-3 Zellen in indirekter Ko-Kultur mit CAF fur 24 Stunden,
konnte der Effekt der erhohten STAT3-Aktivierung wie durch konditioniertes Medium

bestatigt werden. Auch hier zeigte sich kein Einfluss auf die Phosphorylierung von AKT
und ERK (Abbildung 4.17-A, -B).
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Abbildung 4.17: Einfluss der Ko-Kultur auf die A: AKT-, ERK- und STAT3-Aktivierung in NT-3 Zellen, *
p<0,05

4.5.3 Einfluss von Everolimus auf die Signalwege

Nachdem eine Therapieresistenz gegen Everolimus durch Zugabe von CAF induziert
und eine Stimulation von pSTAT3 durch CAF gezeigt werden konnte, gilt es, auf
molekularer Ebene den Einfluss von Everolimus auf die verschiedenen Signalwege,

vor allem auf STAT3, zu analysieren.
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Der Einfluss von Everolimus auf die drei Signalwege wurde nach 30 Minuten sowie 24
Stunden Inkubation untersucht. Hier wurde das konditionierte Medium der CAF als
Methode verwendet. Auf die Aktivierung von STAT3 und ERK konnte Everolimus
keinen Einfluss Uben (Abbildung 4.18-B, -C). Eine basale Hochregulierung und
Aktivierung von AKT konnte durch Everolimus gezeigt werden (Abbildung 4.18-A).
Dies lasst sich durch die negative Ruckkopplung auf AKT nach mTOR-Inhibition

erklaren.
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Abbildung 4.18: Western Blot zur Darstellung des Einflusses von Everolimus auf die Aktivierung von
AKT, ERK und STAT3 bei NT-3 Zellen, **** p<0,0001, *** p<0,001

4.6 Modulation der STAT3-Aktivierung

Nachdem es zu einer signifikant erhdhten Aktivierung von STAT3 durch das
konditionierte Medium und Ko-Kultur in beiden NET-Zelllinien kam, sollte die Relevanz
dieses Signalweges fiur den Einfluss von CAF auf NET untersucht werden. Hierfur
nutzten wir zum Einen STAT3-Inhibitoren, wie Napabucasin und Ruxolitinib, zum
Anderen eine spezifische STAT3-siRNA.

4.6.1 Effekt der STAT3-Inhibitoren: Western-Blot

Ruxolitinib ist ein JAK 1 und 2- Inhibitor. Jak ist hierbei eine rezeptorgebundene

Tyrosinkinase, die fur die Phosporylierung und damit Aktivierung von STAT3

verantwortlich ist. Dieser Inhibitor wurde in diesem Projekt zur Hemmung des
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JAK/STAT3-Signalweges genutzt. Bisher wird dieses Therapeutikum im Bereich
myeloproliferativer Erkrankungen eingesetzt (Harrison and Vannucchi 2012; Marti-
Carvajal, Anand, and Sola 2015; Plosker 2015). Abbildung 4.19 zeigt eine Aufhebung
der Phosphorylierung von STAT3 im konditionierten Medium nach Zugabe von
Ruxolitinib.

Dahingegen greift Napabucasin spater im JAK-STAT-Signalweg ein, indem er die
Bindung des phospho-STAT3 an die DNA im Zellkern hemmt. Bisher wurde die
Anwendung von Napabucasin bereits beim Adenokarzinom des Pankreas untersucht
(Bekaii-Saab et al. 2018; Sonbol, Ahn, and Bekaii-Saab 2019).

Erwartungsgemal® hatte Napabucasin keinen hemmenden Einfluss auf die
Phosphorylierung von STAT3 (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Western Blot zur Darstellung des Einflusses von Ruxolitinib und Napabucasin auf die
Aktivierung von STAT3 bei NT-3 Zellen, *** p<0,001, * p<0,05

4.6.2 Effekt der STAT3-Inhibitoren: Proliferations-Assays

Beide Inhibitoren konnten sowohl im MTT als auch in der Ki-67-Farbung den Effekt
des konditionerten CAF Mediums aufheben (Abbildung 4.20-A). Die Resistenz gegen
Everolimus konnte durch die beiden Inhibitoren ebenso aufgehoben werden
(Abbildung 4.20-B).
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Abbildung 4.20: Einfluss von Ruxolitinib und Napabucasin auf die Zellviabilitdt im MTT-Assay A: ohne
Behandlung, B: mit Behandlung mit Everolimus, **** p<0,0001, *** p<0,001

Die Ki-67-Immunfluoreszenzfarbung zeigte einen signifikanten Ruckgang der
Proliferation der mit konditioniertem Medium behandelten NT-3 Zellen durch
Ruxolitinib und Napabucasin (4.21-A). Ebenso hier zeigte sich eine Aufhebung der
Everolimusresistenz im konditionierten Medium durch Ruxolitinib und Napabucasin
(4.21-B).
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Abbildung 4.21: Einfluss von Ruxolitinib und Napabucasin auf den Ki-67-Proliferationsindex A: ohne
Behandlung, B: mit Behandlung mit Everolimus, **** p<0,0001, ** p<0,01

4.6.3 Effekt der STAT3-siRNA: Western-Blot

Eine weitere Methode zur Inhibition der STAT3 Signaltransduktion in den NT-3 Zellen
durch CAF, ist die Zugabe von STAT3 small interfering RNA (siRNA). Der
Mechanismus dieser besteht in der Bindung der nicht kodierenden siRNA an die
MRNA, sodass diese degradiert wird (Dana et al. 2017; Endoh and Ohtsuki 2009; Fire
et al. 1998).

Zur Verifikation des STAT3-knockdowns, wurde zunachst die STAT3-Expression

mittels Western-Blot Analyse fur drei biologische Replikate der NT-3 Zellen fur eine
Inkubationszeit von 72 und 120 Stunden nach Zugabe der siRNA ermittelt. Es konnte
unabhangig von der Inkubationszeit eine spezifische Herunterregulierung der STAT3-

Expression von mehr als 50% im Western Blot gezeigt werden (Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.22: Western Blot zur Darstellung des Einflusses von STAT3-siRNA auf die STAT3-
Expression bei NT-3 Zellen nach 72 und 120 Stunden Inkubationszeit
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4.6.4 Effekt der STAT3-siRNA: Proliferations-Assays

Im MTT-Assay konnte ein signifikanter Rlickgang der vitalen Zellen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle sowie zur mit scrambled siRNA behandelten Kontrolle
registriert werden (Abbildung 4.23-A). Zudem wurde eine signifikant verminderte Ki-
67-Positivitat in den NT-3 Zellen durch siRNA beobachtet (Abbildung 4.24-A). Auch
hier konnte die durch konditioniertes Medium vermittelte Resistenz gegen Everolimus
durch siSTAT3 sowohl im MTT-Assay (Abbildung 4.23-B) als auch in der Ki-67-
Farbung aufgehoben werden (Abbildung 4.24-B).
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Abbildung 4.23: Einfluss von STAT3-siRNA auf die Zellzahl im MTT-Assay A: ohne Behandlung, B: mit

Everolimus, **** p<0,0001, *** p<0,001
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Abbildung 4.24: Einfluss von STAT3-siRNA auf den Ki-67-Proliferationsindex A: ohne Behandlung, B:
mit Behandlung mit Everolimus, **** p<0,0001, ** p<0,01

4.7 TMA-Analyse

TMA-Analysen ermdglichen es, an einem grof3en Gewebekollektiv, Aussagen uber die
Expression verschiedener Proteine zu treffen und miteinander zu korrelieren. Es sind
folgende NET und NEC Tumore auf dem TMA zu finden:

Ursprung Gesamtanzahl
Lungen-NET 19
Lungen-NEC 7
Pankreas-NET 53
Pankreas-NEC 12
lleum-NET 42
lleum-NEC 4
NET-Metastasen 14
NEC-Metastasen 11
Osophagus-NET 1
Osophagus NEC 4
Magen-NET 7
Magen-NEC 1
Duodenum-NET 5
Jejunum-NET 3
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Colon-NET 7

Colon-NEC 10
Rektum-NET 3
Rektum-NEC 1
Appendix-NET 22

Appendix-NEC 1
Gallenblasen-NET 1
Gallenblasen-NEC 4
Meckel-Divertikel- 2
NET
Ampulla vateri-NET 1

4.7.1 CgA-Intensitat in Abhangigkeit von der pSTAT3-Expression
Ergebnisse der TMA-Auswertungen zeigten eine signifikante Abhangigkeit der CgA-

von der pSTAT3-Expression. CgA positive NET und NEC weisen signifikant geringere
pSTAT3-positive Zellen auf als CgA-negative NET und NEC (Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: Auswirkung der Anzahl pSTAT3-positiver Zellen auf die CgA-Intensitat, *** p<0,001

4.7.2 Auswirkung der pSTAT3-Expression auf die SSTR2-Intensitat
Ergebnisse der TMA-Auswertungen zeigten keine signifikante Abhangigkeit der

SSTR2- von der pSTAT3-Expression, jedoch ist ein Ruckgang der pSTAT3-positiven
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Zellen in SSTR2-positiven Schnitten verglichen mit SSTR2-negativen Schnitten zu
beobachten (Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26: Auswirkung der Anzahl pSTAT3-positiver Zellen auf die SSTR2-Intensitat

4.7.3 Vergleich der p-STAT3-Expression in NET und NEC der verschiedenen
Organe

Betrachtet man die einzelnen Organe hinsichtlich ihrer pSTAT3-Expression, so fallt

auf, dass NET von Pankreas eine hohere pSTAT3-Positivitat aufweisen im Gegensatz

zu NET aus dem lleum und der Lunge (Abbildung 4.27-A). Vergleicht man die pSTAT3

Expression in den NEC der jeweiligen Organe, so lasst sich eine héhere Expression

im Lungen-NEC verglichen mit Pankreas- und lleum NEC nachweisen (Abbildung

4.27-B). Fur den Vergleich standen jedoch weniger Spots aus den NEC als aus den
NET zur Verfugung.
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Abbildung 4.27: pSTAT3-Expression in Pankreas-, Lungen- und lleum- A: NET und B: NEC

4.7.4 Unterschiede in der Ki-67 Positivitat zwischen NET und NEC in Primarii und
Metastasen

Hinsichtlich der Ki-67 Positivitat konnten signifikant héhere Werte in den NEC
verglichen mit den NET sowohl im Primarius (Abbildung 4.28-A) als auch in den
Metastasen (Abbildung 4.28-B) erhoben werden.
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Abbildung 4.28: Ki-67-Expression zwischen NET und NEC in A: Primarii und B: Metastase, ****
p<0,0001, *** p<0,001
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4.7.5 Vergleich pSTAT3-Expression in NET und NEC-Primarii

Zunachst besteht die Frage, ob es im Allgemeinen einen Unterschied in der STAT3
und pSTAT3-Expression in allen NET und NEC gibt. Diese Analyse zeigte eine

signifikant hohere nukleare pSTAT3 Expression in NEC als in NET der einzelnen
Primarii (Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29: pSTAT3-Expression zwischen NET und NEC, ** p<0,01

4.7.6 Korrelation der Ki-67- und pSTAT3-Expression in NET-Primarii
Anhand der gesammelten und ausgewerteten TMA-Ergebnisse konnte eine

signifikante Korrelation zwischen Ki-67- und pSTAT3-Positivitat in den NET-Primarii
ermittelt werden (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Korrelation zwischen Ki-67 und pSTAT3 in NET-Primarii, **** p<0,0001
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4.7.7 Unterschiede in der pSTAT3- Expression zwischen Primarii und Metastasen in
NET und NEC

Abbildung 4.31 visualisiert die Unterschiede hinsichtlich der pSTAT3-Expression in

NET- (Abbildung 4.31-A) und NEC-Primarii- und Metastasen (Abbildung 4.31-B).

Wahrend es bei den NET zu einer Erhohung der pSTAT3-Expression in den

Metastasen verglichen mit den Primarii kommt (Abbildung 4.31-A), zeigen die NEC
eine geringere Expression von pSTAT3 in den Metastasen (Abbildung 4.31-B). Es
lasst sich jedoch weder in NET noch in NEC ein signifikanter Unterschied in der

pSTAT3-Expression zeigen.
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Abbildung 4.31: pSTAT3-Expression in A: NET- und B: NEC-Primarii und -Metastasen, ns= nicht
signifikant

4.7.8 Unterschiede in der STAT3- Expression zwischen Primarius und Metastasen
in NET und NEC
Abbildung 4.32 visualisiert die Unterschiede hinsichtlich der nuklearen STAT3-
Expression in NET- (Abbildung 4.32-A) und NEC-Primarii- und Metastasen
(Abbildung 4.32-B). Es lasst sich bei den NET eine signifikant geringere STAT3-
Expression in den Metastasen verglichen mit den Primarii zeigen (Abbildung 4.32-A).
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Diese verringerte nukleare STAT3-Expression zeigt sich ebenso in den NEC-
Metastasen, jedoch nicht signifikant geringer als in den NEC-Primarii (Abbildung
4.32-B).
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Abbildung 4.32: Nukledre STAT3-Expression in A: NET- und B: NEC-Primarii und -Metastasen, **
p<0,01, ns=nicht signifikant

4.7.9 Unterschiede in der Ki-67-Expression zwischen NET- und NEC- Primarii und -

Metastasen
Abbildung 4.33 zeigt eine hdhere Ki-67-Positivitdt in NET- und NEC-Metastasen
verglichen mit den NET-und NEC-Primarii, jedoch ist dies kein signifikanter

Unterschied.
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Abbildung 4.33: Ki-67-Expression in A: NET- und B: NEC-Primaria und -Metastasen, ns=nicht
signifikant

4.8 pSTAT3-Expression in der immunhistochemischen Farbung der
GroRflachenschnitte

Fur den Vergleich der pSTAT3-Expression in Primarius und Lebermetastase eigneten

sich die vom Institut fur Pathologie bereitgestellten GrofRflachenschnitte. Hierbei

handelte es sich um Schnitte von neun verschiedenen Patienten, wobei es pro

Patienten Schnitte aus dem NET-Primarius sowie seiner korrespondierenden

Lebermetastase gibt.

Zusatzlich zu den Fibroblastenmarkern aSMA und FSP (Abschnitt 4.1.1), wurde
ebenso pSTAT3 als Antikorper in der immunhistochemischen Farbung genutzt.
Hierdurch konnte ein Vergleich bei jedem Patienten hinsichtlich der pSTAT3-
Expression im jeweiligen Primarius und der zugehdrigen Lebermetastase gezogen
werden.

Abbildung 4.34-A zeigt den Vergleich der pSTAT3-Expression zwischen allen neun
Primarii und Lebermetastasen. Hier zeigte sich kein Unterschied in der Expression von
pSTATS3. Betrachtet man die Paare aus Primarius und Lebermetasasen im Einzelnen,
zeigen sechs der neun Paare eine signifikant hdhere pSTAT3-Expression, wahrend
drei Paare eine signifikant niedrigere pSTAT3-Expression in der Lebermetastase
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verglichen mit dem Primarius zeigen. Abbildung 4.34-B bis - J veranschaulichen den
Vergleich fur die einzelnen Paare. Fur 2zwei Patienten wurden die

immunhistochemischen Bilder gezeigt (Abbildung 4.34-B und C).
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Abbildung 4.34: pSTAT3-Expression in der immunhistochemischen Farbung. Vergleich zwischen
Primarius und Lebermetastase in A: allen neun Patienten. B-J: Vergleich fiir die einzelnen Patienten,
**** n< 0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, ns=nicht signifikant

5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde erstmalig der Effekt von CAF auf NET untersucht. Fihrt man
alle Ergebnisse zusammen, so kommt man zum Entschluss, dass CAF Uber bisher
unbekannte Faktoren mit NET interagieren und dadurch eine De-Differenzierung und
Proliferation in NET induzieren. Dies geschieht durch eine erhohte STAT3-Aktivierung
in den NET Tumorzellen, die ebenso zu einer Therapieresistenz gegen Everolimus
fuhrt. Durch Hemmung von STAT3 konnte die CAF-induzierte Proliferation gesenkt
und die Therapiesensitivitat fur Everolimus erhdht werden. Passend hierzu konnte eine
Korrelation zwischen STAT3 Aktivierung und Proliferation in einem groReren

Patientenkollektiv in einer TMA-Auswertung gezeigt werden.

5.1 Regulation der Proliferation in NET durch CAF

Eine Hypothese dieser Arbeit besagt, dass CAF die Proliferation der NET induzieren.
Diese Beeinflussung der Proliferation von NT-3 Zellen durch CAF konnte in der Ki-67-
Immunfluoreszenzfarbung, im MTT-Assay und in der Proteinanalyse durch

Phosphorylierung von Rb sowohl durch konditioniertes Medium als auch in der Ko-
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Kultur gezeigt werden (Abbildung 4.9, 4.10). Wahrend im MTT nur die Anzahl vitaler
Zellen ermittelt werden konnte, ermoglicht die erhohte Ki-67-Postivitat den
Ruckschluss auf eine erhohte Proliferation dieser Zellen durch das konditionierte
Medium, weniger auf eine verminderte Apoptose. Die Apoptose wurde allerdings nicht
spezifisch untersucht, jedoch gab es morphologisch keinen Hinweis flir eine Apoptose.
Da die BON Zellen eine sehr hohe Proliferationsrate aufweisen, konnte der Effekt der
CAF auf die Proliferation dieser Zelllinie nicht ermittelt werden. Bei nahezu 100%iger
Ki-67-Positivitdt und nur minimalen Unterschieden zwischen BON Monokultur und
BON in Kombination mit konditioniertem Medium, wurde dies nicht weiter untersucht.
Durch die bereits basale hohe Proliferationsrate der BON Zellen ist die in vitro
Beeinflussbarkeit durch CAF limitiert (Benten et al. 2018). Zwar haben die BON Zellen
in  Monokultur auf Everolimus angesprochen, eine Aufhebung des
Therapieansprechens konnte durch die CAF jedoch nicht konsistent gezeigt werden.
Daher wurden fur die weiteren Versuche hinsichtlich  Proliferation,
Therapieansprechen und Aufhebung der STAT3-Aktivitat nur NT-3 Zellen verwendet.

Weiterhin korreliert die STAT3-Aktivierung mit der Ki-67-Positivitat im TMA, wodurch
hier eine Verbindung zwischen Proliferation und STAT3-Aktivitat in einem groRReren
Patientenkollektiv gezeigt werden konnte. Somit besteht die Frage, ob pSTAT3
zukunftig als prognostischer Marker in NET zusatzlich zu Ki-67 fungieren kann. Es ist
daher sinnvoll, klinische Parameter zum Verlauf und Gesamtuberleben aus dem
Patientenkollektiv des TMAs heraus zu suchen und mit der pSTAT3 Expression zu
korrelieren. Auch ist eine Korrelation mit der jeweiligen TNM-Klassifikation sinnvoll, um
eine mogliche prognostische Aussagekraft der STAT3- Aktivierung in den NET- Zellen
zu evaluieren.

Eine Besonderheit der NET ist, dass NET keine aktivierenden Mutationen in
klassischen Onkogenen besitzen. Daher sind sie wahrscheinlich weiterhin auf externe
Signale zur Proliferationssteigerung angewiesen. Dieses Signal wird, laut den
Ergebnissen dieser Arbeit, zumindest partiell von CAF geliefert. Als nachsten Schritt
gilt es, dieses Signal zu ermitteln und als therapeutisches Ziel zu evaluieren.

5.2 Tumor-Stroma-Interaktion und De-Differenzierung der NET
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Wir konnten zusatzlich den Einfluss der CAF auf die De-Differenzierung der NET in
den Zellkulturversuchen nachweisen. Auch fand sich im TMA eine negative Korrelation

zwischen der STAT3- Aktivierung und der Expression von Differenzierungsmarkern.

5.2.1 De-Differenzierung der NET durch STAT3- Aktivierung tber CAF
Eine Hypothese dieser Arbeit bezeichnet die De-Differenzierung von NET durch CAF

des Tumorstromas. Diese konnte zumindest fur die BON Zelllinie (Abbildung 4.7) mit
einer verminderten Expression von Chromogranin A und SSTRs gezeigt werden. Bei
den NT-3 Zellen ergab sich zwar ein Trend zu einer geringeren SSTR2 Expression
nach Stimulation mit konditioniertem Medium, aber dies war nicht signifikant
(Abbildung 4.6). Dahingegen konnte bei den NT-3 Zellen eine erhdhte Expression von
CXCR4 durch konditioniertes Medium gezeigt werden, welches sich bei den BON
Zellen jedoch nur durch die Stimulation Uber die Ko-Kultur, nicht durch konditioniertes
Medium, zeigte (Abbildung 4.7, 4.8). Betrachtet man diesen Unterschied dieser zwei
Stimulationsmdglichkeiten anhand der BON Zellen, kommt man zum Entschluss, dass
die Stimulation durch die Ko-Kultur einen starkeren Effekt auf die stark proliferierende
Zelllinie BON hat. Begriinden kann man dies dadurch, dass durch die Nahe der CAF,
die Interaktion der beiden Zelllinien vereinfacht und eine kontinuierliche Produktion der
Botenstoffe gewahrleistet wird, wahrend diese im konditionierten Medium verbraucht
werden. Hier kann auch eine direkte Modifizierung der CAF durch die BON Zellen
postuliert werden, die wiederum die BON Zellen stimulieren (Graham, Alexander, and
Miguel 1991; Merrilees and Scott 1981). Diese Hypothese trifft jedoch nicht auf die
unterschiedliche Expression von SSTR2 und 5, die keinen signifikanten Unterschied
in der Ko-Kultur Stimulation im Gegensatz zum konditionierten Medium zeigten, zu.
Eine Begrindung fur die Unterschiede der beiden CAF-Stimulationsarten bezuglich
CXCR4 und SST-Rezeptoren ware eine hohere Aktivierung dieser entweder durch die
kontinuierliche Sekretion der Botenstoffe in der indirekten Ko-Kultur (CXCR4) bzw.
durch die zuvor von ihnen sezernierten und bereits bereitgestellten Faktoren im
konditionierten Medium (SSTRs) (Tseng et al. 1996).

Einen Unterschied zwischen Ko-Kultur und konditioniertes Medium konnte nicht fir die

NT-3 Zellen gezogen werden. In den Vorversuchen konnte kein signifikanter Einfluss
der Ko-Kultur auf das Expressionsprofil der NT-3 Zellen gezeigt werden (Daten nicht
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gezeigt). Daher wurden die Wiederholungsversuche nur fir die BON Zellen
durchgefuhrt, nicht jedoch fur die NT-3 Zellen.

Zusatzlich zu den Ko-Kultur-Versuchen konnte in der TMA-Auswertung eine negative
Korrelation von CgA und SSTR2 mit der STAT3-Aktivitat gezeigt werden (Abbildung
4.25, 4.26). Je hoher die STAT3-Aktivitat ist, desto weniger differenziert sind die NET.
Dieses Ergebnis passt ebenso zu der Hypothese, dass CAF Uber eine erhohte STAT3-
Aktivierung die Proliferation und De-Differenzierung von NET stimulieren. Hier gilt es
als nachsten Schritt herauszufinden, ob die NET-Zelllinien nach STAT3-Inhibition
einen differenzierteren Phanotyp aufweisen. Dafir sind weitere Versuche in
zukunftigen Projekten notwendig, um die Interkation zwischen CAF und NET weiter zu

untersuchen.

Eine Epitheliale-Mesenchymale-Transition ist ein haufig anzutreffendes Phanomen in
verschiedenen Tumoren. Die Theorie beschreibt eine Phanotyp-Veranderung der
Tumorzellen vom epithelialen zum mesenchymalen Charakter, wodurch es zur
Reduktion des Zell-Zell-Kontaktes und somit zur erhohten Migration und
GefaRinvasion mit vermehrter Metastasierung kommt (Fischer et al. 2015). Ein
Kennzeichen der EMT ist die verminderte Expression von E-Cadherin, einem Protein,
das dem Zell-Zell-Kontakt dient (Birchmeier and Behrens 1994) und die
Hochregulation von Vimentin, einem Intermediarfilament (lvaska 2011). Wie in
Abbildung 4.6 dargestellt, trifft diese Aussage auf die NT-3 Zellen nur begrenzt zu. Wie
erwartet, kommt es zur Hochregulierung von Vimentin, allerdings ebenso von E-
Cadherin. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass die NT-3 Zellen durch
konditioniertes Medium aus CAF, eine Transformation in den EMT-Zwischentyp mit
epithelialen und mesenchymalen Eigenschaften erfahren (Woodward et al. 1998).
Jedoch ist zur Bestimmung der Expression von E-Cadherin die Proteinexpression die
bessere Methode als die Genexpression, da es hauptsachlich Gber post-translationale
Prozesse reguliert wird (Geng et al. 2012). Diesen Effekt haben wir jedoch bei
reduzierter Relevanz nicht untersucht.

Fir die BON Zellen konnte dahingegen eine signifikant verminderte Vimentin-
Expression und eine nicht signifikant erhohte E-Cadherin-Expression beobachtet
werden, die einen epithelialen Zelltypen darstellt (Abbldung 4.7). Durch die Ko-Kultur
konnten diese Effekte ebenso gezeigt werden, jedoch zeigten sich keine statistisch
signifikanten Ergebnisse (Abbildung 4.8).
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Zusammenfassend ist den qPCR-Versuchen zu entnehmen, dass die CAF zwar eine
De-Differenzierung in NET verursachen, jedoch im Gegensatz zu anderen Tumoren,
wie dem Mamma- und Prostatakarzinom, nicht eindeutig fur eine EMT in NET
verantwortlich sind (Geary et al. 2014; Yu et al. 2014).

5.3 Beeinflussung des Therapieansprechens der NET durch CAF

Auch konnte in diesem Projekt eine Therapieresistenz gegen Everolimus in NET
(Abbildung 4.12, 4.13) durch vermehrte STAT3-Aktivierung durch CAF (Abbildung
4.18) gezeigt werden. Da Everolimus ein Bestandteil der zielgerichteten Therapie bei
NET, laut RADIANT-4-Studie vor allem der GEP-NET, darstellt (Yao et al. 2016) und
die Resistenz gegen Everolimus in NET aktuell Bestandteil der Forschung laut Nolting
et al. ist, wurde Everolimus fur die Analyse des Therapieansprechens der NT-3 Zellen
in diesem Projekt ausgewahlt (Prada et al. 2018). Eine Modulation durch die Ko-Kultur
hinsichtlich des Everolimusansprechens auf BON-Zellen konnte jedoch nicht
konsistent beobachtet werden, weshalb diese fur die vertiefte Analyse des
Therapieansprechens nicht herangezogen wurden.
Die Resistenz gegenuber Everolimus durch CAF wurde auch durch Xu et al. beim
Nierenzellkarzinom beschrieben (Xu et al. 2015). Hier konnte zunachst einmal ein
Effekt der CAF auf die Proliferation in zwei verschiedenen NCC-Zelllinien, 786-O und
Caki-1, beobachtet werden. Hierbei zeigte sich eine erhdhte Proliferation in beiden
Zelllinien durch die CAF-Ko-Kultur im Vergleich zur Monokultur (Xu et al. 2015).
Zusatzlich zu Proliferations-Assays wurde das Therapieansprechen auf Everolimus,
einem mMTOR-Inhibitor, getestet. In diesem Zusammenhang konnte man eine
reduzierte Therapiesensitivitdt gegenuber Everolimus in beiden mit CAF-Ko-Kultur
stimulierten NCC-Zelllinien sehen.
SchlieBlich konnten Xu et al. mittels Western Blot die stimulierten Signalkaskaden
ermitteln. Sie konnten zeigen, dass die Ko-Kultur mit CAF in beiden Zelllinien zu einer
vermehrten Phosphorylierung und damit Aktivierung von ERK und AKT fuhrt. In
unseren Ko-Kulturen konnten wir aber keine eindeutige Aktivierung des ERK bzw. AKT
Signalweges durch die CAF feststellen.
Zusatzlich zu Everolimus besteht der Bedarf zur Analyse des Einflusses von CAF auf
weitere Therapeutika, wie Chemotherapie mit Streptozotocin und Tyrosinkinase-
Inhibitoren, wie Sunitinib, welche ebenso bei PanNET verwendet werden.
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Viele Studien kamen bisher zum Entschluss, dass das Tumorstroma eine
Therapieresistenz durch mehrere Mechanismen verursachen kann (Brennen et al.
2012; Fidler et al. 1994; Loeffler et al. 2006). Wahrend es in diesem Projekt zu einer
eindeutigen Induktion der STATS3-Aktivierung durch CAF kam, die eine
Therapieresistenz verursacht, zeigten sich bei anderen Tumoren ahnliche Induktionen
weiterer Signalwege. Die STAT3-Induktion wurde in diesem Projekt dennoch erstmalig
am Beispiel der NET gezeigt.

Zunachst konnten Hwang et al. zeigen, dass Pankreaskarzinom-Zellen durch aus
Pankreaskarzinom-Fibroblasten stammendem konditioniertem Medium resistent
gegen Gemcitabin werden. Dieser Effekt wird darauf zurtck gefuhrt, dass es zu einer
erhdéhten Aktivierung von ERK und AKT kommt (Hwang et al. 2008; Takebe et al.
2013).

Eine weitere Studie analysierte den Effekt von CAF auf verschiedene Zelllinien des
Kolorektalen Karzinoms (CRC) bezlglich des Therapieansprechens auf 5-FU und
Oxaliplatin (Gongalves-Ribeiro et al. 2016). Goncalves-Ribeiro et al. konnten in
verschiedenen CRC-Zelllinien ein erhohtes Uberleben nach Stimulation mit
konditioniertem Medium aus CAF im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zeigen.
Auch konnte mittels Western Blot-Analyse eine erhdhte Phosphorylierung und damit
auch Aktivierung von AKT und STAT3 durch das konditionierte Medium aus CAF, trotz
Therapie mit 5-FU und Oxaliplatin, ermittelt werden. Zudem konnte eine erhdhte
Therapiesensitivitat hinsichtlich 5-FU und Oxaliplatin nach STAT3-Inhibierung in zwei
verschiedenen Zelllinien, HT29 und HTOXARS, erreicht werden (Gongalves-Ribeiro et
al. 2016).

Es bestehen mehrere Theorien hinsichtlich der CAF-assoziierten Therapieresistenz
von Tumoren. Zunachst gibt es die Theorie der ,cell adhesion mediated drug
resistence“ (CAM-DR), die vor allem bei Myelomzellen beobachtet wurde. Diese
binden an Fibronektin der ECM und verursachen so eine Resistenz gegenuber
Melphalan (Hazlehurst and Dalton 2001). Nicht nur in Myelomzellen, sondern auch in
anderen Malignitaten, wie dem nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom, dem Melanom
und dem Ovarialkarzinom, konnte die CAM-DR beobachtet werden (Bérubé et al.
2005; Fukunaga-Kalabis et al. 2010; Kuzet and Gaggioli 2016; Sethi et al. 1999;
Sherman-Baust et al. 2003).
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Weiterhin fuhrt der unmittelbare Kontakt zwischen Tumor-und Stromazellen zur
verminderten Therapiesensitivitat, beispielsweise bei Melanomzellen laut Li G et al.
Hier konnte Uber eine Expression von N-Cadherin der Zell-Zell-Kontakt zwischen
Melanom-Zellen und Fibroblasten gewahrleistet werden. Dies fuhrte Uber eine
Aktivierung vom AKT-Signalweg zum vermehrten Uberleben. Zudem konnte eine
vermehrte Migration der Melanom- Zellen, die in direktem Kontakt mit Fibroblasten
waren, beobachtet werden, im Gegensatz zu Melanom-Zellen, die nicht in Kontakt mit
Fibroblasten waren. Durch N-Cadherin-Blockade konnte die Migration verringert
werden. Dies unterstreicht den Effekt der N-Cadherin induzierten Migration der
Melanom-Zellen (Li, Satyamoorthy, and Herlyn 2001). Hier ist anzustreben, auch
direkte Ko-Kultur-Versuche durchzufuhren, da diese den Kontakt zwischen CAF und
NET-Zellen ermoglichen und so eventuell weitere Auswirkungen der NET-CAF-
Interaktion zeigen.

Wachstumsfaktoren spielen ebenso eine wichtige Rolle in der Therapieresistenz von
Tumoren. Diese konnen einerseits vom Tumor selbst sezerniert werden, andererseits
auch von den umgebenden Tumorfibroblasten (Straussman et al. 2012; Wilson et al.
2012). So sorgt der Wachstumsfaktor TGF3 fur eine Resistenz gegenuber Multikinase-
Inhibitoren, wie  Crizotinib, einem  ALK-Inhibitor in nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom-Zellen oder Vemurafenib, einem BRAF-Inhibitor, in Melanomzellen
(L. Huang et al. 2014; S. Huang et al. 2012). Auch fuhrt der Faktor hepatocyte growth
factor (HGF) zu einer Resistenz gegenuber Tyrosinkinase-Inhibitoren (Wilson et al.
2012). Hier ware es wichtig, den I8slichen Faktor zu identifizieren, der fur die CAF-
bedingte STAT3-Aktivierung und Therapieresistenz in der Tumor-Stroma Interaktion
bei NET sorgt, um diesen, als therapeutische Option, z.B. als Kombinationstherapie,

gezielt zu inhibieren.

5.4 STAT3-Aktivierung in NET durch CAF

In dieser Arbeit konnte nicht nur der stimulierende Einfluss der CAF auf die NET-
Proliferation gezeigt werden, sondern es war auch mdoglich, den Einfluss auf die
Proliferation auf molekularer Ebene nachzuvollziehen. Dadurch dass CAF die STAT3-
Aktivierung in NET stimulieren, proliferieren die NET Zellen vermehrt und werden
therapieresistenter gegenuber Everolimus. Durch die Hemmung von STAT3 wird eine
Reduktion der durch CAF vermehrten Proliferation erreicht (Abbildung 4.9).
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Zunachst wurde mittels Western Blot Analysen nach den moglichen durch CAF
stimulierten Signalkaskaden gesucht, die fur die Phanomene der erhohten Proliferation
und verminderten Therapiesensitivitat ursachlich waren. Hierbei konnte eine
signifikante Uberstimulation und Phosphorylierung von STAT3 durch konditioniertes
Medium sowohl in NT-3 als auch in BON Zellen entdeckt werden, wahrend es keinen
Einfluss von CAF auf ERK und AKT gab (Abbildung 4.16). Auch hier konnte die Ko-
Kultur eine signifikant erhohte STAT3-Aktivierung in NT-3 Zellen verursachen
(Abbildung 4.17).

Weiterhin konnte in den Western Blots der fehlende Effekt von Everolimus auf die
STAT3-Aktivierung durch CAF gezeigt werden (Abbildung 4.18). Anders als beim
Hepatozellularen Karzinom (HCC), bei dem es durch IL-6 zur Uberstimulation von
JAK-STAT kommt, konnte bisher kein stimulierender Faktor fur NT-3, der gezielt
inhibiert werden konnte, gefunden werden (Cheng et al. 2018). In einem separaten
Projekt konnten wir dagegen eine Proliferationsinduktion in NT-3 Zellen vorwiegend
durch FGF2 zeigen. Korrespondierend hierzu zeigten die NET Zelllinien eine
vermehrte FGFR-Expression, insbesondere FGFR1, dem Hauptrezeptor von FGF2.
Dementsprechend besteht die Mdoglichkeit, dass FGF2 von CAF sezerniert wird und
seine Wirkung auf NT-3 Zellen ausubt. Daher ist es wichtig, die Expression von FGF2
in CAF in indirekter Ko-Kultur mit NT-3 nachzuweisen.

Um die Relevanz der STAT3 Aktivierung durch CAF fur die biologischen Effekte zu
zeigen, war es notwendig, in verschiedene Schritte im JAK-STAT3-Signalweg
einzugreifen. So konnte Ruxolitinib, ein JAK-Inhibitor, der somit die Phorsphorylierung
von STATS3 verhindert, in den Versuchen angewandt werden. Bisher findet dieser Jak-
Inhibitor im Bereich der Primaren Myelofibrose Anwendung (Marti-Carvajal, Anand,
and Sola 2015; Plosker 2015). Wie man in den Abbildungen erkennen konnte, fihrte
Ruxolitinib sowohl zur verminderten Ki-67-Positivitat (Abbildung 4.21) als auch zur
verminderten Zellzahl in MTT-Assays (Abbildung 4.20). Letztlich ist eine weitere
Evaluation des Inhibitors im Tiermodel anzustreben.

Dahingegen greift Napabucasin nach STAT3 Phosphorylierung in die Anbindung von
pSTAT3 an die DNA an (Sonbol, Ahn, and Bekaii-Saab 2019). Daher war keine
Herunterregulierung von pSTAT3 im Western Blot erkennbar (Abbildung 4.19). Beide
Inhibitoren heben die durch CAF verursachte Everolimusresistenz uber Ki-67-Index-
Verringerung und verminderte Zellzahl im MTT-Assay auf. Somit sind auch fur
Napabucasin, welches bisher beim pankreatischen duktalen Adenokarzinom getestet
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wird, Tiermodelle zur weiteren Evaluation bei NET zu empfehlen (Bekaii-Saab et al.
2018; Sonbol, Ahn, and Bekaii-Saab 2019).

Um die mechanistische Relevanz des STAT3-Signalweges zu bestatigen, machten wir
uns das Verfahren der siRNA zu Nutze. Dieses neue Verfahren findet neben der
Bekampfung viraler Erkrankungen, wie HIV, auch Anwendung in Phase 1 Studien flur
verschiedene Tumore (Dana et al. 2017; Devi 2006; Haussecker 2014). Zu den ersten
erforschten Therapeutika basierend auf siRNA gehort CALAA-01 in einer klinischen
Studie mit 24 Patienten mit Tumoren verschiedenen Ursprungs. Hier richtet sich die
siRNA gegen die R2-Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (Zuckerman et al.
2014). Fur die NET-Zelllinie konnte eine signifikant verminderte STAT3- Expression
sowie der STAT3-abhangig erhdhten Proliferation der NT-3 Zellen gezeigt werden
(Abbildung 4.23, 4.24). Dies ermdglicht weitere therapeutische Optionen dieser bislang
gering erforschten CAF-vermittelten Therapieresistenz der NET. Mit Hilfe der siRNA
kann durch gezielte Herunterregulierung der durch CAF induzierten Signaltransduktion

eine verringerte Proliferation und ein besseres Therapieansprechen erreicht werden.

5.5 Unterschiede der CAF in Primarius und Metastasen

Wir haben gefunden, dass CAF Uber eine STAT3-Aktivierung eine De-Differenzierung
in NET Zellen induzieren. Was jedoch weiterhin unbeantwortet bleibt, ist, GUber welche
Faktoren diese Phanomene getriggert werden. Hier ist es von Bedeutung, den CAF
Phanotypen hinsichtlich der Expression von CAF Markern und sezernierten Faktoren
zu analysieren.

Weiterhin ist es wichtig herauszufinden, ob es einen Unterschied des CAF Phanotypen
zwischen Primarius und Metastase gibt. Da wir durch die weiteren Ergebnisse zum
Entschluss kamen, dass die Interaktion zwischen CAF und NET Uber eine STAT3-
Aktivierung getriggert wird, ist es auch wichtig, die STAT3-Aktivitat zwischen Primarius

und Metastase zu untersuchen.

5.5.1 CAEF-Phanotyp
CAF-Marker, die in den immunhistochemischen Farbungen nicht, aber in den

Immunfluoreszenzfarbungen ermittelt werden konnten, sind neben aSMA und FSP
auch FAP und Desmin (Abbildung 4.3). Dadurch, dass nicht gentigend CAF aus den
NET-Primarii zur Verfugung standen, konnten neben den qPCR- Analysen keine
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Immunfluoreszenz-Farbungen durchgefuhrt werden. Daher ist bei dieser Methode kein
Vergleich zwischen der Expression der CAF-Marker aus Lebermetastasen und
Primarius zu ziehen. Diese Methode diente schlieRlich nur dem allgemeinen Uberblick
uber die vier Marker in der CAF Zellkultur. Mit der erhdhten aSMA -Positivitat, kann
man eine erhohte Aktivitat der CAF, wie man diese in der Wundheilung kennt, erklaren.
Wahrend Desmin in der immunhistochemischen Farbung gar nicht und in der
Immunfluoreszenzfarbung nur schwach positiv war, Iasst sich dieser, zumindest im
Rahmen der NET, nicht als CAF-Marker charakterisieren. Da in beiden Methoden die
Expression dieses Antikorpers niedrig ist, kann eine verminderte Expression in den
NET-CAF angenommen werden.

Im Gegensatz dazu, liel sich FAP in der Immunfluoreszenz-Farbung der CAF aus den
NET-Lebermetastasen darstellen (Abbildung 4.3), wahrend dieser in der
Immunhistochemie weder im Primarius noch in den Lebermetastasen exprimiert wurde
(Abbildung nicht gezeigt). Hier sollte — neben der Méglichkeit der fehlenden Expression
- ebenso ein technischer Fehler in Betracht gezogen werden.

SchlieBlich kann, ahnlich der Immunhistochemie, eine erhohte Expression von aSMA
und FSP ermittelt werden (Abbildung 4.3). Da als Vergleich keine normalen
Fibroblasten zur Verfugung standen, konnte die Spezifitdt dieser beiden Marker fur
CAF nicht evaluiert werden. Es konnte nur eine Bestatigung der erhohten Aktivitat in
CAF ohne Vergleich zu einer nicht den CAF angehdrenden Fibroblastenkultur gezogen
werden. Zur weiteren Charakterisierung der CAF im Rahmen der NET sollte fur
zukunftige Modelle ein Vergleich zwischen CAF und normalen, nicht-tumor-
assoziierten Fibroblasten erfolgen, wie dies bereits im Fall des kutanen
Plattenepithelkarzinom durch Commandeur et al. durchgefihrt wurde (Commandeur
etal. 2011).

5.5.2 aSMA Expression in Primarius und Metastasen

In den immunhistochemischen Farbungen wurden die CAF-Marker «SMA und FSP zur
Detektion dieser verwendet (Abbildung 4.1, 4.2). Wie bereits in Abschnitt 4.1.1
beschrieben, lie3en sich Unterschiede hinsichtlich der aSMA-Expression feststellen.
Es konnte ein wesentlicher Unterschied zwischen Primarius und Lebermetastasen,
zugunsten der Lebermetastasen, ermittelt werden. Diese zeigen eine deutlich hohere
Positivitat fur aSMA im Vergleich zum Primarius. Damit Iasst sich die Hypothese
aufstellen, dass Lebermetastasen einen groferen Einfluss von CAF erfahren. Wie in
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den weiteren Ergebnissen, kamen wir zum Entschluss, dass CAF die Proliferation tber
eine erhohte STAT3-Aktivierung induzieren. Dadurch, dass in den Lebermetastasen
eine vermehrte Dichte an CAF ist, kann man folgern, dass diese hierdurch mehr
proliferieren als der Primarius. Dies ware eine Erklarung fur die bisher von Miller et al.
beschriebene Diskrepanz im Ki-67-Proliferationsindex zwischen Primarius und
Metastasen (Miller et al. 2014). Auch in unserer TMA Auswertung fand sich eine
hohere Ki-67 Positivitat in den Metastasen als in den Primarii.

Es stellt sich die Frage, ob metastasierte NET therapieresistenter sind als nicht-
metastasierte. Bisher ist der Unterschied des Therapieansprechens von Metastasen
und Primarii nicht ausreichend erforscht (Shah, Rejniak, and Gevertz 2016). Der
Unterschied in der Aktivitat von CAF im Primarius und Lebermetastasen konnte eine
hohere Therapieresistenz von metastasierten NET erklaren und weitere Studien
ermdglichen, die diese zuvor beschriebene Problematik erklaren (Kvols et al. 1986).

5.5.3 pSTAT3-Expression in Primarius und Metastasen

Abbildung 4.34 zeigte bei sechs von neun Patienten eine signifikante Steigerung der
pSTAT3-Expression in den Lebermetastasen verglichen mit dem Primarius.
Dahingegen zeigte sich ein gegenteiliges Ergebnis bei den Ubrigen drei Patienten.
Dies kann an den unterschiedlich geschnittenen Praparaten liegen, die je nach Bereich
mehr oder weniger Stroma aufweisen. Jedoch ist ebenso an einen bisher nicht
ausreichend untersuchten Zusammenhang zwischen unterschiedlicher Genetik der
einzelnen Tumore und ihrer Signalaktivierung zu denken. Ebenso ware eine
genetische Variabilitat mit Einfluss auf die Signaltransduktion zwischen Primarius und
Metastasen moglich.

Im TMA-Assay konnten keine signifikanten Ergebnisse aus dem Vergleich der
pSTAT3- und Ki-67-Expression zwischen NET-Primarii und -Metastasen ermittelt
werden. Hierfir konnte die Ursache in der geringen Anzahl von ungefahr 20
Metastasen-Spots liegen, weshalb kein hinreichender Vergleich zwischen Primarius
und Metastasen getroffen werden konnte. Ob es hier einen relevanten Unterschied
gibt, muss in weiteren Untersuchungen an einem groReren Patientenkollektiv geklart

werden.
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5.5.4 Modgliche Stimulatoren der erhohten STAT3-Aktivitat durch CAF

In den qPCR Versuchen konnte im Gegensatz zur Immunfluoreszenzfarbung ein

Vergleich zwischen CAF-Kulturen aus dem PanNET-Primarius und dessen
Lebermetastasen gezogen werden (Abbildung 4.4, 4.5). Allerdings variierten die
Expressionen der Wachstumsfaktoren nicht nur zwischen CAF aus dem Primarius und
denen aus den Lebermetastasen, sondern ebenso innerhalb der beiden Rubriken. Es
konnte kein einheitliches Muster hinsichtlich der Expression von Wachstumsfaktoren
ermittelt werden. Betrachtet man die CAF aus dem PanNET-Primarius, so stellt man
fest, dass die CAF-Kultur, NT84-P, die meisten Wachstumsfaktoren in hoher Menge
exprimiert, verglichen mit den beiden weiteren CAF Kulturen aus dem Primarius, die
fast einheitlich die meisten Faktoren in mittlerer oder geringer Menge aufweisen.
Ahnliches gilt fir die CAF der Lebermetastasen, bei denen die Kultur NT62-LM die
Wachstumsfaktoren in hoheren Mengen exprimiert. Somit lasst sich aus diesem
Versuch schliel3en, dass es keinen wesentlichen Unterschied zwischen CAF aus dem
Primarius und aus den Lebermetastasen gibt, diese sich aber hingegen von Kultur zu
Kultur unabhangig vom Ursprung unterscheiden. Somit fand sich bei den untersuchten
Wachstumsfaktoren kein einheitliches Muster mit einem dominant in allen CAF-
Kulturen exprimierten Wachstumsfaktor oder Zytokin.

Zudem wurde in dem Versuch das basale Expressionsprofil der CAF unabhangig von
den NET-Zelllinien untersucht, sodass kein Vergleich zwischen Mono- und Ko-Kultur
gezogen werden konnte. Dahingegen konnte als Beispiel des Mammakarzinoms
mittels Ko-Kultur eine Charakterisierung von CAF erfolgen. Hier wurde der Phanotyp
von Fibroblasten und CAF nach Stimulation durch Zelllinien des Mammakarzinoms
analysiert. Es zeigte sich eine Herunterregulierung von Genen der TGFB-Familie, die
fur Motilitat zustandig waren. Die Interpretation des Ergebnisses fuhrte dazu, dass die
Fibroblasten durch Herunterregulierung der Motilitat weiterhin in Kontakt mit den
Tumorzellen verbleiben und die Interaktion dadurch bestehen bliebe (Rozenchan et al.
2009). Nichtsdestotrotz wurde der Effekt von CAF auf Tumorzellen als
aussagekraftiger beschrieben, als der Effekt von Tumorzellen auf CAF.
Dementsprechend ist es sinnvoll, in einem separaten Projekt, CAF naher zu
charakterisieren und ihren Phanotypen in Abhangigkeit vom Vorhandensein von NET-
Zelllinien zu untersuchen. |dealerweise ware es, die dem Tumor zugehdrigen CAF fur
die Ko-Kultur Versuche zu verwenden. Dies war aufgrund des nicht ausreichenden

Bestandes der korrespondieren CAF-Praparation der NT-3 Zelllinie nicht moglich.

86



SchlieBlich ware die Ermittlung eines bestimmten I6slichen Faktors, der von CAF
ausgeschuttet wird, von Bedeutung, um diesen eventuell gezielt zu inhibieren.
Beispielsweise zeigt sich bei der Interaktion zwischen CAF und Melanomzellen eine
vermehrte Sekretion von IL-6 und IL-8, deren Inhibition zur verringerten Invasivitat der
Melanomzellen fuhrt (Jobe et al. 2016).

Weiterhin konnte auch im Falle des Mammakarzinoms der 6sliche Faktor IL-6 in der
Interaktion zwischen CAF und Tumorzellen identifiziert werden. Dieser fuhrte laut Mao,
Sun et al. durch Aktivierung der JAK/STAT- und Pi3K/AKT-Signalwege zur Resistenz
gegenuber Tamoxifen. Dieser Effekt von IL-6 konnte in der Studie durch
neutralisierenden Antikorpern und shRNA zur Aufhebung der Tamoxifenresistenz
fuhren (Sun et al. 2014). Weiterhin spielt IL-6 auch eine wichtige Rolle in der Interaktion
zwischen CAF und Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (Wang et al. 2017). In
diesem Projekt konnte dahingegen weder der Effekt von IL-6 (Daten nicht gezeigt)
noch anderer I0slicher Faktoren durch die geringe Menge an CAF-Kulturen identifiziert
werden. Wie fur andere Tumore ist es ebenso fur die NET von Bedeutung, durch
gezielte neutralisierende Antikorper in die Interaktion zwischen CAF und NET
einzugreifen. Daher sollte im Rahmen zukunftiger Projekte vermehrt das
Expressionsprofil von CAF sowohl in Mono- als auch in Ko-Kultur mit NET-Zelllinien

untersucht werden.

5.6 STAT3-Aktivierung in verschiedenen NET

5.6.1 pSTAT3-Expression in verschiedenen Organen

Abbildung 4.27 zeigte unterschiedlich hohe pSTAT3-Expressionen in Pankreas, Lunge
und lleum. Die verminderte Expression im lleum kdnnte darauf hindeuten, dass es
einen anderen Mechanismus gibt, durch den lleum-NET Chemotherapie-resistent sind
(Scherubl 2010). Nachdem in diesem Projekt der Effekt der CAF auf PanNET
untersucht und schliellich bestatigt wurde, ist in weiteren Projekten der Effekt von CAF
auf andere NET-Primarii und insbesondere lleum-NET zu untersuchen. Hierbei ist es
von Bedeutung, lleum-NET-Zelllinien zu kultivieren und auf eine STAT3-Aktivierung
durch CAF zu untersuchen.

5.7 Ausblick
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In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Tumorstromas auf NET erstmals untersucht.
Bisher war die Rolle von CAF bei der Progression anderer Tumorentitaten, wie dem
Nierenzellkarzinom, kolorektalen Karzinom oder Pankreaskarzinom gut charakterisiert
worden (Gongalves-Ribeiro et al. 2016; Hwang et al. 2008; Xu et al. 2015). Anhand
der Ergebnisse dieser Promotionsarbeit kann man feststellen, dass CAF eine De-
Differenzierung, eine Induktion der Proliferation und eine Verminderung des
Therapieansprechens auf Everolimus durch eine STAT3-Uberaktivierung in NET
verursachen.

Zunachst gilt es, in zuklnftigen Studien einen loslichen Faktor der CAF zu
identifizieren, um diesen eventuell gezielt zu inhibieren. Hierbei sollten verschiedene
Fibroblasten-Kulturen, sowohl aus dem NET-Primarius als auch aus den NET-
Lebermetastasen isoliert werden und in Mono- als auch in Ko-Kultur mit NET-Zelllinien
hinsichtlich der Expression verschiedener Wachstumsfaktoren und Interleukine
untersucht werden. Nach Identifizierung eines Faktors bietet sich seine zielgerichtete
Inhibition durch Antikorper an.

Weiterhin sollten weitere Versuche mit Ko-Kulturen von NET-Zelllinien und CAF zur
Evaluation einer Therapieresistenz gegen weiteren Therapien, wie Streptozotocin und
5-FU, erfolgen, um zu evaluieren, ob eine CAF-vermittelte Resistenz auch gegen
andere Therapeutika vorliegt (Rougier and Mitry 2000).

Bisher wurde STAT3 im Zusammenhang mit anderen Tumoren, wie dem kolorektalen
Karzinom, beschrieben (Gongalves-Ribeiro et al. 2016). In dieser Arbeit wurde
erstmalig eine relevante Rolle von STAT3 in PanNET identifiziert. Nun gilt es, seine
Rolle als prognostischen Faktor in NET zu erheben. Dies kann in einem ersten Schritt
anhand der Daten des Patientenkollektivs der TMA erfolgen, um klinische Parameter
mit der mittels TMA ermittelten STAT3-Expression zu korrelieren.

Die Effekte auf Proliferation und Therapieansprechen konnten durch Inhibitoren gezielt
aufgehoben werden. Hier sollten Ruxolitinib und Napabucasin weiter in Tiermodelle im
Bereich der NET als therapeutische Optionen evaluiert werden.

Dadurch dass es Unterschiede in der STAT3- und aSMA-Expression zwischen
Primarius und Lebermetastasen gibt, gilt es, die Unterschiede zwischen NET-
Primarius und NET-Lebermetastasen und ggf. weiteren Metastasierungsorten zu
untersuchen, um ggf. eine spezifische Therapie in Abhangigkeit von der Lokalisation

der Tumormanifestation einzuleiten.
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SchlieBlich zeigt sich in dieser Arbeit in lleum-NET eine geringe STAT3-Aktivitat
verglichen mit PanNET (Abbildung 4.27). Es ist daher wichtig, die CAF-NET-

Interaktion auch in weiteren NET, aul3er dem PanNET, zu untersuchen.

5.8 Fazit

In dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss von CAF auf NET untersucht und neue
potentielle Therapieziele identifiziert. Grundlage dieser neuen Therapiestrategie ist

eine Uberaktivierung des STAT3-Signalweges in NET durch CAF-Stimulation.

6 Zusammenfassung

Einleitung: CAF machen einen gro3en Teil der Tumor infiltrierenden Stromazellen
aus. Dabei kommt ihnen eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen Tumorzellen
und Tumorstroma zu. CAF zeigen Merkmale von aktivierten Fibroblasten, die auch
wahrend der Wundheilung oder Fibrosierung von Organen zu finden sind. Nach
bisherigem Wissensstand fordern CAF die Proliferation, Metastasierung und
Therapieresistenz in verschiedenen Tumorentitaten. Es ist jedoch unklar, welchen

Einfluss CAF auf NET haben, was in dieser Arbeit erstmalig untersucht wurde.

Methoden: Zur Charakterisierung der CAF wurden Immunfluoreszenz-und
Immunhistochemie-Farbungen durchgefuhrt. Wir nutzten Ko-Kultur-Versuche und
konditioniertes Medium aus primaren CAF-Kulturen von Lebermetastasen
pankreatischer NET, um den Effekt auf die NET-Zelllinien, NT-3 und BON, zu
untersuchen. Dabei wurde die Methode der qPCR zur Ermittlung des
Expressionsprofils von CAF und NET genutzt. Der Einfluss der CAF auf die
Proliferation und das Therapieansprechen der NET wurde mittels MTT- Assay und Ki-
67-lImmunfluoreszenzfarbungen analysiert. Zur Identifikation der relevanten
Signalwegaktivierungen in dieser Tumor-Stroma Interaktion wurden Western Blot
Analysen durchgefuhrt. NET-Gewebeschnitte wurden durch Immunhistochemie
untersucht. Zur Ermittlung der Phanomene in einem grol3eren Patientenkollektiv stand
ein NET-TMA zur Verfugung.
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Ergebnisse: CAF waren durch eine erhohte Expression von aSMA charakterisiert. Es
fanden sich mehr aSMA positive Zellen in den NET-Lebermetastasen verglichen mit
den NET-Primarii. Es fand sich sowohl in CAF aus Lebermetastasen als auch aus CAF
von NET-Primarii eine Expression von FGF, Interleukin 8, VEGF-a und SDF-1, ohne
dass es jedoch ein spezifisches Muster fur CAF aus Lebermetastasen oder NET
Primarii gab. Die Ko-Kultur-Versuche fuhrten zu einer verminderten Expression der
Differenzierungsmarker SSTR2/5 und erhdhten Expression des Stammzell-Markers
CXCR4 in NT-3 und BON Zellen. Die Proliferationsassays zeigten eine Induktion der
Proliferation in NT-3 durch eine erhdhte Ki-67-Positivitdt von 1,5% auf 3,5% sowie
erhohte Phosphorylierung von Rb. Zudem konnten CAF die Therapiesensitivitat der
NT-3 Zellen auf Everolimus reduzieren. Durch Western Blot konnte eine
Uberaktivierung von STAT3 nach Stimulation durch CAF nachgewiesen werden. Nach
STAT3-Inhibition mit Ruxolitinib, Napabucasin und STAT3-siRNA konnte die
Proliferation der NET gesenkt und die CAF- induzierte Therapieresistenz aufgehoben
werden. Die TMA-Ergebnisse zeigten eine positive Korrelation zwischen STAT3-
Aktivitat und Ki-67-Positivitat sowie eine negative Korrelation zwischen STATS3-

Aktivitat und CgA-Expression.

Schlussfolgerung: In dieser Studie wurde erstmalig gezeigt, dass CAF die De-
Differenzierung, Proliferation und Therapieresistenz in NET verstarken. Dadurch, dass
STAT3 als verursachenden Signalweg identifiziert wurde, bieten sich neue
Therapieansatze an, die diesen Weg inhibieren, um die Proliferation in NET und die
Therapieresistenz zu verringern. STAT3 kann zudem auf seine prognostische
Wertigkeit in NET in weiteren Studien untersucht werden und bietet einen neuen

Ansatz zur Ermittlung eines prognostischen Parameters fur NET-Patienten.
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7 Abstract

Introduction: Carcinoma-associated fibroblasts (CAF) have been identified as
relevant contributors to cancer progression and drug resistance for many tumor
entities. Although neuroendocrine tumors are often associated with a strong stromal
reaction, no study has addressed whether CAF are involved in progression and
therapeutic resistance in neuroendocrine tumors (NET).

Materials and methods: We established primary CAF cultures derived from NET liver
metastases to study the effect on NET cell lines NT-3 and BON. CAF characterization
was examined by immunofluorescence staining and immunohistochemistry of tumor
tissue of NET-patients. Phenotype of CAF and NET cells were evaluated by qPCR
expression profiles. MTT assay and Ki-67 staining were conducted to examine
proliferation and therapeutic response to everolimus in NT-3 and BON cells. Western
Blot were used to examine signaling pathways. TMA were conducted to refer the
results to a higher number of patients.

Results: CAF could show a high expression of aSMA, especially in NET-liver
metastases compared to NET-primary tumors. There was no specific pattern of growth
factor or interleukin expression linked to CAF from primary or metastatic lesions.
Stimulating NET cell cultures with conditioned media from CAF decreased expression
of neuroendocrine markers SSTR2/5 and chromogranin A and induced expression of
the pro-metastatic chemokine receptor CXCR-4 in BON and NT-3 cells. Co-Cultured
conditioned media stimulated proliferation in NT-3 cells, indicated by an increase in Ki-
67 labelling index from 1,5% to 3,5% and an induction of Rb phosphorylation. Treating
NT-3 cells with everolimus reduced cell viability, which could be prevented by the
addition of conditioned CAF media. Western Blot revealed an activation of STAT3 by
conditioned CAF media and CAF co-cultures. STAT3 inhibition by Ruxolitinib,
Napabucasin and specific STAT3 siRNA could reduce cell proliferation and restored
everolimus responsivness induced by conditioned CAF media. TMA results could show
a positive correlation between STAT3-activation and Ki-67-positivity and a negative
correlation between STAT3 activation and CgA-expression in NET.

Conclusion: In conclusion, we could show for the first time, that CAF directly influence

proliferation and therapeutic response in neuroendocrine tumor cells. Identifying
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STAT3 as the contributing pathway of this so far neglected tumor-stroma interaction
has the potential to become a new therapeutic target to halt tumor growth and to
restore everolimus responsiveness in NET. Furthermore, a CAF related signature and

STAT3 activation have the potential to emerge as novel prognostic factors.
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