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I EINLEITUNG

1 Das Pankreaskarzinom

1.1 Epidemiologie, Risikofaktoren und Symptome

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist eine den Tod bringende Krankheit
mit einer 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate von 7% (Siegel et al., 2016). Mit weltweit
geschitzen 300 000 Neuerkrankungen pro Jahr steht die Erkrankung an vierter
Stelle der tumorbedingten Todesfdlle. Es zeigte sich im Gegensatz zu anderen
bosartigen Tumorerkrankungen ein Anstieg der Sterberate in beiden Geschlechtern
von 2009 bis 2014 (Ménner: 7,85 auf 8,13; Frauen: 5,33 auf 5,56 /100 000
Einwohner) (Malvezzi et al., 2014). Bereits im Jahr 2030 wird die Erkrankung die
zweithdufigste tumorassoziierte Todesursache sein und somit noch mehr in das
Interesse der Offentlichkeit und medizinischen Forschung riicken (Rahib et al.,
2014).

Entscheidend fiir das Langzeitiiberleben ist das Stadium der Erkankung bei
Diagnosestellung. So unterscheiden sich die 5-Jahres-Uberlebensraten mit 2% im
metastasiertem Stadium von 11% in lokal fortgeschrittenem Stadium und 27% bei
noch lokal begrenztem Wachstum erheblich. Die Erkrankung bleibt meist lange
unbemerkt, da sie zundchst nur mit unspezifischen Beschwerden wie
Gewichtsverlust, Abgeschlagenheit, Verdnderung der Darmaktivitidt und Bauch-,
Riicken- oder Schulterschmerzen symptomatisch wird. Erst bei fortschreitendem
Wachstum kann es durch Kompression des Gallenganges zu einem schmerzlosen
Ikterus kommen, welches meist das erste spezifische Symptom darstellt. Ebenso
kann sich als Folge der tumorbedingten Gewebsschidigung ein Diabetes mellitus
manifestieren (Kamisawa et al., 2016). Aus diesem Grund sind 53% der Tumore
bei Diagnosestellung bereits metastasiert, 28% zeigen einen lokal forgeschrittenen
Befund und nur 9% sind noch auf ein lokales Wachstum begrenzt (Siegel et al.,
2016). Als Risikofaktoren fiir das Pankreaskarzinom werden Nikotinabusus,
ibermédfiger Alkoholkonsum, eine chronische Pankreatitis und ein lang
bestehender Diabetes mellitus angesehen. Ebenso spielt auch die genetische
Komponente eine grofle Rolle, da bei 10% der Erkankten ein Pankreaskarzinom in
der Familiengeschichte bekannt ist. Keimzellmutationen in folgenden Genen (in
Klammern mit entsprechendem Syndrom) sind mit einem erhohten Auftreten

assoziiert: BRCA2, BRCA1 und PALB2 (genetisches Brust- und



Ovarialkarzinom), CDKN2A/p16 (familidres atypisches multiples Muttermal- und
Melanomsyndrom / FAMMM), STK11/LKB1 (Peutz-Jeghers Syndrom), PRSS1
(hereditire Pankreatitis), MLH1 (Lynch-Syndrom), TP53 (Li-Fraumeni Syndrom)
(Rustgi, 2014; Solomon et al., 2012).

1.2 Diagnose und Therapie

Die Diagnose eines Pankreaskarzinomes wird gewdhnlich mit einer
kontrastmittelverstiarkten Computertomographie (CT) gestellt. Hier lassen sich die
wichtigsten umgebenden Strukuren und die Ausbreitung des Tumors gut beurteilen,
um die Resektabilitidt des Tumors zu bestimmen. Ebenso kann eine Metastasierung
in Leber und Lunge nachgewiesen bzw. ausgeschlossen werden. Eine noch hohere
Sensitivitit in der Diagnostik bietet die endoskopische Ultraschalluntersuchung
(EUS) (98-100% gegeniiber 86% im CT). Fiir eine histologische Sicherung des
Befundes wird eine endosonographisch gestiitzte Feinnadelbiopsie durchgefiihrt.
Weiterhin findet die Bestimmung des Tumormarkers CA 19-9 (Carbohydrate-
Antigen) bei begriindetem Verdacht und als Verlaufsparameter der Erkrankung
Anwendung (Kamisawa et al., 2016).

Die einzige kurative Behandlung ist die RO-Resektion des Tumors, sodass allen
Patienten mit resektablem Befund eine Operation empfohlen werden sollte. Bei
Lokalisation des Tumors im Pankreaskopf wird meist eine pyloruserhaltende
Pankreatikoduodenektomie durchgefiihrt. Weiterhin sind - wenn fiir eine komplette
Tumorresektion notwendig - auch totale Pankreatektomien mdglich. Bei im
Pankreasschwanz lokalisierten Tumoren werden laparoskopische oder offene
Pankreaslinksresektionen mit Splenektomie durchgefiihrt (Huttner et al., 2016). Die
Entwicklungen in der Chirurgie und dem peri- und postoperativen Management
haben die Definitionen eines ,resektablen Befundes® verdndert. So stellen
Resektionen mit anschlieBender Rekonstruktion von Gefiallen, sowie multiviszerale
Resektionen keine groBeren chirurgischen Schwierigkeiten mehr da (Evans et al.,
2009). Es zeigte sich jedoch, dass lediglich eine vendse Resektion der Vena portae
oder der Vena mesenterica superior bei Tumorinfiltration einen Vorteil hinsichtlich
des Gesamtiiberlebens erbrachte. Eine ausgeprigte multiviserzale Resektion, eine
erweiterte Lymphadenektomie oder die Entfernung von befallenen arteriellen
GefdBBen verldngerte das Gesamtiiberleben nicht, sodass von zu radikalen
Resektionen wieder Abstand genommen wurde (Barreto and Windsor, 2016).
Somit werden nicht metastasierte Pankreaskarzinome in resektabel, borderline-

resektabel und lokal fortgeschrittene Tumore eingeteilt. Als borderline-resektabel
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werden Tumore bezeichnet, welche die V. mesenterica superior, die V. portae, die
Arterie gastroduodenalis und/oder die Arterie hepatica in nur einem kleinen
Abschnitt befallen, jedoch nicht bis an den Tuncus coelicacus reichen und die
Arterie mesenterica superior <180° ummauern (Bockhorn et al., 2014). Borderline
und primér resektable Befunde sollten einer operativen Therapie zu gefiihrt werden.
Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren besteht die Mdoglichkeit durch eine
neoadjuvante (Radio-)chemotherapie doch noch einen resektablen Befund zu
erreichen. In wieweit borderline-resektable Tumore oder sogar primér resektable
Befunde vor geplanter Resektion von einer neoadjuvanten Chemotherapie
profitieren, ist Gegenstand von aktuellen klinischen Studien und noch nicht
ausreichend geklart. Nach einer erfolgreichen RO-Resektion kann das
durchschnittliche Gesamtiiberleben von 20,2 Monaten mit einer anschliefenden
Chemotherapie von 6 Zyklen Gemcitabin auf 22,8 Monate verldngert werden
(Oettle et al., 2013). Eine aktuelle gro3e Studie (ESPAC-4) mit insgesamt 730
resezierten Patienten konnte einen Uberlebensvorteil einer adjuvanten
Chemotherapie von Gemcitabin kombiniert mit Capecitabin im Vergleich zur
alleinigen Gemcitabin-Therapie (28,8 Monate vs. 25,5 Monate medianes
Gesamtiiberleben) zeigen (Neoptolemos et al., 2017). Auf Grundlage dieser
randomisierten multizentrischen Studie ist zu erwarten, dass die Leitlinien, welche
bisher noch eine Gemcitabin-Monotherapie empfehlen, in néchster Zeit hinsichtlich

einer kombinierten Chemotherapie verdndert werden.

Patienten mit einem metastasierten Pankreaskarzinom haben ohne Therapie eine
infauste Prognose mit einer durchschnittlichen Lebenserwartung von wenigen
Monaten. Durch eine palliative Chemotherapie mit Gemcitabin kann ein medianes
Gesamtiiberleben von ungefiahr 6 Monaten erreicht werden. 2011 konnte durch die
Einfiihrung des FOLFIRINOX Schema (Oxaliplatin, Irinotecan, 5-FU und
Leucovorin) das durchschnittlichen Gesamtiiberlebens dieser Patienten auf 11
Monate verldngert werden (Conroy et al., 2011). Jedoch zeigt FOLFIRINOX ein
deutlich erhohtes Nebenwirkungsprofil und kann somit nur bei Patienten in relativ
gutem Allgemeinzustand verabreicht werden. Einen weiteren Vorteil zeigte die
Erweiterung von Gemcitabin mit nab-Paclitaxel (durchschnittliches Uberleben 8,5

Monate) mit einer deutlich besseren Vertrdglichkeit (Von Hoff et al., 2013).

Auf Grund der niedrigen Pridvalenz in der Allgemeinbevolkerung und dem
schnellen und aggressiven Wachstum des Tumors stehen aktuell keine Screening-

oder Vorsorgeuntersuchungen fiir das Bauchspeicheldriisenkarzinom zur
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Verfiigung. Eine Empfehlung fiir Screeninguntersuchungen mittels EUS oder einer
Magnetresonanztomographie (MRT) wird nur fiir Personen mit einem hohen Risiko
fiir das Auftreten der Erkrankung ausgesprochen (Vasen et al., 2016). Hierzu zihlen
Personen mit oben erwihnten bekannten Genmutationen oder einer ausgepréagten
familidren Vorbelastung wie zum Beispiel mindestens zwei Erkrankten in der

Verwandtschaft ersten Grades (Canto et al., 2013).

1.3 Histopathologie und Tumorgenese

Der mit Abstand hiufigste maligne Tumor der Bauchspeicheldriise ist das duktale
Adenokarzinom (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) mit circa 75-80%. In
der gesamten Arbeit wird das Wort Pankreaskarzinom synonym fiir das duktale
Adenokarzinom verwendet. Als zweithdufigste bosartige Tumore finden sich
neuroendokrine Karzinome (15-20%), welche eine wesentlich bessere Prognose als
das PDAC aufweisen. Mit weniger als 5% der bosartigen Neubildungen des
Pankreas lassen sich solide pseudopapillire Tumore, Kolloidkarzinome,
Azinuszell-Karzinome, = Adenosquamdse-Karzinome und  undifferenzierte
Karzinome zu einer dritten Gruppe zusammenfassen (Kleeff et al., 2016). Das
Pankreaskarzinom entsteht meist aus kleinsten Vorlduferldsionen, sogenannten
pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN). Diese nicht invasiven
Epithelverdnderungen finden sich in den klein-kalibrigen Ausfiihrungsgéingen des
Pankreas und werden nach histopathologischen Verdnderungen in low-grade und
high-grade PanIN unterschieden (Basturk et al., 2015). Als weitere Vorstufen
konnten die intraduktale papillire muzindse Neoplasie (IPMN) und die muzindse
zystische Neoplasie (MCN) identifiziert werden (Hezel et al., 2006). Die IPMN
wird als eine nicht invasive, groBer als lcm zystische, muzin-produzierende
Neoplasie mit Bezug zum Pankreasgang definiert (Furukawa et al., 2005). Es wird
eine Unterscheidung der IPMN des Hauptganges (main-duct IPMN), des
Seitenganges (branch-duct IMPN) und einer gemischten Form (mixed-type IPMN)
getroffen. In 30-50% der MD und mixed-type IPMN findet sich bereits ein
invasives Wachstum (Farrell, 2015), sodass identifizierte Patienten einer kurativen
Resektion zugefiihrt werden sollten. Die muzinds zystische Neoplasie ist eine
seltene, vermehrt bei Frauen (>95%) vorkommende zystische Verdnderung des
Pankreas, welche hédufig im Pankreasschwanz (95% der Fille) lokalisiert ist. Das
Risiko der Entartung wird mit unter 20% angegeben. Die Indikation fiir eine
Resektion wird unter Beriicksichtigung verschiedener Malignititskriterien gestellt

(GroBenzunahme im Verlauf und Vorhandensein von Knétchen sog. Nodules)
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(Crippa et al., 2008). Ein weiterer moglicher Entstehungsort eines invasiven PDAC
konnte durch Pankreaskarzinommausmodelle gefunden werden und beschreibt
einen mdglichen Ursprung des Tumors von den Azinuszellen. In einer azinir-
duktalen Metaplasie (ADM) entstehen sog. atypische flache Lasionen (AFL), aus

welchen ein invasiv wachsendes Karzinom entstehen kann (Esposito et al., 2012).

Die Transformation der Zelle hin zu einem invasiv wachsendem malignen Zelltyp
beruht auf einer Akkumulation von verschiedenen genetischen Mutationen. Im
Pankreaskarzinom konnten vier Hauptgene (ein Onkogen und drei
Tumorsuppressorgene) identifiziert werden. In 90% der Tumore findet sich eine
Mutation im Onkogen KRAS. Dies beeinflusst durch die Expression einer GTPase
die Herunterregulierung von verschiedenen Wachstumsfaktoren in der Zelle und
fiihrt bei einer Mutation zu vermehrtem Zellwachstum. CDKN2A, ein
Tumorsuppressorgen, welches einen Regulator des Zellzyklus darstellt, zeigt sich
in 90% der Fille verdndert. Weitere hédufig mutierte Gene sind das in vielen
bosartigen Tumoren verdnderte Tumorsuppressorgen TP-53 (ungefdhr 75% der
PDAC) und SMAD4 (50% der PDAC). SMAD4 ist fiir die Regulierung des
Wachstumfaktors TGF- verantwortlich. Untersuchungen an Vorlduferzellen
konnten zeigen, dass eine Mutation von KRAS und CDKN2A zu den frithen
Ereignissen in der Tumorgenese zdhlt, wohingegen eine Veridnderung in TP-53 und
SMAD vermutlich erst in high-grade Dysplasien und bereits invasiven Tumoren

eine Rolle spielt (Hezel et al., 2006; Wood and Hruban, 2012).

2 Das Stroma des Pankreaskarzinoms

2.1 Eigenschaften und Entstehung der Stromareaktion

Das Pankreaskarzinom ist ein besonders stromareicher Tumor, was ihn von vielen
anderen Malignomen unterscheidet. Weniger als 20% der Tumormasse werden von
malignen Zellen gebildet. Das Gewebe besteht zum grofiten Teil aus
kollagenreicher extrazelluliren Matrix (ECM) und weiteren Zellen wie
Fibroblasten, Endothelzellen, Immunzellen, endokrinen Zellen und Nervenzellen.
Diese sich gegenseitig beeinflussenden Strukturen um und im Bereich der
Tumorzellen werden als das ,,Microenvironment* des Tumors bezeichnet (Feig et
al., 2012). Der Umbau von gesundem Pankreasgewebe mit Zunahme des

kollagenreichen Bindegewebes wird Desmoplasie genannt und ist charakteristisch
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sowohl fiir das Karzinom als auch die chronische Pankreatitis (Apte and Wilson,
2012). Die Grundlagenforschung des Pankreaskarzinoms beschréinkte sich lange
allein auf die Tumorzellen ohne die umgebenden Strukturen zu beriicksichtigen.
Jedoch lieBen sich erfolgversprechende in-vitro Ergebnisse oft durch in-vivo
Versuche nicht bestitigen. Ein moglicher Grund hierfiir ist die Komplexitét des
Microenvironments mit seinem Einfluss auf die Tumorbiologie, sodass diesem nun

mehr Beachtung geschenkt wird.

1998 konnten erstmals Zellen identifiziert und isoliert werden, welche fiir die
massive Stromareaktion verantwortlich sind: die Sternzellen des Pankreas (Apte et
al., 1998; Bachem et al., 1998). Diese im gesunden Pankreasgewebe sehr kleine
Zellpopulation wird im Tumor in eine aktive Form iiberfithrt und steigert unter
anderem ihre Produktion von extrazelluldiren Matrixproteinen wie Kollagen,
Fibronektin und Laminin (Feig et al., 2012). Diese daraus entstehende
desmoplastische Reaktion wird als ein Grund fiir das hypoxische Milieu des
Pankreaskarzinoms angesehen. Durch die Fibrosierung des Gewebes kommt es zu
einer Dichtezunahme mit Erhohung des interstitiellen Fliissigkeitsdruckes
(interstitial fluid pressure). Hierdurch veringert sich die Perfusion des Gewebes,
was neben einer Selektionierung der besser angepassten Tumorzellen ein Grund fiir
das relativ schlechte Ansprechen des Tumors auf eine Chemotherapie ist
(Provenzano et al., 2012). Viele in-vitro und in-vivo Untersuchungen zeigten einen
positiven Einfluss des Stromas auf das Tumorzellwachstum (Hwang et al., 2008),
die Invasivitdt und Proliferationrate der Tumorzellen (Bachem et al., 2005) und auf
die Metastasierung (Xu et al., 2010). Ebenso wird dem Stroma ein protektiver
Einfluss auf Tumorzellen hinsichtlich der Wirkung von Strahlentherapie (Mantoni
et al., 2011) und Chemotherapie (Olive et al., 2009) zugesprochen, sodass die
Stromazellen und insbesondere die Sternzellen zunichst als Tumor unterstiitzend

angesehen wurden.

2.2 Therapeutische Ansiitze

Aus diesem Grund erweiterte sich das Ziel mdoglicher Therapien von den
Tumorzellen hin zu den stromaproduzierenden Zellen. Eine erste
erfolgsversprechende Arbeit im Jahr 2009 konnte durch eine Depletion des
Tumorstromas in einem KPC-Pankreaskarzinom-Mausmodell eine erhohte
Perfusion des Tumors und einer Zunahme der GefdBdichte zeigen. Hierdurch kam
es zu einer gesteigerten Aufnahme und Wirksamkeit von verabreichten

Chemotherapeutika. Das Tumorstroma wurde durch eine pharmakologische
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Inhibition des Sonic Hedgehog (Shh) Signalweges reduziert. Der Signalweg fiihrt
iiber eine Hochregulation von Transkriptionsfaktoren in Stromazellen zu einer
verstdrkten Desmoplasie im Pankreaskarzinom (Olive et al., 2009). Eine darauthin
veranlasste klinische Phase II Studie, welche eine Therapie mit Gemcitabin + Shh
Inhibitor ~ (Saridegib®) vs. Gemcitabin + Placebo in metastasierten
Pankreaskarzinompatienten verglich, musste nach einer ersten Zwischenanalyse
abgebrochen werden, da sich durch die Saridegib® - Einnahme ein aggressiveres
Fortschreiten der Krankheit zeigte (Infinity-Pharmaceuticals). Im Jahr 2014
erschienen zwei wegweisende Arbeiten, die dem Stroma erstmalig eine
supprimierende Wirkung auf den Tumor nachweisen konnten. Durch einen
Knockout des Shh-Liganden in einem Pankreaskarzinom-Mausmodell
entwickelten die Miuse aggressivere und undifferenziertere Tumore mit einer
erhohten Proliferation und Vaskularisation (Rhim et al., 2014). Ebenso zeigten
Mause, welche durch einen transgenetischen Knockout die stromabildenden
Myofibroblasten zu Beginn oder im Endstadium eines Pankreaskarzinoms verloren
hatten, invasivere und undifferenziertere Tumore mit einem schlechteren
Uberleben (Ozdemir et al., 2014). Auf Grund dieser Ergebnisse scheint das Stroma
den Tumor in seinem Wachstum eher einzuschrinken. Wenn eine komplette
Ausschaltung des Stromas keine therapeutische Option darstellt, wére eine
gemiBigte Regulation gegebenenfalls ein sinnvoller moglicher Ansatz. Dies wurde
in einer aktuellen Arbeit aufgegriffen. Durch Gabe eines Vitamin-D Analogons
zeigten bereits aktivierte PSC eine Herunterregulation ihrer sekretorischen Gene
und liefen sich in einen inaktiven Zustand iiberfiihren. Ein Therapieansatz von
Vitamin D und Gemicitabin zeigte einen deutlichen Uberlebensvorteil in PDAC-
Mausen mit einer geringeren Ausbildung der Desmoplasie mit folglich erhdhtem

Chemotherapieansprechen (Sherman et al., 2014).

Das den Tumor umgebende Stroma erlangte wie kein anderes Themengebiet im
Bereich der Pankreaskarzinomforschung grofle Aufmerksamkeit. Nach anfénglich
grofler Hoffnung auf eine erfolgreiche und vielversprechende Therapie, zeigt sich
jedoch, dass die Komplexitit des Tumor-Microenviroment noch lingst nicht

verstanden ist.
3 Die Sternzellen des Pankreas

3.1 Ursprung und Eigenschaften

Die Sternzellen des Pankreas (pancreatic stellate cells, PSC) stellen den
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Hauptproduzenten der extrazelluliren Matrix dar und sind somit fiir die Bildung
des tumorassoziierten Stromas von auflergewdhnlicher Bedeutung. Erstmalig
konnten die Sternzellen 1998 aus dem Pankreasgewebe gesunder Ratten isoliert und
kultiviert werden (Apte et al., 1998; Bachem et al., 1998). Die Zellen zeigten
morphologisch sowie funktionell eine groBe Anlichkeit mit hepatischen
Sternzellen, welche bereits zuvor bekannt waren und fiir fibrotische
Umbauvorgénge in der Leber verantwortlich sind (Apte et al., 1998). Im gesunden
Pankreasgewebe stellen die PSC mit nur 4 % der Zellen einen relativ kleinen Anteil
der Zellpopulation dar und sind hauptsdchlich in den periazindren Arealen
lokalisiert. Die Funktion in ihrer hier noch inaktiven Form ist noch nicht vollstidndig
gekldrt. Durch ihre Fiahigkeit extrazellulire Matrixproteine sowie die zu deren
Abbau bendtigten Enzyme MMPs (matrix metalloproteinase) und deren Inhibitor
TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) zu produzieren, sind sie vermutlich
auch im gesundem Gewebe an der Aufrechterhaltung der extrazelluldren
Bestandteile beteiligt (Wilson et al., 2014). Weiterhin wird ihnen auch eine Rolle
in der Regulation der Cholezystokinin (CCK) vermittelten exokrinen
Pankreasfunktion zu geschrieben. Sternzellen exprimieren CCK-Rezeptoren und
sind nach Stimulation in der Lage Acethylcholin (ACh) zu sezernieren, das die in
unmittelbarer Nachbarschaft gelegenen Azinuszellen zur Sekretion von Amylase
stimuliert (Phillips et al., 2010). Charakteristisch fiir den noch ruhenden Zustand
der Zellen sind ihre zytoplasmatischen Vitamin A enthaltende Fetteinschliisse (lipid
droplets) und ihre abgerundete Zellform (siche Abbildung 1). Die Sternzellen
exprimieren verschiedene Strukturproteine wie Desmin, Nestin, Vimentin und
GFAP (glial fibrillary acid protein), welche sie von anderen Fibroplasten
unterscheiden (Wilson et al., 2014).

In der Karzinogenese oder im Rahmen einer Gewebeschiddigung mit folgender
entziindlichen Reaktion werden die Sternzellen aktiviert und verdndern sowohl ihre
Morphologie als auch ihre Funktion. Sie verlieren ihre abgerundete Form sowie die
charakteristischen ,,lipid droplets” im Zytoplasma und nehmen ein sternartiges
myofibroblastenartiges ~ Aussehen an (Erkan et al., 2012). Diese
Strukturverdnderungen lassen sich durch eine verstirkte Expression des
Intermediérfilamentes a-SMA (a-smooth muscle actin) erkennen, sodass der
Nachweis von a-SMA als Aktivitdtsmarker verwendet wird (Apte et al., 1999). In
der aktuellen Literatur werden aktivierte PSC héufig auch als tumor-assoziierte

Fibroblasten (cancer-associated fibroblasts, CAFs) bezeichnet, da somit auch

13



Fibroblasten anderen Ursprungs, welche durch eine Verdnderung im Tumor die
Eigenschaften der PSC erhalten, mit eingeschlossen werden konnen. In den letzten
Jahren konnten viele Faktoren identifiziert werden, welche zu einer Aktivierung der
Zellen flihren. Neben Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet-derived growth
factor), TGF-p (transforming growth factor ) und TNFa (tumor necrosis factor o),
fiihren Interleukine (IL) 1, 6 und 10, sowie hypoxischer und mechanischer Stress
zur Aktivierung der Zellen (Apte et al., 1999; Erkan et al., 2012; Nielsen et al.,
2016). Die mechanische Aktivierung zeigt sich bereits in-vitro durch eine
morphologische Verdnderung der Zellen wenige Tage nach Isolation und dem
Kontakt mit aus Plastik bestehender Petrischalen, sodass eine zellbiologische
Untersuchung von ruhenden Zellen in vitro nur eingeschrinkt moglich ist.
Aktivierte PSC proliferieren und steigern die Synthese extrazelluldrer
Matrixproteine (Vonlaufen et al., 2008). Die Zellen lassen sich in aktiviertem
Zustand im gesamten Pankreasgewebe nachweisen. Interessanterweise zeigen sich
aktivierten  Sternzellen  bereits um  PanIN-Vorlduferlessionen  des
Pankreaskarzinoms, sodass die ,,Rekrutierung® der PSC bereits in frithen Stadien

der Tumorgenese eine Rolle zu spielen scheint (Pandol et al., 2012).

3.2 Interaktion mit anderen Zellarten

Viele in vivo und in vitro Arbeiten zeigen einen engen Zusammenhang und eine
gegenseitige Beeinflussung von Sternzellen und Tumorzellen. So liefen sich
Sternzellen sowohl durch eine Co-Kultivierung als auch durch eine Behandlung mit
Tumorzelliiberstinden aktivieren. Nachfolgend zeigten die Zellen eine erhdhte
Proliferationsrate und eine verstirkte ECM-Produktion und wiesen eine gesteigerte
Migrationsfahigkeit auf (Apte and Wilson, 2012). Die gesteigerte ECM-Synthese
wird durch die Sekretion von TGF-f1 und FGF2 (fibroblast growth factor 2)
vermittelt (Bachem et al., 2005).

Ebenso zeigten die Tumorzellen nach einer Stimulation durch PSC einen iiber
PDGF vermittelten Proliferationsanstieg, eine erniedrigte Apoptoserate und eine
gesteigerte Migration (Vonlaufen et al., 2008). Unter hypoxischen Bedingungen
filhrte eine Stimulation der Tumorzellen durch Co-Kultivierung oder durch
Uberstiinde von PSC zu einer verstirkten Invasivitit der Tumorzellen (Eguchi et
al., 2013). Der Einfluss der Sternzellen auf Tumorzellen liel sich auch durch in
vivo Versuche bestitigen. Ein durch subkutane Tumorzellinjektion wachsender
Tumor bei einer athymen Maus zeigte eine deutliche Groenzunahme, wenn zu den

Tumorzellen Sternzellen verabreicht wurden (Bachem et al., 2005). Ebenso zeigten
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Maiuse, denen Tumorzellen mit Sternzellen in das Pankreas injiziert wurden, neben
einem verstirktem lokalen Wachstum auch eine erhohte lokale und distale

Metastasierung als bei alleiniger Tumorzellinjektion (Xu et al., 2010).

Auch konnten Einfliisse der Sternzellen auf weitere im Microenvironment des
Tumors vorkommende Zellen gezeigt werden. So lieB sich ein positiver Effekt auf
die Angiogenese nachweisen, welcher jedoch nur unter normoxischen
Bedingungen zu sehen ist und nicht unter den im Stroma vorherschenden
hypoxischen Bedingungen (Erkan et al., 2009). Uber eine Beinflussung der
Immunzellen (CD8+ T-Zellen und Mastzellen) scheinen die PSC eine negative
Wirkung auf die tumorspezifische Immunantwort des Korpers zu haben (Wilson et
al., 2014). Relativ wenig ist bisher liber den Einfluss der Sternzellen auf die
Nervenzellen im Pankreaskarzinom bekannt. Durch eine Stimulation der PSC mit
dem bekannten Wachstumsfaktor TGFf zeigte sich eine verstdrkte Expression von
NGF (nerve growth factor) und den beiden Rezeptoren TrkA und p75NTR, NGF ist
ein Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir sensorische und sympathische Nerven
und spielt im Zusammenhang mit unterschiedlichen Erkrankungen eine Rolle (Haas
etal., 2009). In hepatischen Sternzellen fithrt NGF zu einer Zunahme der Apoptose.
Dies lieB sich fiir pankreatischen Sternzellen jedoch nicht bestétigen (Asai et al.,
2006; Haas et al., 2009). Auch die Tatsache, dass Sternzellen neben NGF noch
weitere neuronale Marker wie GFAP, BDNF (brain-derived neurotropic factor) und
Nestin exprimieren, spricht fiir eine mdgliche Beeinflussung mit neuralen
Strukturen (Wilson et al., 2014). Auch die bereits erwdhnte Eigenschaft der
Sternzellen ACh zu sezernieren unterstiitzt diese Vermutung (Phillips et al., 2010).
Einen weiteren Hinweis fiir eine neurotrophe Wirkung der Sternzellen ergab die
Beobachtung, dass die Uberstinde von humanen Sternzellen eine Verinderung im
Wachstum der aus Ratten isolierten Riickenmarks-Ganglienzellen (dorsal root
ganglia, DRG) bewirkten. Durch die Stimulation mit dem Uberstand der PSC
zeigten die Neuriten eine Dichtezunahme (Demir et al., 2010). Eine wichtige Rolle
scheint auch der bereits erwéhnte Sonic Hedgehog-Signalweg einzunehmen. So
konnte gezeigt werden, dass es durch eine Uberexpression des Sonic Hedgehog-
Proteins in Tumorzellen iiber eine parakrine Aktivierung der Sternzellen zu einer
gesteigerten perineuralen Invasion kommt. In Kokulturen erhohte sich die
nervenassoziierte Migration von Tumorzellen und in einem orthotropen Xenograft-
Tumormodell zeigte sich eine Zunahme von TumorgroBe, Metastasierung und

perineuraler Invasion nach Koinjektion von parakrin stimulierten Tumorzellen und
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Sternzellen (Li et al., 2014).

In bisher unpublizierten Daten aus unserer eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass Sternzellen aus Ratten (rPSC) die neurotrophen Faktoren Artemin und
Neurturin, sowie die dazugehorigen Rezeptoren GFRa-3 und GFRa-2 exprimieren.
Durch eine Stimulation der rPSC mit TGFB-1 lieB sich eine Steigerung der
Expression mittels Westernblot und quantitativer real-time PCR (qPCR)
nachweisen (Dischl, 2017)

4 Bedeutung der Nervenzellen im Pankreaskarzinom

Der Betrachtung der Nerven kommt im Pankreaskarzinom im Verleich zu anderen
gastrointestinalen Tumoren eine besondere Bedeutung zu, da sich bei nahezu 100%
der Tumore eine neurale Invasion durch Tumorzellen zeigt (Liebl et al., 2014).
Neurale Invasion beschreibt die Infiltration intra- und extrapankreatischer Nerven
durch Karzinomzellen. Diese kdnnen sich entlang des Perineuriums ausbreiten oder
auch in das Endoneurium infiltrieren und so in direkten Kontakt mit Axonen und
Gliazellen (Schwannzellen) gelangen (Bockman et al., 1994). In einer
histopathologischen Analyse von 90 resezierten Pankreaskarzinomen zeigte sich in
50% der Fille eine Tumorzellinfiltration von intrapankreatischen Nerven, welche
jedoch schon aufBerhalb des lokalisierten Tumorgewebes gelegen waren (Takahashi
et al., 1997). Dies korrelierte ebenfalls positiv mit dem Nachweis von Tumorzellen
in angrenzenden extrapankreatischen Nervenplexi (Takahashi et al., 1997). Das
perineurale Wachstum bzw. die Metastasierung in extrapankreatische Nervenplexi
wird als ein Grund fiir das hohe Rezidivrisiko des Pankreaskarzinoms nach
erfolgreicher Resektion angesehen (Nakao et al., 1996). Es konnte gezeigt werden,
dass die perineurale Invasion einen unabhéngigen negativen prognostischen Faktor
fiir das Pankreaskarzinom darstellt und stark mit dem Auftreten eines Lokalrezidiv
assoziiert ist (Zhang et al., 2013). Neben der Infiltration lassen sich noch weitere
Veranderungen der Nerven im Pankreaskarzinom nachweisen. So kommt es zu
einer Hypertrophie und Zunahme der Dichte der im Pankreas befindlichen Nerven
(Ceyhan et al., 2009a). Die Fahigkeit der Nerven zur Verdnderung durch bestimmte
Stimuli, wie durch sezernierende Faktoren eines Tumors, wird Neuroplastizitét

genannt.

Ebenso lieB sich bei einem erhdhten Grad an Desmoplasie im Tumorgewebe eine
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verstiarkte neurale Invasion nachweisen, sodass dem ,microenvironment™ des
Tumors auch in diesem Punkt eine entscheidende Rolle zu zukommen scheint
(Ceyhan et al., 2009a). Fiir die gegenseitige Beeinflussung von Tumorzellen und
Nervenzellen konnten sogenannte neurotrophe Faktoren identifiziert werden,
welche als Stimuli fiir beide Zellarten von Bedeutung sind. Neurotrophe Faktoren
sind essenziell fiir das Wachstum, die Regeneration und das Uberleben von
Neuronen (Yan et al., 2003). Aus den verschiedenen bekannten neurotrophen
Faktoren der GDNF (glial cell-line derived neurotrophic factor)-Familie zeigte sich
fiir Artemin und Neurturin eine besonders wichtige Rolle in der pankreatischen
Neuropathie. Artemin wird im Pankreaskarzinom im Vergleich zu normalem
Pankreasgewebe verstirkt exprimiert, fiihrt zu einer Steigerung der Invasivitit von
Tumorzellen und bewirkt eine Zunahme der Nervendichte (Ceyhan et al., 2006).
Auch NGF, welches im Tumorgewebe liberexprimiert wird, fithrt zu einer erhdhten
Neuritendichte von myenterischen Plexus-Nervenzellen, nachdem diese mit
Tumorgewebelysaten stimuliert wurden (Ceyhan et al., 2010). Neben Artemin und
NGF ist auch Neurturin im Pankreaskarzinom hochreguliert. Tumorzellen
entwickeln durch den Einfluss von Neurturin eine erhohte Proliferationsrate sowie
eine verstirkte Invasivitit und zeigen eine zielgerichtetere Migration zu
exponierten Nervenzellen (Wang et al., 2014). Interessanterweise sind Artemin,
Neurturin und NGF nicht nur im Tumorgewebe selbst, sondern auch im
angrenzendem Stroma vermehrt exprimiert (Ceyhan et al., 2010; Wang et al.,
2014).

Neben den bereits erwdhnten Verdanderungen auf neuronaler Ebene zeigt sich im
Pankreaskarzinom auch eine Infiltration der Nerven mit Immunzellen im Sinne
einer pankreatischen Neuritis sowie eine Verdnderung in der Qualitit der
innervierenden Nervenfasern. Sowohl der Anteil der sympathischen als auch der
cholinergen Nervenfasern nimmt im Pankreaskarzinom ab. Dieser Vorgang wird

neuronales ,,Remodelling* genannt (Ceyhan et al., 2009b).

5 Ziele der Arbeit

Die genaue Funktion des tumorassoziierten Stroma im Pankreaskarzinom ist trotz

intensivster Forschung noch nicht ausreichend geklért und die Moglichkeiten einer
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zielgerichteten Therapie bisher noch nicht verstanden. Um dieses komplexe
Konstrukt und seinen Einfluss besser verstehen zu konnen, ist eine genaue
Betrachtung und Analyse aller im sogenannten ,microenvironment®
vorkommender Zellen anzustreben. Wichtige Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe
konnten zeigen, dass der Grad der Stromareaktion (Desmoplasie) mit einer
erhohten neuralen Invasion von Tumorzellen im Pankreaskarzinom korreliert
(Ceyhan et al., 2009a). Die neurale Invasion wiederrum ist ein entscheidender
prognostischer Faktor fiir das Uberleben und das Rezidivrisiko von Patienten mit
einem Pankreaskarzinom (Zhang et al., 2013). 2009 konnten Haas et al. erstmalig
zeigen, dass Sternzellen nach ihrer Aktivierung neurotrophe Faktoren exprimieren
(Haas et al., 2009). Welchen tatsdchlichen Einfluss die Sternzellen auf die
Nervenzellen im Pankreaskarzinom ausiiben, wurde bisher noch nicht genauer
erforscht. Ebenso stellt sich die Frage, ob die Sternzellen bei der neuralen Invasion
von Tumorzellen einen moglichen Trigger darstellen oder selbst an der Migration

in Richtung der Nerven beteiligt sind.

Die Ziele dieser Arbeit waren somit die Interaktion der Sternzellen mit den
Nervenzellen im Pankreaskarzinom genauer zu analysieren und zu charakterisieren,
um einen moglichen relevanten Einfluss der Sternzellen auf die Nervenzellen zu
erforschen. Stellvertretend fiir die peripheren Nerven des Pankreas wurden die
Versuche mit primir isolierten dorsal root ganglia (DRG) von jungen Ratten
durchgefiihrt, welche als Nerven des peripheren Nervensystems den Nerven im
Pankreaskarzinom sehr dhnlich sind. Die in dieser Arbeit verwendeten primédren
Sternzellen wurden mit einer speziellen Methode der
Dichtegradientenzentrifugation in besonders hohem Reinheitsgrad aus gesunden
Rattenpankreata isoliert (Apte et al., 1998). Eine Charakteristikum der Sternzellen
ist ihre Aktivierung in der Entstehung des Stroma, sodass wir die primér isolierten
Sternzellen fiir unsere Versuche mit transforming growth factor p (TGF-B) oder
durch hypoxische Bedingungen stimulierten, um einen moglichen Einfluss dieser

Aktivierung auf die Nervenzellen nachweisen zu kdnnen.

Zunichst wurden die Sternzellen rein morphologisch genauer untersucht und die
Expression der neurotrophen Faktoren Neurturin und Artemin mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen. AnschlieBend wurde der Einfluss der Sternzellen
auf die Nervenzellen und Gliazellen mittels Neuroplastizititsassay untersucht. Um
eine weitere Eigenschaft der Sternzellen — ihre Migrationsfdhigkeit — unter dem

Einfluss von Nervenzellen zu untersuchen, wurden die Sternzellen im 3D-
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Migrationassay mit DRG konfrontiert und ihre Migrationseigenschaften analysiert.
Um die Bedingungen im Tumor real zu simulieren, wurden Sternzellen mit
fluoreszierenden Tumorzellen vermischt und diese erneut im 3D-Migrationassay

auf ihre Migrationsfahigkeit hin untersucht.
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II MATERIAL UND METHODEN

1 Material

1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialen

e Pipetten: Tip One, Star lab (Hamburg, GER)

e Pipetten: Eppendorf Pipetten Ratiolab (Dreieich, GER)

e Pipetten (Glas): Serological Pipette, Greiner Bio One (Frickenhausen, GER)
e Reagenzrohrchen: Falcon Rohrchen, Ratiolab (Dreieich, GER)

e Tubes: Reagiergefdfle Safe Seal, Sarstedt (Niirnbrecht, GER)

1.2 Allgemeine Geriite

e Magnetriihrer: MSI-Minishaker, Num: 03014906, IKAWorks, Inc.
(Wilmington, USA)

e Mikroskop 1: Primo Vert, Zeiss (Oberkochen, GER)

e Mikroskop 2: Observer Z1, Zeiss (Oberkochen, GER)

e Mikroskop 3: Axioskop 40, Zeiss (Oberkochen, GER)

e Mikroskop 4: BZ-9000E, Keyence (Osaka, JPN)

e Photometer: Multiskan EX, Thermo Scientific (Waltham, USA)

e Roll-Mixer: Stuart Roller-SRT9 (Shaffordshire, UK)

e Shaker: Shaker DRS-12, neolab (Heidelberg, GER)

e Vortexer: IKA Works, INC., MS 1 Minishaker (Wimington, USA)

e Waage 1: Analytic AC 210 S, Sartorius (Ulm, GER)

e Waage 2: EW-N/EG-N, Kern (Balingen, GER)

e Wasserbad: GFL (Burgwedel, GER)

e Zentrifuge klein: Centrifuge, 5415 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, GER)

1.3 Allgemeine Reagenzien

e Paraformaldehyd 8 %, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e Reinstwasser: Milli-Q-Reference-Reinstwassersystem, Merck-Millipore
GmbH (Darmstadt, GER)

e BCA Protein Assay: Pierce BSA Protein Assay Kit, Thermo Scientific
(Waltham, USA)

e Tween 20, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e Triton X, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
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Normal Goat serum 10 % - ready to use, Invitrogen (Darmstadt, GER)
DAPI, Thermo Scientific (Waltham, USA)

Vecta Mount, Permanent mounting medium, H5000, Vector (Burlingame,
USA)

NacCl, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

MgSO4, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

Kcl, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

KH;POs, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

NaxHPOy4, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

MgCl,6H,0, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

NaHCO;3, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

Glucose, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

CaCl, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

Saponin, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

Allgemeine Materialien fiir die Zellkultur

Gerite

Zellkultur: Faster BHA 72, BHA 72M 1013 (Ferrara, ITA)
Primérzellkultur: Faster S.R.L., BHA-48 (Ferrara, ITA)
Fluoreszenzlampe: HBO 100, Zeiss (Oberkochen, GER)

Zentrifuge groB3: Centrifuge, 5810 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, GER)
Zentrifuge klein: Centrifuge, 5415 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, GER)

Inkubator: Galaxy 170S, New Brunswick / Eppendorf company (Wesseling-

Berzdorf, GER)

Wasserbad: Aqualine AL 18, Lauda (Lauda Konigshofen, GER)
Inkubatorschiittler: MaxQ 4000, Thermo Scientific (Waltham, USA)
Neubauerzdhlkammer, Marienfeld (Lauda-K6nigshofen, GER)

Verbrauchsmaterialien

24 well Platten: 24 well Multiwell, Falcon (Durham, USA)
96 well Platten: 96 well Multiwell, Falcon (Durham, USA)

10cm Schale: Zellkultur Schale - Cellstar, 100mm x 20mm, Greiner Bio One

(Frickenhausen, GER)

6¢cm Zellkultur Schale, Cellstar, 60mm x 15mm, Greiner Bio One
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(Frickenhausen, GER)

e 3,5cm Zellkultur Schale, Cellstar, 35mm x 10mm, Greiner Bio One
(Frickenhausen, GER)

e Zellschaber: Cell Lifter, Costar (Washington, USA)

Medien und Losungen

e Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS), Sigma Life Science (St. Louis,
USA)
e Fetal Bovine Serum, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
e Paraformaldehyd 8%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
e Penicillin-Streptomycin, Bio Reagent, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
e Amophothericin B, Bio Reagent, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
e Refobacin, Gentamicinsulfat, Merck (Wien, AUT)
e Metronidazol, Ratiopharm (Ulm, GER)
e Poly-D-Lysine hydrobromide, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
e Trypan Blue Stain 0.4%, Invitrogen (Darmstadt, GER)
e Trypsin-EDTA, Solution 1x, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
o Zellkulturmedien
e Neurobasal Medium mit L-Glutamine und B-27-Substitution,
Invitrogen-GIBCO (Darmstadt, GER) Zusétze: 1 % Penicillin-
Streptomycin, 1% Amphotericin B
e DMEM High Glucose (4,5 g/l) mit L-Glutamine, PAA (Pasching,
AUT, jetzt GE Healthcare life science, Chicago, USA) Zusitze: 10 %
Fetal Bovine Serum, 1 % Penicillin-Streptomycin, 1% Amphotericin B
e Hims F-12, Hams nutrient Mixture F-12 mit L-Glutamine, Sigma Life
Science (St. Loius, USA) Zusitze: 1 % Penicillin-Streptomycin, 1%
Amphotericin B
e MEM-Medium: Minimum Essential Medium Eagle, Sigma Life
Science (St. Loius, USA)
e Hank’s BSS, Hanks balanced salt solution, PAA Laboratories GmbH
(Pasching, AUT, jetzt GE Healthcare life science, Chicago, USA)
Zusiétze: 0,1% Metronidazol, 0,06% Gentamicin

Zelllinien

e Panc02-Cherry: murine cherry-Protein transduzierte PDAC-Zellen mit
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freundlicher Genehmigung von Dr. Mark Pines, The Hebrew University of

Jerusalem, Israel

1.5 Spezielle Materialien fiir den Neuroplastizititsassay

Gerite

e Hypoxie-Kammer: Incubator Chamber, MIC-101, Billups-Rothenberg Inc.
(Del Mar, USA)

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

e Glas-Coverslips (Deckglédser rund 12 mm aus Glas), Merck (Darmstadt, GER)
Proteine

e Nerve growth factor-f (NGF-8), N1408, human, rekombinant, Sigma Life
Science (St. Louis, USA)

e Transforming growth factor-p (h"TGF-B1),human, rekombinant, Roche
Diagnostics AG (Rotkreuz, CH)

Antikorper fiir Immunfluoreszenz

1. Antikorper:

e [BII-Tubulin: Anti-Tubulin, beta III isoform, monoclonal mouse antibody,
1:200, Millipore-Merck GmbH (Darmstadt, GER)

e GFAP: Anti-Glial fibrillary Acidic Protein, polyclonal rabbit antibody, 1:300,
DAKO (jetzt Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

2. Antikdrper:

e goat anti-mouse, Alexa Fluor 488, 1:400, Life technologies, Thermo Scientific
(Waltham, USA)

e goat anti-rabbit, CruzFluor 594, 1:400, Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
USA)

e Kernfiarbung: DAPI, 4',6-Diamidin-2-phenylindol, 1:3000, Thermo Scientific
(Waltham, USA)

1.6 Spezielle Materialien fiir die Zellisolation

1.6.1 Isolation der Sternzellen

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
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Isofluran: Isofluran CP, cp-pharma (Burgdorf, GER)

Skalpell: feather disposable scalpel, No. 10, Feather (Osaka, JPN)
Injektionsspritzen: Micro-Fine U-40 Insulin, 39G x 12,7mm, Becton
Dickinson GmbH (Franklin Lakes, USA)

Einmalspritze: Injekt Solo, 20ml, Braun (Melsungen, GER)
Priparationsbesteck, neolab (Heidelberg, GER)

Zellsieb: Cell strainer, 40um, BD Falcon, BD (Franklin Lakes, USA)
Polypropylen Tubes: Nalgene, Oak Ridge High-Speed PPCO Centrifuge
Tube, 50ml, , Sigma Life Science (St. Loius, USA)

Nycodenz: Histodenz, nonionic density gradient medium, Sigma Life Science
(St. Loius, USA)

BSA, bovine serum albumin, Sigma Life Science (St. Loius, USA)

Enzyme

Collagenase P, 1,5 U/mg (aus Clostridium histolyticum), Roche Diagnostics
AG (Rotfreuz, CH)

DNase I (aus Ringerpankreas), Roche Diagnostics AG (Rotkreuz, CH)
Protease, Typ XIV, >3,5 U/mg (aus Streptomyces griseus), Sigma Life
Science (St. Loius, USA)

1.6.2 Isolation der Dorsal Root Ganglia (DRG)

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Einmalspritze : Injekt Solo, Sml, Braun (Melsungen, GER)

Kaniilen gelb: Einmalkaniile, Sterican, G20 (0,90x40mm), Braun (Melsungen,
GER)

Kaniilen blau: Einmalkaniile, Sterican, G23 (0,60x30mm), Braun (Melsungen,
GER)

Enzyme

Collagenase Typ 2, 280u/mg (aus Clostridium histolyticum), Worthington
Biochemical Corperation (Lakewood, USA)

Spezielle Materialien fiir den Migrationassay

ECM-Gel: Extracellular cell matrix gel aus Engelbreth Holm Swarm mouse
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sarcoma, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

e HEPES buffer solution, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

1.8 Spezielle Materialien fiir die Immunfluoreszenz

e Glas-Deckglaser, Coverslips, Thermanox @ 13mm , Sigma Life Science (St.

Louis, USA)

Antikorper

1. Antikorper:

e Neurturin, ab8061, polyclonal antibody IgG, rabbit 1:100, Abcam
(Cambridge, GBR)

e Artemin, NBP1-46591 Lot 4513, polyclonal antibody, rabbit 1:100, Novus
Biologicals (Littleton, USA)

e 0-SMA, Anti-Human Smooth Muscle Actin, monoclonal mouse antibody,

1:100, DAKO (jetzt Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
2. Antikdrper:

e goat anti-rabbit, CruzFluor 594, 1:400, Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
USA)

e goat anti-mouse, Alexa Fluor 488, 1:400, Life technologies, Thermo Scientific
(Waltham, USA)

e VECTASHIELD Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector
Laboratories (Burlingame, USA)

1.9 Software

e AxioVision, V 4.8.2.0 (Géttingen, GER)

e Office 2011 (Word, Excel, PowerPoint), Microsoft (Redmond, USA)

e GraphPad Prism 7, GraphPad Software (La Jolla, USA)

e Imagel, Version 1.48, National Institutes of Health, USA

¢ Chemotaxis und Migration Plug-In fiir Image J von Ibidi (Martinsried, GER)
e analySIS Software, Olympus (Shinjuku, JPN)

2 Methoden

2.1 Isolation und Kultivierung von Dorsal Root Ganglia

Fir die in vitro Versuche mit Primérkulturen aus Nervenzellen wurden
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Spinalganglienzellen von neugeborenen Ratten verwendet. In diesen Ganglien
befinden sich die Zellkdrper der afferenten peripheren sensorischen Nerven, welche
iiber die Radix posterior (bei Tieren Radix dorsalis genannt) ins Riickenmark
ziehen. In den Spinalganglien befinden sich neben den Neuronen auch Gliazellen
im Verhiltnis 1:10 (Delree et al., 1989). Diese werden in der Isolationsmethode
zusammen mit den Neuronen gewonnen, so dass sich jeweils eine heterogene
Zellpopulation ergibt. Ergebnisse mit der im Folgenden beschriebenen Methode

wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits mehrfach publiziert. (Ceyhan et al., 2008)

Fiir die Isolation der sogenannten dorsal root ganglia (DRG) wurden gesunde 1 bis
maximal 8 Tage alte Wistar-Ratten verwendet. Nach schneller Dekapitation und
kontaminationsfreier Entfernung der gesamten Abdominalorgane wurde eine von
kranial beginnende anteriore Laminektomie durchgefiihrt und der so erdftnete Teil
der Wirbelsdule entfernt. Unter dem Lichtmikroskop lassen sich nun die
Spinalganglien beidseits lateral des Riickenmarks erkennen und mit Hilfe von
Priparierschere und Pinzette herauslosen. Fiir eine erfolgreiche Isolation ist es
wichtig die zu- und abfiihrenden Axone unmittelbar am Ganglion zu durchtrennen,
um eine Verunreinigung mit Nervenfasern zu vermeiden. Die so gewonnenen DRG
werden in einem auf Eis gekiihlten MEM-Medium bis zum Ende der Prozedur
gesammelt. Dem Medium (500ml) wurde zuvor 300ul Refobacin (Gentamicin) und
500ul Metronidazol beigegeben. Nach Entfernen des Mediums wurden die
Ganglien in 800ul Hank’s BSS Medium und 200ul Kollagenase II in einem
Eppendorf-Gefdll fiir 30min bei 37°C inkubiert. Zur weiteren Dissozation des
Gewebes wurde die Suspension mehrmalig durch sterile Kaniilen gezogen
(5x20G/0,9mm Kaniile, gefolgt von 3x23G/0,6mm Kaniile). Die nun vereinzelten
und suspendierten Zellen wurden fiir Smin bei 4°C mit 1000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand anschlieBend verworfen. Das zellreiche Pellet wurde nun mit 1ml
Neurobasal-Medium resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer-Zellkammer
ermittelt. Fiir den Neuroplastizitidtsassay wurden jeweils 10° Zellen in 2ml
Neurobasal-Medium pro Well in eine 24 Well-Platte ausgesidt. Zuvor wurden
Coverslips (13mm Durchmesser) in die Well-Platten ausgelegt und mit Poly-D-
Lysin beschichtet. Fiir die Migrationsversuche wurden die Zellen direkt nach dem
Zihlen weiterverwendet. Die Zellen wurden in Neurobasal-Medium mit 1% FCS,
1% Penicilin/Streptomycin, 2% B-27 und 0,5mM L-Glutamin bei 37°C und 5%
COs; inkubiert.
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2.2 Isolation und Kultivierung von pankreatischen Sternzellen aus
Ratten mit der Nycodenz®-Methode
Die Isolation von Sternzellen des Pankreas aus einer gesunden Ratte erfordert eine
gewisse Ubung und ist eine zeitaufwendige Prozedur, welche bis zu 4h dauert. Das
Prinzip der hier verwendeten Methode beruht darauf, dass die nicht-aktivierten
bzw. ruhenden Sternzellen sich durch ihre spezifischen zytoplasmatischen
Fetteinschliisse mit Hilfe eines Dichte-Gradienten von den iibrigen Zellen der
Bauchspeicheldriise trennen lassen. Der Gradient wird mit Hilfe eines nicht
toxischen Nycodenz®-Mediums aufgebaut, wodurch die Prozedur ihren Namen
erhalten hat. Die Methode zeichnet sich durch eine relativ hohe Reinheit und
Homogenitdt der Zellen aus, da sie im Vergleich zu anderen Isolationsmethoden
die Sternzellen von gewohnlichen Fibroblasten trennen kann. Die Zellen kdnnen
prinzipiell aus Ratten jeden Alters gewonnen werden, jedoch hat es sich bewihrt
die Zellen aus neugeborenen Ratten bis zum Alter von 14 Tagen zu verwenden, da
sich hier durch das noch kleinere und weichere Pankreas eine bessere Dissoziation

des Gewebes und somit eine hohere Ausbeute an Zellen erzielen lies.
Fiir die Isolation werden folgende Losungen benotigt:

Grey’s Balanced Salt Solution (GBSS)

e MgSO4 0,0171g/500ml
e KCI 0,185g/500ml
e KH>PO4 0,15g/500ml

e Na;HPO4 0,0598g/500ml
e MgCL6H>0 0,105g/500ml
e NaHCOs3 1,135g/500ml
e Glucose 0,5g/500ml

Die Substrate werden zweimal abgewogen und in sterilem H2O aufgel6st. In eine
der beiden Losungen wird ebenfalls 3,5g/500ml NaCl gegeben (GBSS+NaCl).
Nun wird beiden Loésungen in wenigen ml H>O aufgeldstes CaCL (0,1126g/500ml)
mit einer Pipette topfenweise hinzugegeben. Wird dieser Schritt zu schnell
ausgefiihrt, kommt es zu einem Ausfallen von Ca3(PO4),. Die kompletten
Stammldsungen wurden nun mit einem Vakuumfilter steril filtriert. Diese sollten

innerhalb von 4 Tagen verwendet werden, um folgende Losungen herzustellen:
Bovine Serum Albumin (BSA) - Losung (3%): 0,15g BSA werden in 50ml
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GBSS+NaCl aufgeldst.

Nycodenz Losung (28,7%): 2,87g Nycodenz Pulver werden in 10ml GBSS-NaCl
gelost.

Enzymlésung: 52mg Collagenase P, 40mg Protease von Streptomyces griseus und
70ul Dnase I aus Rinderpankreas werden vorsichtig in 40ml GBSS+NaCl

aufgelost.

Fiir jede Zellisolation wurden 2 bis 3 gesunde Ratten verwendet, welche nach
Betdubung mit Isofluran zunéchst dekapitiert wurden. Nach der Eréffnung des
Bauchraumes mittels Schere wird das an der Milz héngende Pankreas
herauspripariert und in eine mit gekiihlter PBS-Losung gefiillte Petri-Schale
gegeben. Peripankreatisches Fettgewebe und intrapankreatische Gefédle sollten
unter dem Mikroskop entfernt werden, um eine Verunreinigung moglichst zu
vermeiden. Alle weiteren Schritte der Isolation werden in der Zellkultur unter einer
sterilen Abzugshaube fortgefiihrt. Das entnommene Gewebe wird in die auf 37°C
erwarmte Enzymlosung gegeben und diese mit sterilen Einmalspritzen so lange in
das Gewebe injiziert bis sich die einzelnen Pankreaslobuli gut separieren lassen.
Das Gewebe wird nun geteilt und mit jeweils 20ml Enzymlosung bei 37°C in
einem Schiittler fiir 4min bei 160rpm und 3min bei 120rpm inkubiert. Nach einer
mechanischen Zerkleinerung des Gewebes mittels Skalpell erfolgt ein zweiter
Inkubationszeitraum von 7min mit 120rpm. Das fast vollstindig suspendierte
Pankreas wird nun durch Aspiration mit einer Sml Pipette und einer 1ml Pipette
weiter mechanisch aufgetrennt und anschlieBend durch ein 250pum Nylonnetz in
ein 50ml Falcontube filtriert. Um keine Zellen zu verlieren, wird das Netz
anschlieBend mit GBSS+NaCl Losung erneut gespiilt und das Falcontube bis auf
45ml aufgefiillt. Das im Netz zuriickgebliebene Gewebe wird verworfen und die
Zellen bei 4°C fiir 10min bei 1500rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
verworfen wurde, wird das Zellpellet in 10ml der BSA-Ldsung resuspendiert und
erneut fiir 10min unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wird
erneut entfernt und die Zellen in 9,5ml BSA-Losung resuspendiert. Zu der Losung
werden nun 10ml der Nycodenz-Ldsung gegeben. Auf ein starkes Durchmischen
wird verzichtet, da die Zellen in der Losung verklumpen kénnen. Die gesamte
Suspension wird nun vorsichtig mit einer auf eine 20ml Spritze gesteckten
Einmalpipette unter 6ml der BSA-LOsung pipettiert, welche zuvor in ein
Polycarbonat-Tube gegeben wurde. Hierbei ist es wichtig, dass es zu keiner

Vermischung der beiden Losungen kommt, da sich sonst nicht der erforderliche
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Gradient aufbauen kann. AnschlieBend wird die Losung fiir 20min bei 4°C mit
2800rpm zentrifugiert. Die Beschleunigung und das Abbremsen der Zentrifuge
werden fiir diesen Schritt auf das Minimum reduziert, so dass es vor und nach der
eigentlichen Umdrehungsgeschwindigkeit nicht zu abrupten Einwirkungen auf das
Gefill kommen kann. Es zeigt sich nun im oberen Drittel der Losung ein leicht
trilbes Band, in welchem sich die Sternzellen befinden. Die restlichen Zellen haben
sich als Pellet abgesetzt. Mit einer Pipette wird diese Zwischenschicht nun
entnommen ohne Fliissigkeit aus den angrenzenden Schichten mitzunehmen. Die
Zellen werden mit 10ml der BSA-Ldsung erneut fiir 10min bei 1500rpm und 4°C
zentrifugiert, um die Zellen von restlichem Nycodenz zu befreien. Der Uberstand
wird verworfen und das Zellpellet mit 50%HamF12/50%DMEM Medium +
10%FBS + 1%Penicillin/Streptomycin + 1% Amphotericin B resuspendiert. Die
Zellen wurden je nach weiterer Verwendung in verschieden groBe Petrischalen
ausgesit und unter konstanten Bedingungen in 37°C mit 5% CO; inkubiert. Das
Medium wurde am nichsten Tag gewechselt, um nicht angehaftete Zellen zu

entfernen. Danach erfolgte der Mediumwechsel 2 Mal pro Woche.

Erreichten die Zellen eine Konfluenz von 80% und wurden nicht in der ersten
Passage fiir Versuche verwendet, wurden das Medium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieend je nach GroBe der Petrischale mit Trypsin bedeckt
(Iml - 10cm Schale, 0,5ml - 6¢cm Schale). Nach einer Inkubationszeit von 3min bei
37°C + 5%CO: konnten die Zellen aus der Schale in ein Falcontube mit Sternzell-
Medium im Verhiltnis 1:10 fiir 10min bei 4°C und 1500rpm abzentrifugiert
werden. Das Zellpellet wurde erneut in Medium resuspendiert und erneut in

doppelte oder vierfache Anzahl in Petri-Schalen ausgesit.

23 Zellkultur

Als  einzige nicht primdr isolierte  Zellen wurde die  murine
Pankreaskarzinomzelllinie Panc2-Cherry verwendet, welche uns freundlicherweil3e
von Dr. Mark Pines (The Hebrew University of Jerusalem, Israel) iiberlassen
wurde. Die immortalisierte Zelllinie wurde stabil mit dem fluoreszierenden Protein
mCherry transduziert, sodass die Zellen bei einer Lichtwellenldnge zwischen
587nm und 610nm fluoreszieren. Die Zellen wurden unter Normalbedingungen mit
RPMI-Medium + 5%FCS + 1%Penicillin/Streptomycin + 1% Amphotericin B bei
37°C und 5%CO; inkubiert. Bei Erreichen eine Konfluenz von 80% wurden die

Zellen wie bereits beschrieben mit Trypsin-EDTA gesplittet.

29



2.4 Stimulation der Sternzellen mit TGF-f und Gewinnung von
Zelliiberstinden
Die frisch isolierten Sternzellen wurde in 3 Petrischalen (60mmx15mm) mit
gewOhnlichem Sternzell-Medium 50%HamF12/50%DMEM Medium + 10%FCS +
1%Penicillin/Streptomycin + 1% Amphotericin B ausgesit. Die Versuche wurden
im Bereich der ersten Zellpassage durchgefiihrt, um eine zusétzliche Aktivierung
der Sternzellen durch das Splitten zu vermeiden. Hatten die Zellen eine Konfluenz
von 80% erreicht, wurden sie fir 24h mit serumfreiem Medium inkubiert. Hierfiir
wurde das serumhaltige Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend  mit  3ml 50%HamF12/50%DMEM  Medium  +
1%Penicillin/Streptomycin + 1% Amphotericin B pro Petrischale bedeckt. Nach
24h Inkubationszeit wurde die Stimulation mit transformig growth factor - § (TGF-
B) gestartet. Nach mehreren Vorversuchen zur Optimierung, welche nicht in dieser
Arbeit erwdhnt werden, wurde eine Dosis von 1ng/ml gewéhlt. Dies entspricht einer
Menge von 1ul pro ml Medium. Das bestehende Medium wurde entfernt und die
Zellen zum Zeitpunkt ,,0° mit 3ml serumfreiem Sternzellmedium + TGF-f in oben
genannter Konzentration stimuliert. Die Uberstinde wurden nach 6h, 12h und 24h
abgenommen, fiir 10min bei 4°C und 1500rpm zentrifugiert, um abgeldste Zellen
zu entfernen. Die nun zellfreien Uberstinde wurden in 500ul EppendorfgefiBe
aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Ebenso wurden in gleichen Zeitabstinden die
Zellen geerntet und fir weitere Protein- und RNA-Untersuchungen
weiterverarbeitet, welche nicht Inhalt dieser Arbeit waren. Der Versuch wurde mit

gleichem Vorgehen 3 Mal wiederholt.

2.5 Stimulation der Sternzellen durch Hypoxie und Gewinnung von
Zelliiberstinden
Die Stimulation der Sternzellen durch Exposition in einem hypoxischem Umfeld
erfolgte nach einem dhnlichen Schema wie die TGF-f Stimulation. Die Zellen
wurden  hierfiir in 2 Petrischalen (10mmx15mm) in serumhaltigem
Sternzellmedium bis zur 80%-Konfluenz belassen und anschlieBend fiir 24h in
serumfreies Medium iiberfithrt. Nach einem erneuten Medienwechsel zum
Zeitpunkt ,,0° wurden die Zellen in eine Hypoxiekammer gestellt und nach Smin
Dauerzufuhr von 1%0,, 5%CO2, 94%N: fiir 12h und 24h bei 37°C ohne weitere

Sauerstoffzufuhr inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde abgenommen, fiir
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10min bei 4°C und 1500rpm zentrifugiert und nach Aliquotierung in
Eppendorfgefifie bei -80°C eingefroren. Als Kontrolle wurden Zellen unter
nichthypoxischen Bedigungen kultiviert und die Uberstinde eingefroren, um eine
unbehandelte Vergleichsgruppe zu erhalten. Die Versuche wurden jeweils in 3

Replikaten durchgefiihrt.

2.6 Messung der Proteinkonzentration der Uberstinde

Um fiir die Behandlung der Nervenzellen im Neuroplastizititsassay exakt gleiche
Proteinkonzentrationen der abgenommenen Uberstinde verwenden zu konnen,
mussten diese zuvor mit dem Pierce BCA Proteinkit analysiert werden. Hierfiir
wurden 20pl des Uberstandes mit 200ul Bichinoninsiure, welche nach
Herstellerangaben zuvor aus 2 Losungen im Verhéltnis 1:50 hergestellt wurde, in
eine 96-well Platte pipettiert und fiir 30min bei 37°C inkubiert. Anhand ebenfalls
in die Platte pipettierter definierter Proteinkonzentrationen aus BSA, konnte durch
eine photometrische Analyse der Absorption bei 562nm die Proteinkonzentration

der Uberstidnde berechnet werden.

2.7 Phasen-Kontrastmikroskopie

Die Sternzellen wurde 24h und 96h nach primérer Isolation, sowie vor und nach
Stimulation mit TGF-B mit dem Observer Z1 Mikroskop von Zeiss mittels
Phasenkontrast bei 200x VergroBerung fotografiert, um die morphologischen

Verdnderungen der Zellen analysieren zu konnen.

2.8 Immunfloreszenz der Sternzellen

Fiir Immunfloreszenzfarbungen von primér isolierten Sternzellen wurden 1x10%
Zellen in mit Coverslips (913mm) ausgelegten 24 Well-Platten ausgesit und fiir
24h mit Sternzellmedium + 10% FCS bei 37°C und 5%CO; inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen mit TGF-p in einer Konzentration von 1ng/ml mit
gleichem Medium stimuliert oder unstimuliert inkubiert. Die Stimulation wurde fiir
diesen Versuch nach 24h und 48h wiederholt. Nach 72h wurde das Medium entfernt
und die Zellen nach dem Waschen mit PBS fiir 30min bei 8°C mit 3%
Paraformaldehyd fixiert. Im Anschluss wurden die Proben mit einem Puffer
bestehend aus PBS + 0,2%BSA + 0,05% Saponin fiir 1h geblockt. Nun erfolgte die
Inkubation mit dem ersten Antikorper gegen Neurturin (1:100) bzw. Artemin
(1:100) und jeweils a-SMA (1:100) geldst in gleichem Puffer ebenfalls fiir 1h. Nach
dem dreimaligen Waschen wurden die Zellen mit dem fluoreszierenden sekundéren

Antikorper (IgG) lichtgeschiitzt fiir 1h behandelt (fiir Neurturin bzw. Artemin
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jeweils: goat-anti rabbit und flir a-SMA:: goat-anti mouse). Zum Abschluss wurden
die Coverslips nach erneutem 3 maligen Waschens mit einem Tropfen Vectashield
mit DAPI benetzt und auf einem Objekttriger fixiert. Die fluoreszierenden Zellen
wurden anschlieBend bei 8°C lichtgeschiitzt gelagert und mit dem Keyence

Mikroskop bei einer Vergroflerung von 200x fotografiert.

2.9 Neuroplastizititsassay

Um den direkten Einfluss der Sternzellen auf das Nervenwachstum zu untersuchen,
wurde der in unserem Labor entwickelte Neuroplastizitdtsassay verwendet (Demir
et al., 2010). Fiir den Versuch wurden jeweils 10 000 frisch isolierte DRG-Zellen
auf Coverslips in 24-Well Platten ausgesdt und fiir 24h mit jeweils 500ul
Neurobasal-Medium mit 1% FCS, 1% Penicilin/Streptomycin, 2% B-27 und
0,5mM L-Glutamin bei 37°C und 5% COz inkubiert. Die Coverslips wurden zuvor
mit Poly-D-Lysin beschichtet. Zeigten sich nach 24h mehr als 50% der Zellen im
Lichtmikroskop als nicht vital, wurde dieses Well nicht fiir den Versuch verwendet.
Bei erfolgreicher DRG Isolation wurde das Medium entfernt und die Zellen mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit den Uberstéinden der zuvor
stimulierten Sternzellen behandelt. Die Proteinmenge der verwendeten Uberstinde
betrug immer 50pg, was einer Konzentration von 100pg/ml Medium entspricht.
Um das benétigte Volumen an Medium pro Well zu erhalten, wurden die errechnete
Menge des Uberstandes mit Neurobasal-Medium ohne FCS auf 500ul aufgefiillt
und die Zellen fiir 48h bei 37°C und 5% CO; behandelt. Die Zellen wurde mit rPSC-
Uberstéinden von 6h, 12h und 24h TGF-B-Stimulation, sowie 12h und 24h Hypoxie
und Normoxie behandelt. Fiir eine Positivkontrolle wurden die Zellen mit nerve
growth factor (NGF) in einer Konzentration von 10ng/ml in Neurobasal-Medium
ohne FCS behandelt, als Negativkontrolle diente Neurobasal-Medium ohne FCS.
Es wurden jeweils pro Versuchsansatz 3 Well-Platten pro Probe behandelt. Nach
48h wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlie3end
mit 4% Paraformaldehyd fiir 15min fixiert. Die Zellen konnten nach dem Fixieren
mit jeweils 500ul PBS bedeckt im Kiihlschrank bei 8°C bis zur weiteren

Verarbeitung gelagert werden.

Im néchsten Schritt wurde eine Immunfluoreszenzfarbung der Zellen von BIII-
Tubulin, GFAP und der Kernfirbung DAPI durchgefiihrt. Hierfiir wurden die auf
den Coverslips fixierten Zellen bei Raumluft zunichst Smin mit PBST inkubiert,
anschlieBend fiir 10min mit 0,5%TritonX100/PBS bedeckt und erneut mit PBST

fiir Smin gewaschen. Nun wurden die Coverslips vorsichtig mit einer Pinzette aus
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den 24-Wellplatten entfernt und mit 70ul Normal Goat Serum (NGS) fiir 30min
geblockt. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem monoklonalem Antikorper
gegen PIII-Tubulin (1:200, mouse) und einem polyklonalem Antikdrper gegen
GFAP (1:300, rabbit) in jeweils 50ul PBS pro Coverslip fiir 90min behandelt.
Danach wurden die Coverslips 15x vorsichtig durch Eintauchen in ein Becherglas
mit PBST gewaschen und anschlieBend mit dem zweiten Antikdrpern gegen mouse
(1:400, 594nm, rot, goat) und rabbit (1:400, 488nm, griin, goat) lichtgeschiitzt fiir
1h inkubiert. Fiir die Kernfarbung wurde zusitzlich 4°,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, 1:3000) verwendet. Zuletzt wurden die Coverslips nach dem Waschen mit
PBST und destilliertem Wasser mit einem Tropfen Mounting Medium auf einem

Objekttrager fixiert.

Die gefarbten Neurone und Gliazellen wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop
fotografiert. Hierfiir wurden pro Coverslip die 4 am dichtesten bewachsenen
Bereiche eines Slides ausgewihlt und jeweils eine Aufnahme der Rot-, Griin- und

Blaufluoreszenz in 200-facher Vergroferung gemacht.

Fiir die Auswertung der Neuritendichte wurde die analySIS Software (Olympus)
verwendet und ein quadratisches Raster (50um x 50um) iiber die Bilder gelegt. In
den 196 so entstandenen Kistchen wurde die Anzahl der Neuriten, welche die
waagerechte Unterkante eines Quadrates kreuzen, pro Quadrat gezdhlt. Die
Neuritendichte entspricht der durchschnittlichen Anzahl pro Feld. Zellkorper
wurden nicht als Neuriten gewertet. Zur weiteren Analyse der Gliazelldichte
wurden zunéchst alle Zellen eines Bildes in der DAPI-Aufnahme gezihlt und
anschlieBend die Zellzahl der Neurone subtrahiert. Die Gliazelldichte entspricht
somit der durchschnittlichen Anzahl der Gliazellen pro aufgenommenem Bild. Der
gesamte Versuch wurde 3 mal durchgefiihrt. So wurden pro Probe 36 Fotografien
ausgewertet (4 Fotos je 3 Coverslips bei 3 Versuchen). Den schematischen Ablauf

des Neuroplastizititsassay zeigt Abbildung 1.
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Abbildung 1 : Schematischer Versuchsablauf des Neuroplastizitiitsassays

2.10 Migrationassay

Der dreidimensionale in vitro Migrationassay wurde in unserer Arbeitsgruppe
entwickelt und analysiert die gegenseitige Beeinflussung von Zellarten hinsichlich
verschiedener Aspekte der Migration (Ceyhan et al., 2008). Die zu untersuchenden
Zellen werden in 25l eines Extrazelluliren Matrix Gel (ECM-Gel) gebracht und
im Abstand von Imm nebeneinander in eine Petrischale (e35mm) pipettiert. Fiir die
Migration wird nun ebenfalls aus ECM-Gel eine Briicke zwischen den Gel-Bopseln
pipettiert und das gesamte Well mit Medium bei 37°C und 5% CO; inkubiert bis
die Migrationfronten mit einem ,,Time-Lapse Mikroskop* fiir einen bestimmten
Zeitraum in gewissen Abstinden fotografiert wird. Die zu untersuchende
Zellpopulation befindet sich in der Mitte des Versuchaufbaues. In jedem Versuch
wird eine Migrationsfront hin zu einem leeren ECM-Bdopsel mitanalysiert, um eine
Vergleichsgruppe (Negativkontrolle) zu erhalten. In dieser Arbeit wurden sowohl
primér isolierte Sternzellen in der ersten Passage, Panc2-Cherry und eine
Mischpopulation aus PSC und Karzinomzellen (welche im Folgendem als ,, Tumor*
bezeichnet wird) auf ihre neuronengerichtete Migration zu primér isolierten DRG

untersucht und verglichen.

Fiir die Versuche wurden zunéchst die in der Mitte befindlichen Bopsel pipettiert.
Hierfiir wurde die gewiinschte Zellzahl in ein 1,5ml Eppendorf Tube gebracht und
bei 4°C und 1000rpm fiir Smin zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das in 25ul ECM-Gel resuspendierte Pellet als Tropfen auf den Boden der

Petrischale pipettiert. Die rPSC und Panc2-Cherry Zellen wurden jeweils in einer
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Menge von 1x10° Zellen pro ECM-Tropfen verwendet. Die gemischte
Zellpopulation ,,Tumor* enthielt 50 000 PSC und 50 000 Panc2-Cherry Zellen,
welche vor der Zentrifugation vermischt wurden. AnschlieBend wurde zu einer
Seite ein Bopsel ohne Zellen pipettiert. Auf die andere Seite wurden DRG
aufgebracht, welche zuvor isoliert wurden. Die DRG-Menge einer Ratte wurde fiir
3 Bopsel verwendet, zentrifugiert, in ECM-Gel resuspendiert und pipettiert.
Anschlie3end wurden die Schalen fiir 15min bei 37°C inkubiert, um das ECM-Gel
fest werden zu lassen. Hiernach wurden die Briicken mit Sul ECM-Gel pipettiert,
die gesamte Petrischale erneut fiir 10min inkubiert und dann mit 2ml Medium (50%
Neurobasal-Medium +10%FCS/50% Sternzellmedium + 10%FCS) bedeckt. Nach
24h wurde 50pu1 HEPES-Puffer pro Schale in das Medium pipettiert, um den pH-
Wert konstant zu halten. Im Anschluss wurden jeweils 6 Schalen gleichzeitig in das
Time Lapse Mikroskop gestellt und alle 15min fiir 48h bzw. 42h mittels

Phasenkontrast und Fluoreszenzlicht fotografiert.

Die Auswertung erfolgte liber Image J mit Hilfe der Plug-Ins Chemotaxis und
Migration von Ibidi. Hierfiir wurden 30 Zellen pro Front wihrend der Migration
auf jedem Bild per Mausklick verfolgt (Cell tracking). Durch die Fluoreszenzbilder
konnten in der Mischpopulation ,,Tumor* sowohl die PSC als auch die Panc2-
Cherry getrennt voneinander analysiert werden. Durch das Programm konnten
spiter folgenden statistisch verwendbaren Parameter der Migration berechnet
werden: die euklidische Strecke jeder Zelle, die Geschwindigkeit und
Direktionalitdt der Migration und der sogenannten ,,Forward Migration Index‘
(FMI).

3 Tierhaltung

Fiir die Versuche wurden gesunde Wistar-Ratten verwendet. Die Tiere wurden im
Zentrum fiir Praklinische Forschung (ZPF) der Technischen Universitdt Miinchen
am Klinikum rechts der Isar unter tierdrztlicher Aufsicht nach den gesetzlich
vorgeschriebenen Bestimmungen gehalten. Fiir die Versuche wurden Jungtiere
direkt nach Erhalt der Firma Charles River verwendet. Aulerdem wurden Ratten

im ZPF verpaart und anschlieend Jungtiere aus der eigenen Zucht genutzt.

4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Program GraphPad Prism 7 der Firma

GraphPad Software durchgefiihrt. Fiir die statistische Analyse von zwei Gruppen
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wurde der Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt. Die Tests wurden zweiseitig
durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde bei einem p-Wert <
0,05 angenommen. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardfehler

angegeben.
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111 ERGEBNISSE

1 Zellbiologische Analyse der Sternzellen

1.1 Morphologische Analyse der Sternzellen nach primirer Isolation
und Stimulation mit TGF-p
Die aus Ratten primir isolierten Sternzellen wurden zunidchst hinsichtlich ihrer
Morphologie unter dem Lichtmikroskop genauer betrachtet, um die Reinheit der
Isolation zu verifizieren und eine mogliche Aussage iiber den Aktivierungsgrad der
Zellen treffen zu konnen. Es zeigte sich 24h nach der Isolation die Morphologie
von nicht aktivierten Sternzellen mit abgerundeter Zellform. Deutlich préisentierten
sich die typischen Vitamin A enthaltenden Fetteinschliisse im Zytoplasma (siche
Abbildung 1 A). Nach mehrfacher Zellteilung zeigten die Zellen eine
spindelférmige Struktur mit Verlust der Fetteinschliisse (siche Abbildung 1 C).
Diese morphologischen Verdanderungen werden bereits durch den Kontakt mit der
Petrischale ausgeldst und bediirfen keiner weiteren Stimulation, so dass hier eine

mechanische Aktivierung der Zellen eine Rolle spielt.

Nach mehr als 96h lassen sich nach morphologischen Aspekten keine ruhenden
bzw. nicht-aktivierten Sternzellen mehr nachweisen. Eine weitere Stimulation mit
TGF- fiir 24h verdnderte die Morphologie der Zellen nicht (siche Abbildung 1 B
und 1 D).
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Abbildung 2: Lichtmikroskopie von isolierten primdren Sternzellen aus Ratten: A:
Aufnahme 24h nach Isolation von rPSC: es zeigen sich abgerundete Zellen mit im
Zytoplasma gelegenen Fetteinschliissen (schwarzer Pfeil), Ubersichtsbild mit 200x
Vergroferung; C: Lichtmikroskopie von rPSC nach 4d: die Zellen haben ihre
abgerundete Form verloren und stellen sich mehr spindelformig dar. Die meisten Zellen
(exemplarisch mit * markiert) haben die Fetteinschliisse bereits verloren. Nur noch
wenige Zellen zeigen die sog. ,,lipid droplets* (schwarzer Pfeil); Ubersichtsbild mit 200x
Vergroferung. B + D: rPSC aus identischer Isolation (>4d) ohne nachweisbare ,,lipid
droplets“ wurden fiir 24h mit (D) und ohne (B) TGF-# kultiviert. Morphologisch zeigen
sich keine Veriinderungen durch die Stimulation.

1.2 Expressionsanalyse mittels Immunfluoreszenz nach Stimulation mit
TGF-p
Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe konnten eine zunehmende Expression von
Artemin und Neurturin nach Stimulation der Sternzellen mit TGF- mittels
Westernblot und qPCR nachweisen. Um dies zu bestitigen, fiihrten wir
Immunfluoreszenzfarbungen von mit TGF-f stimulierten und unstimulierten
Sternzellen durch. Die Stimulation erfolgte dreimalig im Abstand von 24h nachdem
die Zellen eine Konfluenz von 70% erreicht hatten. Nach Stimulation mit TGF-f3
zeigte sich eine vermehrte zytoplasmatische Anfarbung von Artemin (siche
Abbildung 2 C+D) und Neurturin (siche Abbildung 2 A+B) im Vergleich zu
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unstimulierten Zellen in der Immunfloreszenzféarbung.

Neurturin

Artemin

- TGF-B + TGF-B

Abbildung 3: Immunfluoreszenzfirbung der rPSC mit Neurturin und Artemin: A+B: Es
zeigt sich eine deutliche Zunahme der Immunfluoreszenz von Neurturin nach 72h
Stimulation mit TGF-f (A ohne TGF-f ; B mit TGF-f , Fdrbung: @ Neurturin: rot, M q-
SMA: griin, @ DAPI:blau) C+D: Nach Stimulation der rPSC mit TGF-p fiir 72h kommt es
zu einer verstdrkten Anfdrbbarkeit von Artemin im Vergleich Zellen ohne TGF-f
Stimulation (C ohne TGF-; D mit TGF-, Firbung: W Artemin: rot, ® o-SMA: griin, &
DAPI:blau), Vergrofierung 40x.

2 Einfluss der Sternzellen auf die Neuroplastizitit

2.1 Analyse der Neuritendichte von Dorsal Root Ganglia unter dem
Einfluss von TGF-f-stimulierten Sternzellen

Um einen direkten Einfluss der Sternzellen auf Nervenzellen nachzuweisen, fithrten

wir den in unserem Labor etablierten Neuroplastizititsassy durch. Aus Ratten

isolierte primdre Sternzellen wurden zundchst mit TGF-B behandelt, um eine

Stimulation und Aktivierung der Zellen zu erreichen. Um einen vom

Aktivierungsgrad abhéngigen Einfluss zu untersuchen, wurden die Sternzellen fiir

6h, 12h oder 24h stimuliert. Der entnommene Zelliberstand wurde fiir die
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Behandlung der DRG verwendet (Versuchsaufbau siche Abbildung 1).

Die gemessene Neuritendichte der DRG wird als Nervenfasern pro 2500um?
angegeben. Als Positivkontrolle wurden die DRG mit dem neuronalen
Wachstumsfaktor NGF behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte
DRG, welche in Neurobasalmedium (NB) kultiviert wurden. Repréisentative Bilder

der Auswertung zeigt Abbildung 4 A.

Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Neuritendichte nach Behandlung der
DRG mit den Uberstinden der TGF-B-stimulierten Sternzellen im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrollprobe in allen 3 Stimulationszeiten (6h: 2,87+0,2647,
p=0.0028 ; 12h: 2,887+0,214 , p=0,0001; 24h: 3,487+0,2876, p<0,0001 vs.
NB/Negativkontrolle 1,97+0,2094, Einheit: Nervenfasern/2500um?, Mann-
Whitney U Test, Abbildung 4 B). Es lieB sich jedoch kein signifikanter Unterschied
in der Neuritendichtezunahme zwischen den unterschiedlichen Stimulationszeiten
der Sternzellen nachweisen. Interessanterweise zeigten die Nervenfasern in der 24h
TGF-B Gruppe eine hohere Neuritendichte als die der Positivkontrolle, welche sich
jedoch als nicht statistisch signifikant darstellte (NGF: 3,245+0,2928 vs. 24h TGF-
B 3,487+0,2876, Einheit: Nervenfasern/2500um?, Abbildung 4 B). Um den
spezifischen Einfluss der Stimulation der Sternzellen durch TGF-f zu untersuchen,
wurden ebenfalls DRG mit Uberstinden von nicht stimulierten Sternzellen
behandelt und mit den zuvor gewonnenen Ergebnissen verglichen. Es wurden
Behandlungszeiten fiir 12h und 24h ausgewihlt. Hier zeigte sich ein signifikanter
Unterschied der Neuritendichte bei Behandlung mit TGF-B-stimulierten
Sternzellen im Vergleich zu unstimulierten Sternzellen, sodass die vorherige
Stimulation der Sternzellen das neurotrophe Potenzial der Zellen erhoht (12h -
TGF-B: 2,344+0,1456 vs.12h + TGF-B: 2,877+£0,214 , p=0,0432, unpaired t-Test
und 24h - TGF-B: 2,748+0,1711 vs. 24h + TGF-B: 3,487+0,2876, p=0,0305,
unpaired t-Test, Einheit: Nervenfasern/2500um?). Erneut stellte sich die
Neuritendichte jeder der untersuchten Gruppen signifikant erh6ht im Vergleich zur
Negativkontrolle (Behandlung ohne Sternzelliiberstand) dar (NB vs. 12h - TGF-
p=0,0197; NB vs. 12h + TGF-$ p=0,0001; NB vs. 24h - TGF-p p=0,0005; NB vs.
24h + TGF-B p<0,0001, Mann-Whitney U Test).
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Abbildung 4: Neuroplastizititsassay mit 6h, 12h und 24h TGF-B-stimulierten
Sternzelliiberstinden. A) Reprisentative Immunfluoreszenzaufnahmen. Die waagrechten
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Spalten  zeigen die unterschiedlichen  Behandlungen der DRG mit NB
(Neurobasal/Negativkontrolle), Uberstinden von 6h, 12h und 24h TGF-B-stimulierten
rPSC und NGF (nerve growth factor/Positivkontrolle). Senkrecht erste Spalte:
Immunfluoreszenzfirbung mit f-111 Tubulin (M griin, Neuriten) , mittlere Spalte: GFAP (&
rot, Gliazellen), rechte Spalte: , overlay“-Aufnahme von B-III Tubulin, GFAP und
zusdtzlicher Kernfdrbung mit DAPI (B blau), die Mapstabsskala zeigt 100um. B)
Auswdrtung der Neuritendichte: Es zeigt sich eine statistisch signifikante (**) Zunahme
der Neuriten nach Behandlung durch die rPSC-Uberstinde im Vergleich zur
unbehandelten Probe mit Neurobasalmedium (NB vs. 6h p=0,0028, NB vs. 12h p=0,0001,
NB vs. 24h p<0,0001, Mann-Whitney U Test). Innerhalb der verschiedenen
Stimulationszeiten zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns = nicht signifikant). C)
Auswertung der Neuritendichte nach Behandlung von mit 12h bzw. 24h mit (+) oder ohne
(-) TGF-f-stimulierten Sternzellen. Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der
Neuritendichte durch die Stimulation der Sternzellen mit TGF-f im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle im Zeitintervall 12h bzw. 24h (p=0,0432 bzw. p=0,0305 ;
unpaired t-Test).

2.2 Analyse der Gliazelldichte von Dorsal Root Ganglia unter dem
Einfluss von TGF-f-stimulierten Sternzellen
Ein moglichen Einfluss der Sternzellen auf das Wachstum von Gliazellen wurde
ebenfalls im Neuroplastizititsassay untersucht. Hierfiir konnte der bereits im
vorhergenden Abschnitt prédsentierte Assay hinsichtlich der Gliazelldichte
ausgewertet werden. Die Anzahl der Gliazellen pro Flache/Bild wurde durch die
Subtraktion der Nervenzellkorper von der Gesamtzellzahl errechnet. Die
Gesamtzellzahl wurde auf Immunfluoreszenzfirbungen mit DAPI-Kernfarbung
ausgezdhlt. Die Neuronenanzahl wurde auf -III Tubulin gefirbten
Immunfluoreszenzaufnahmen ermittelt (Abbildung 4A, erste senkrechte Spalte).

Der Wert wird als Anzahl der Gliazellen pro Fliche bzw. Bild angegeben.

Es zeigte sich eine signifikant erhohte Gliazelldichte nach Behandlung der DRG
durch die Uberstinde der fiir 6h, 12h und 24h TGF-B-stimulierten Sternzellen im
Vergleich zur unbehandelten Negativkontrolle (6h: 185,8+£19,92, p=0,0012; 12h:
179,9+17,39, p=0,0004; 24h: 225,3+20,37, p<0,0001 Vs.
Neurobasal/Negativkontrolle 128,4+15,21 Zellen pro Areal; Mann-Whitney U
Test). Analog zu der Neuritendichte zeigte sich keine Signifikanz unter den
verschiedenen TGF-B-Stimulationszeiten. Auch in diesem Versuch fiel eine iiber
dem Wert der Positivkontrolle liegende Gliazelldichte nach der Behandlung mit der
24h TGF- stimulierten Probe auf (NGF: 204,4+29,3 vs. 24h: 225,3+20,37 Zellen
pro Areal), welche sich jedoch ebenfalls nicht als signifikant erwies (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Auswertung des Neuroplastizititsassys mit 6h, 12h und 24h TGF-ff-
stimulierten Sternzellen hinsichtlich der Gliazelldichte. Es zeigt sich eine statistisch
signifikante (**) Zunahme der Gliazellendichte pro Areal/Bild nach Behandlung durch die
rPSC-Uberstinde im Vergleich zur unbehandelten Probe mit Neurobasalmedium (NB vs.
6h p=0,0012, NB vs. 12h p=0,0004, NB vs. 24h p<0,0001, Mann-Whitney U Test).
Innerhalb der verschiedenen Stimulationszeiten zeigt sich kein signifikanter Unterschied
(ns = nicht signifikant) der Gliazelldichte.

23 Analyse der Neuriten- und Gliazelldichte von Dorsal Root Ganglia
unter dem Einfluss von hypoxischen Sternzellen
Die Sternzellen sind im Pankreaskarzinom durchgehend hypoxischen Bedingungen
ausgesetzt. Um die Frage zu beantworten, ob dieses besondere Milieu die
Interaktion der Stern- und Nervenzellen beeinflusst, wurden die Sternzellen
zundchst 12h und 24h hypoxischen Bedingungen ausgesetzt. AnschlieBend wurden
die Zelliiberstinde (konditioniertes Medium) fiir die Behandlung der DRG im
Neuroplastozititsassay verwendet. Zum direkten Vergleich wurden die DRG
ebenfalls mit Zelliiberstinden von 12h und 24h unter normoxischen Bedingungen
kultivierten Sternzellen behandelt. Als Negativ-, bzw. Positivkontrollen dienten
erneut unbehandelte (mit Neurobasalmedium) bzw. mit NGF behandelte DRG. Der
weitere Versuchsablauf entsprach dem bereits erwéhnten Neuroplastizititsassay
(schematischer Aufbau des Versuches: Abbildung 1). Es erfolgte eine Analyse

sowohl der Neuritendichte, als auch der Gliazelldichte.

Interessanterweise zeigten die Zelliiberstinde der hypoxischen Sternzellen keinen
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relevanten Einfluss auf die Neuritendichte der DRG im Vergleich zu
Zelliiberstinden von unter normoxischen Bedingungen kultivierter Sternzellen.
Sowohl nach 12h (Normoxie: 2,344+0,1456 vs. Hypoxie 2,356+0,1682
Nervenfasern pro 2500um?) als auch nach 24h (Normoxie 2,748+0,1711 vs.
Hypoxie 2,72140,2094 Nervenfasern pro 2500um?) war kein signifikanter
Unterschied durch die kultivierenden Bedingungen zu erfassen. Eine verldngerte
Behandlung und Kollektion des konditionierten Mediums der rPSC fiihrte
unabhéngig des Sauerstoffgehaltes zu einer Zunahme der Neuriten (Neuritendichte
nach 24h Hypoxie oder Normoxie > Neuritendichte nach 12h Hypoxie oder
Normoxie). Jedoch lieB sich kein statistisch signifikanter Unterschied nachweisen.
Die Behandlung der rPSC fiir 24h (sowohl unter normoxischen und auch
hypoxischen Bedingungen) ergab eine signifikante Zunahme der Neuriten im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrollprobe (24h Hypoxie 2,721+£0,2094 bzw.
24h  Normoxie 2,748+0,1711 vs. Neurobasalmedium/unbehandelte Probe
1,97540,1748 Nervenfasern pro 2500um?, p=0,0076 bzw. p=0,0013, Mann-
Whitney U Test, Abbildung 6 A+B). Hinsichtlich der Gliazelldichte konnte gezeigt
werden, dass weder hypoxische noch normoxische Bedingungen der rPSC zu einer
relevanten Verdanderung der Zelldichte fithren. Auch zeigte sich keine Zunahme der
Gliazelldichte durch eine verlingerte Gesamtbehandlungsdauer der rPSC
(Neurobasal: 247,5 + 34,8; 12h Normoxie: 209,9 + 18,77; 12h Hypoxie: 232.4 +
24.15; Normoxie 24h: 222,3 £+ 20,5; 24h Hypoxie: 236 +£21,85; NGF: 391,2 +35,47
Gliazellen pro Areal; Abbildung 6 A+C)
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Abbildung 6: Neuroplastizititsassay mit 12h bzw. 24h hypoxisch und normoxisch
kultivierten rPSC: A) Reprisentative Immunfluoreszenzaufnahmen. Die waagrechten
Spalten  zeigen die  unterschiedlichen  Behandlungen der DRG mit NB
(Neurobasal/Negativkontrolle), Uberstinden von 12h Normoxie, 12h Hypoxie, 24h
Normoxie und 24h Hypoxie ausgesetzten rPSC und NGF (nerve growth
factor/Positivkontrolle). Senkrecht erste Spalte: Immunfluoreszenzfirbung mit p-1I1
Tubulin (M griin, Neuriten), mittlere Spalte: GFAP (W rot, Gliazellen), rechte Spalte:
,overlay “-Aufnahme von S-11I Tubulin, GFAP und zusdtzlicher Kernfirbung mit DAPI (¥
blau), die Mafstabsskala zeigt 100um. B) Auswertung der Neuritendichte: Es zeigen sich
keine Unterschiede (ns=nicht signifikant) zwischen den Kultivierungsbedingungen
(Normoxie vs. Hypoxie bei 12h und 24h). Eine Behandlung der rPSC fiir 24h (normoxisch
oder hypoxisch) fiihrt zu einer nicht signifikanten Zunahme der Neuritendichte im
Vergleich zu 12h (24h: Normoxie 2,748+0,1711 und Hypoxie 2,721+0,2094 vs. 12h:
Normoxie 2,344+0,1456 und Hypoxie 2,356+0,1682 Nervenfasern pro 2500um?). Nach
24h Behandlung (Normoxie und Hypoxie) zeigt sich eine signifikante Zunahme der
Neuritendichte im Vergleich zu der unbehandelten Neurobasalprobe (NB: 1,975%0,1748
Nervenfasern pro 2500um’, p=0,0013 (24h Normoxie) und p=0,0076 (24h Hypoxie),
Mann-Whitney U Test). (**=p<0,05) C) Auswertung der Gliazelldichte: Es ergeben sich
keine nachweisbaren Unterschiede der Gliazelldichte sowohl zwischen den
Kultivierungsbedingungen als auch hinsichtlich der Kultivierungszeit (12h und 24h).

3 Untersuchungen zur Migrationsfiahigkeit von Sternzellen

3.1 Einfluss von Dorsal Root Ganglia auf die Migration der Sternzellen

Nachdem wir einen relevanten und nachweisbaren Einfluss der Sternzellen auf die
Ausbildung der Neuriten von Nervenzellen im Neuroplastizititsassay nachweisen
konnten, wurde in einem in unserer Arbeitsgruppe entwickeltem Migrationassay
ein moglicher Einfluss der Nervenzellen auf die Migrationseigenschaften der
Sternzellen untersucht. Hierfiir wurden die isolierten Sternzellen (rPSC) im 3D-
Migrationassay mit primédr isolierten DRG konfrontiert (Versuchsaufbau siehe

Abbildung 6). Als Negativ- und Migrationskontrolle diente ein ohne Zellen
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pipetierter Bopsel aus ECM-Gel. Die beiden Migrationsfronten wurde 24h nach
Beginn des Versuches fiir 48h (alle 15min) fotografiert.

Die Sternzellen legten wihrend der Migration in Richtung der DRG eine grof3ere
euklidische Strecke im Vergleich mit der leeren Kontrollseite zuriick
(141,9+14,06pm zu 93,42+13,51pum, p=0,0317, Mann-Whitney U Test, siche
Abbildung 7A). Als euklidische Distanz wird die Nettostrecke von Start- bis
Endpunkt jeder migrierender Zelle definiert. Ebenso zeigten die Sternzellen eine
signifikant erhdhte Direktionalitét in ihrer Migration. Die Migration war somit in
Richtung der plazierten DRG im Vergleich zur leeren Kontrollseite direkter
abgelaufen (0,4358+0,016 zu 0,2952+0,01889, p=0,0079, Mann-Whitney U Test,
siche Abbildung 7B). Berechnet wird die Direktionalitdt als Quotient aus
euklidischer zur akkumulierten (gesamten zuriickgelegten) Distanz und besitzt
somit keine Einheit. Auch zeigten die Sternzellen einen signifikant erhohten
Forward Migration Index (FMI) in ihrer Migration hin zu den DRG im Vergleich
zur leeren Kontrollseite (0,378+0,01377 zu 0,2282+0,0343, p=0,0079, Mann-
Whitney U Test, Abbildung 7C). Der FMI beschreibt wie zielgerichtet eine
Migration stattfindet und wird iiber die zuriickgelegte Strecke und den tatsidchlichen
Endpunkt berechnet. Hinsichtlich der Geschwindigkeit der Migration zeigte sich
kein Unterschied an beiden Fronten (Leere Front: 0,1064+0,009872um/min; DRG-
Front: 0,1158+0,01191um/min, Abbildung 7D).
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Abbildung 7: Versuchsaufbau Migrationassay mit rPSC und DRG, sowie exemplarische
Bilder bei Beginn (nach 24h) und Ende des Versuchs (nach 72h): Die linken beiden
Bilder zeigen die Migrationsfront der rPSC in Richtung des leeren Kontrollbopsel nach
24h bzw. 72h. Auf den beiden Bildern der rechten Seite wird die Migrationsfront in
Richtung der DRG nach 24h bzw. 72h gezeigt. Es ldsst sich bereits hier (ohne spezielle
Auswertung) eine verstdirkte Migration in Richtung der DRG im Vergleich zum leeren
Bépsel nach 72h erkennen.

48



A Euklidische Strecke B Direktionalitt

*%
200~ % 0.5+

150+ = s
0.3+ ——
E 1004 I
0.2+
50+
0.1+
0 T T 0.0 T T
L
& o‘z‘o \ef} o‘bo
N > N N
v v v o
C Forward Migration Index (FMI) D Geschwindigkeit
0.5+ Kk 0.15-
0.4+ — — I
0.10-
0.3 £
. ~
0.2+
5 0.05-
0.1+
0.0 T T 0.00 T r
X
\Q’Q/ QQS, & QQ‘O
> > >
i [ G Vv
N g ¢

Abbildung 8: Auswertung des Migrationassays der PSC mit Konfrontation von DRG und
leerem ECM-Gel Bépsel hinsichtlich verschiedener Charakteristika der Migration. A)
Euklidische Strecke : Die zuriickgelegte euklidische Strecke der PSC ist in Richtung der
DRG im Vergleich zur leeren Kontrollseite signifikant erhoht (p=0,0317). B)
Direktionalitit: Die PSC zeigen in Richtung der DRG eine signifiant erhohte
Direktionalitit (p=0,0079). C) Forward Migration Index (FMI): Ebenfalls ldsst sich ein
erhohter Forward Migration Index statistisch signifikant nachweisen (p=0,0079). D)
Geschwindigkeit: Hinsichtlich der Wanderungsgeschwindigkeit zeigen die beiden
Migrationsfronten keinen Unterschied. Alle Wahrscheinlichkeiten wurde mit dem Mann-
Whitney U Test berechnet (**=p<0,05).

3.2 Einfluss von Dorsal Root Ganglia auf die Migration der Sternzellen
in Abhingigkeit von Pankreaskarzinomzellen
Auf der Grundlage der gewonnenen Ergebnisse und dem somit nachgewiesenem
positiven Einfluss der Nervenzellen auf die Migrationsfdhigkeit der Sternzellen,
versuchten wir in einem weiteren Migrationassay die Bedingungen im
Pankreaskarzinom zu imitieren. Hierflr wurden die Sternzellen mit
Pankreaskarzinomzellen (Panc2-Cherry) im Verhéltnis 50:50 vermischt und
zusammen im mittleren Bopsel des Migrationsassays plaziert. Konfrontiert wurde
die Mischzellpopulation ebenfalls mit DRG und einem leeren Kontroll-Bopsel aus

ECM-Gel (Versuchsautbauch sieche Abbildung 8). Die beiden Migrationsfronten
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wurden 24h nach Beginn des Versuchs fiir 42h (alle 15min) fotografiert. Da die
Tumorzellen einen fluoreszierenden Farbstoff besitzen, wurden alle Bilder mit
einem Lichtmikroskop unter Durchlichtbedingungen und unter Fluoreszenz
aufgenommen. Durch die beiden Aufnahmen war spéter eine exakte Auswertung
der beiden unterschiedlichen Zellpopulationen mdglich. In unserem Versuch
wurden alle nicht fluoreszierenden Zellen als PSC gewertet und 30 Zellen pro Front
fir die Analyse ausgewertet. Die PSC der Tumor-/Sternzellmischpopulation

werden in den weiteren Ausfiihrungen als PSC-Tumor bezeichnet.

Die PSC-Tumor zeigten eine groflere zuriickgelegte euklidische Strecke in
Richtung der konfrontierten DRG im Vergleich zur Kontrollfront. Die Ergebnisse
stellten sich jedoch nur als Tendenz dar und waren nicht signifikant
(102,3£14,07um zu DRG vs. 77,363£12,5um zu leerem Gel, Abbildung 9A).
Ebenso verhielt es sich in der Auswertung der Direktionalitdt und des FMI. Es
zeigte sich eine erhohte Direktionalitit (0,3974+0,03421 zu DRG vs. 0,308+0,0466
zu leerem Gel, Abbildung 9B), sowie ein deutlich erhohter FMI (0,3586+0,03627
zu DRG vs. 0,2682+0,04396 zu leerem Gel, Abbildung 9C) der Migration in
Richtung der DRG. Beide Ergebnisse waren jedoch ebenfalls nicht statistisch
signifikant (Mann-Whitney U Test). Die Migrationsgeschwindigkeit beider
Migrationsfronten war nahezu gleich (0,106+0,01037um/min zu DRG vs.
0,107+0,004359um/min zu leerem Gel, Abbildung 9D).
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leer PSC + PC DRG

nach 24h nach 24h

* nach66h nach 66h

Abbildung 9: Versuchsaufbauch Migrationassay mit Mischzellpopulation aus rPSC und
[fluoreszierenden Panc2-Cherry Pankreaskarzinomzellen (PC) in Konfrontation mit
DRG und leerem ECM-Gel, sowie exemplarische Bilder bei Beginn (nach 24h) und
Ende des Versuchs (nach 66h): Oben wird der Versuchsaufbau mit den beiden
Zellpopulationen rPSC mit Panc2-Cherry (Verhdltnis 50:50) und DRG gezeigt. Unten
zeigen die Bilder exemplarisch die Migrationsfront der Mischpopulation in
Fluoreszenzaufnahme. Rot fluoreszierend die Panc2-Cherry, schwach dazwischen die
rPSC (nicht fluoreszierend) nach 24h bzw. 66h. Links: Migrationsfront in Richtung des
leeren ECM-Gels. Rechts: Migration in Richtung der DRG.
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Abbildung 10: Auswertung Migrationassays der rPSC (PSC-Tumor) aus der
Mischpopulation (rPSC:Panc2-Cherry 50:50) mit Konfrontation von DRG und leerem
ECM-Gel Bdpsel hinsichtlich verschiedener Charakteristika der Migration. A)
Euklidische Strecke: Die zuriickgelegte euklidische Strecke der PSC-Tumor ist in Richtung
der DRG im Vergleich zur leeren Kontrollseite erhoht, jedoch ohne Signifikanz (ns=nicht
signifikant, Mann-Whitney U Test). B) Direktionalitiit: Die PSC zeigen in Richtung der
DRG eine erhohte Direktionalitit ohne statistische Signifikanz. C) Forward Migration
Index (FMI): Ebenfalls ldsst sich ein erhéhter, jedoch nicht signifikanter Forward
Migration  Index  nachweisen. D)  Geschwindigkeit: ~ Hinsichtlich  der
Wanderungsgeschwindigkeit zeigen die beiden Migrationsfronten keinen Unterschied.
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IV DISKUSSION

Die Tumor-Nerv-Interaktionen im Pankreaskarzinom haben in den letzten Jahren
verstédrkt das Interesse der Forschung geweckt, da das Wachstum der Tumorzellen
in und entlang der Nervenzellen als ein entscheidender Faktor fiir das hohe
Auftreten eines Lokalrezidives nach einer vollstindigen Tumorresektion angesehen
wird (Zhang et al., 2013). Bis zu 100% der Tumore zeigen eine neurale Invasion.
Dies unterscheidet das Pankreaskarzinom von anderen Tumorentitdten und stellt
gleichsam einen Grund fiir die schlechte Prognose des Karzinoms dar (Liu and Lu,
2002). Neben einer neuralen Invasion von Tumorzellen zeigten sich mehrere
neuroplastische Verdnderungen im Pankreaskarzinom: eine Hypertropie der
Nerven, eine erhohte neuronale Dichte und ein Befall der Nerven mit
inflammatorischen Zellen (Neuritis) (Ceyhan et al., 2009a). Diese Erkenntnisse
zeigten sich nach immunhistochemischer Analyse des Pankreasgewebes von
Patienten mit einem Karzinom. Auch in vitro Untersuchungen konnten
Veranderungen der Nervenzellen durch den Einfluss von Karzinomzellen
nachweisen (Ceyhan et al., 2010). Hierfiir wurden dorsal root ganglia und
myenterische Plexuszellen - isoliert aus neugeborenen Ratten - sowohl mit
Tumorzelliiberstdnden, als auch mit Tumorgewebeextrakten behandelt. Hier zeigte
sich eine erhohte Neuritendichte nach erfolgter Behandlung. Es konnten nerve
growth factor (NGF) und Artemin als zwei neurotrophe Faktoren identifiziert
werden, welche hierbei eine Rolle spielen. Beide Faktoren sind im
Pankreaskarzinom hochreguliert (Ceyhan et al., 2006; Zhu et al., 2002). In einer
wegweisenden Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe konnte ein direkter
Zusammenhang der neuralen Invasion mit dem Grad der Desmoplasie im
Pankreaskarzinom gezeigt werden (Ceyhan et al., 2009a). Aus diesem Grund haben
wir in dieser Arbeit die stromaproduzierenden Sternzellen und ihren Einfluss auf
die Tumor-Nerv-Interaktion untersucht. Bereits 2007 konnte Artemin in humanen
Sternzellen, welche aus Patienten mit einer chronischen Pankreatitis isoliert
wurden, nachgewiesen werden (Ceyhan et al., 2007). Jedoch wurde fiir die Isolation
der Sternzellen die sogenannte ,,outgrowth“-Methode verwendet. Hierfiir wird ein
Pankreasgewebestiick in einer Petrischale fixiert und mit Medium bedeckt. Alle
iiberlebenden Zellen, die aus dem Gewebe herauswachsen, was Tage bis Wochen
dauern kann, werden als Sternzellen klassifiziert. Letztendlich handelt es sich hier
um eine Isolationsmethode, die zu keiner homogenen Zellpopulation fiihrt. Neben

Sternzellen, welche in diesem Modell zwangsldufig als aktivierte Sternellen
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angesehen werden miissen, finden sich in der Zellpopulation weitere Fibroblasten.
Mit der in unserer Arbeit verwendeten Isolationsmethode unter Zuhilfenahme eines
Nycodenz-Gradienten ldsst sich eine qualitativ hochwertige Zellpopulation
isolieren. Wir konnten in diesen Zellen erstmalig Artemin und den weiteren
neurotrophen Faktor Neurturin mittels Immunfluoreszenzfarbung nachweisen. In
bisher noch nicht veréffentlichten Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe,
welche Teil einer weiteren Dissertation sind, konnten diese beiden Faktoren
ebenfalls mittels Westernblot und qPCR nachgewiesen werden (Dischl, 2017).
Hierdurch bestitigte sich weiter die Annahme eines neurotrophen Potenzials der
Sternzellen. Neurturin ist im Pankreaskarzinom neben den Nerven und den
Tumorzellen auch im umgebenden Stroma hochreguliert (Wang et al., 2014). Wir
konnen somit erstmalig den direkten Nachweis von Neurturin und Artemin
spezifisch in Sternzellen nachweisen. Die ausfiihrlichen Expressionsanalysen

finden sich in der bereits angesprochenen weiteren Dissertation.

Eine faszinierende Eigenschaft der Sternzelle ist ihre Féhigkeit der Verdnderung
von einer ruhenden Zelle hin zu einer aktivierten matrixproduzierenden Zelle. Die
Aktivierung kann durch unterschiedlichste Wachstumsfaktoren (TGF-1, PDGF),
Signalstoffe (Zytokine wie TNFa, IL1, IL6 und IL8) oder Milieueigenschaften
(oxidativer Stress, Kontakt zu anderen Zellen) erfolgen (Erkan et al., 2012). Ebenso
ist eine autokrine Aktivierung durch die Sternzellen selbst moglich (Masamune and
Shimosegawa, 2009). Bereits der Kontakt mit einer Petrischale nach Isolation der
PSC fiihrt innerhalb von wenigen Tagen zu einer Aktivierung der Zellen, was die
Moglichkeiten von zellbiologischen Analysen von inaktivierten Sternzellen stark
begrenzt. Inaktivierte Sternzellen {liber einen ldngeren Zeitraum zu kultivieren
scheint nach unseren Erfahrungen nicht moglich. So zeigen sich bereits 48h nach
primirer Isolation der Zellen starke morphologische Verdnderungen. In wieweit
sich diese unvermeidbare Aktivierung auf die Expression von neurotrophen

Faktoren der Zelle auswirkt, ist bisher noch nicht umfassend untersucht worden.

Haas et al. konnten 2009 mittels PCR, Westernblot und Immunfloreszenz zeigen,
dass Sternzellen nach einer Stimulation mit TGF-f eine vermehrte Expression des
nervalen Wachstumsfaktors NGF aufweisen. Die Versuche wurden mit
immortalisierten humanen Sternzellen (ihPSC) und primér isolierten Sternzellen
(prPSC) aus Ratten durchgefiihrt. Es zeigte sich eine stimulationsabhéingige
Expressionszunahme des NGF nach 1h, 6h und 24h Stimulation mit TGF-f in

beiden Zelllinien. Eine vermehrte Expression durch eine alleinige Kultivierung lief3

54



sich nur bei prPSC nach 3, 5 und 7 Tagen nachweisen. Die immortalisierten
humanen Sternzellen zeigten ohne Stimulation keine vermehrte Expression von
NGF (Haas et al., 2009). Unter der Annahme, einen Effekt in Abhingigkeit des
Aktivierungszustandes der Sternzellen nachweisen zu konnen, wurde unsere
Sternzellen fiir die Versuche fiir 6h, 12h und 24h mit TGF-B stimuliert.
Morphologisch konnten wir durch eine Stimulation fiir 24h keine Verdnderung
mehr nachweisen. Jedoch fiihrten wir die Stimulation ca. 4 Tage nach primérer
Isolation durch, jenachdem wann die Zellen in unserem Versuchsaufbau eine
70%ige Konfluenz erreicht hatten. Um einen moglichen Einfluss einer Stimulation
auf die Expressionseigenschaften der Sternzellen deutlicher zu machen, wurden die
Zellen fiir die Immunfluoreszenzfirbungen drei mal hintereinander fiir 24h mit
TGF-B behandelt. Qualititiv lieB sich hier nach der Stimulation eine erhdhte
Expression von Neurturin und Artemin nachweisen. Der initiale Nachweis von
Neurturin und Artemin mittels qPCR und Westernblotanalyse wurde mit einer
Stimulation von 6h, 12h und 24h durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine quantitative
Zunahme der Expression in Abhdngigkeit der Zeit, sodass fiir die weiteren

Versuche diese Stimulationszeiten beibehalten wurden.

Ein wesentlicher Nachteil eines Proteinnachweises mittels Immunfluoreszenz oder
Westernblot und einer Expressionsanalyse mittels qPCR ist die Tatsache, dass
hierdurch nur eine Produktion des Stoffes nachgewiesen werden, jedoch keine
Aussage tiber die Sekretion und eine Wirkung auf die umliegenden Zellen gemacht

werden kann.

Um diesen direkten Nachweis einer Beeinflussung der Nervenzellen zu erlangen,
wurden DRG direkt mit den Zelliiberstinden zuvor stimulierter Sternzellen
behandelt. Nach Auswertung zeigte sich eine deutliche und signifikante Zunahme
der Neuritendichte durch die Behandlung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Hieraus lésst sich ableiten, dass Sternzellen wirksame Faktoren in
ithre Umgebung sezernieren, die einen wachstumsfordernden Effekt auf
Nervenzellen ausiiben. Einen Einfluss der unterschiedlichen Stimulationszeiten
(6h, 12h oder 24h TGF-B) der Sternzellen vor dem Start des Assays konnte jedoch
nicht gezeigt werden. Auf Grund dieser Erkenntnis miissen sich nun mehrere
Fragen gestellt werden. L&uft die Sekretion neurotropher Faktoren in die
Umgebung der Sternzellen unabhédngig von der Aktivierung bzw. der Stimulation
ab? Letztendlich konnte bisher nur gezeigt werden, dass neurotrophe Faktoren

exprimiert und gebildet werden. In vitro-Versuche, die eine Wirkung dieser
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untersucht haben, wurden noch nicht durchgefiihrt. Weiter muss gemutmalft
werden, dass die Sternzellen bereits 6h nach einer Behandlung mit TGF-$ so
aktiviert sind, dass keine weitere Zunahme der Sekretion von neurotrophen
Faktoren bewirkt werden kann. Fiir die Beantwortung der ersten Frage wurden die
DRG mit nicht stimulierten rPSC-Uberstinden (12h und 24h) behandelt (siche
Abbildung 4C). Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Neuritenzunahme
nach Behandlung mit einer stimulierten Sternzellprobe im Vergleich zu
unstimulierten Probe, sodass hiermit von einer abhingigen bzw. vermehrten
Sekretion durch die TGF-f Stimulation ausgegangen werden kann. Warum jedoch
die Sekretion nicht im gleichen Maf wie die Expression der Faktoren ansteigt, kann
noch nicht abschlieBend gekldrt werden. Hierflir werden noch erginzende
Untersuchung, wie zum Beispiel eine Analyse des Sekretoms, also aller 16slichen
Proteine, die von einer Zelle in den Extrazellularraum sezerniert werden, benotigt.
Fiir die ausfiihrliche Expressionsanalyse neurotropher Faktoren der Sternzellen
verweisen wir auf eine weitere Dissertation aus unserer Arbeitsgruppe (Dischl,
2017). Eine mogliche Erklarung ist auch ein Abbau bzw. eine Inaktivierung von
TGF-B im Zellmedium {iiber einen langeren Zeitraum. Somit wiirde eine ldngere
Stimulationszeit auch keinen gréferen Einfluss auf die Sternzellen bewirken
konnen. Vielleicht sind jedoch auch bereits nach 6h alle Rezeptoren mit TGF-3
besetzt und somit aktiviert, dass eine langere Behandlung hier keine Verdnderung

bewirken kann.

Die Aktivierung der Sternzellen stellt einen komplexen Mechanismus dar. Die im
Pankreaskarzinom bestehenden hypoxischen Bedingungen werden ebenfalls als ein
Triggerfaktor fiir die Aktivierung der Sternzellen angesehen (Masamune and
Shimosegawa, 2009). Unter hypoxischen Bedingungen exprimieren die Sternzellen
vermehrt o-SMA, was als ein Aktivierungsmerkmal angesehen werden kann.
Ebenfalls werden vermehrt extrazelluldre Matrixproteine wie Periostin, Typ I
Kollagen und Fibronektin sezerniert (Erkan et al., 2009), sodass wir unter diesen
Bedingungen ebenso eine vermehrte Freisetzung von neurotrophen Faktoren
vermuteten. Interessanterweise zeigte sich jedoch in unserem Neuroplatizititsassay
kein Unterschied in der Neuritendichte der DRG nach einer Behandlung mit
hypoxischen oder normoxischen Sternzelliiberstinden. Sowohl nach 12h, als auch
nach 24h war kein messbarer Effekt durch die hypoxische Behandlung der PSC auf
die Neuronen detektierbar. Jedoch zeigte sich, dass eine Behandlung der DRG mit

fir 24h angesammelten Sternzelliiberstinden eine signifikante Zunahme der
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Neuritendichte bewirkte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
(Abbildung 5C). Nach 12h Behandlung zeigte sich dieser Effekt noch nicht. Dies
lasst sich durch eine vermehrte Sekretion neurotropher Faktoren unabhingig von
einem hypoxischen Milieu, allein durch das verldangerte Zeitintervall interpretieren.
Die Hypoxie scheint somit keinen modulierenden Effekt iiber die Sternzellen auf
die Nervenzellen zu haben. Jedoch muss beriicksichtigt werden, dass nicht
eindeutig zu analysieren ist, in wieweit die Sternzellen vor dem Herstellen der
hypoxischen Umgebung bereits aktiviert waren. Fiir die Versuche wurden Zellen in
der ersten Passage verwendet, um eine mogliche mechanische Aktivierung durch
das Zellsplitting zu vermeinden. Eine andere Arbeitsgruppe, welche ebenfalls
Sternzellen unter hypoxischen Bedingungen hinsichtlich ihrer Beeinfluss von
Karzinomzellen untersuchte, verwendete die Zellen in den Passagen 2 bis 4 (Eguchi
et al,, 2013). Nach 24h unter hypoxischen Bedingungen konnte eine erhdhte
Expression von connective tissue growth factor (CTGF) nachgewiesen werden.
Dieser Nachweis zeigt, dass auch nach lingerer Zeit und in bereits passagierten
Zellen durch hypoxische Bedingungen eine Verdnderung im Zellstoffwechsel
prinzipiell erreicht werden kann. Unsere Stimulation mit Hypoxie hatte keinen
Einfluss auf die Neuroplastizitidt der Nervenzellen, sodass wir glauben, dass die
Interaktion von Stern- und Nervenzellen nicht durch dieses besondere Milieu

beeinflusst wird.

Hypoxie im Pankreaskarzinom entsteht zu einem Teil durch die massive Produktion
extrazelluldrer Matrixproteine und dem hierdurch erhohten Gewebedruck. Somit
kommt dem hypoxischen Mileus nicht am Beginn der Tumorentstehung, sondern
erst im weiteren Verlauf - bei fortschreitender Gewebeverdnderung - die grofBite
Bedeutung zu. Letztlich ist die Rolle der Sternzellen noch nicht ausreichend geklért,
jedoch spielt die Aktivierung der Sternzellen eher in einem frithen Stadium der
Tumorgenese eine Rolle. Moglicherweise entfalten die Sternzellen erst im weiteren
Verlauf ihr komplettes neurotrophes Potenzial. Dies wire eine alternative
Erklarungsmoglichkeit, warum in unserem Versuchsaufbau kein Effekt der

Hypoxie nachzuweisen war.

Neben den Neuronen beinhalten die fiir unsere Versuche isolierten DRG weitere
Zellarten wie Satelliten (Glia-) Zellen, Schwannzellen und Fibroblasten (Ng et al.,
2010). Diese werden in der Aufarbeitung der DRG mit isoliert. In den letzten Jahren
haben die peripheren Gliazellen in Bezug auf die neurale Invasion von Tumorzellen

an Bedeutung gewonnen. Eine neue Untersuchung konnte zeigen, dass womdoglich
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in einem nicht invasiven Stadium bereits Schwannzellen eine Affinitdt hin zu den
Tumorzellen besitzen und somit die Invasivitidt der Tumorzellen erst initiieren oder
weiter vorrantreiben (Demir et al., 2014). Die Aktivierung der Sternzellen, welche
vermutlich ebenfalls einen frithen Schritt in der Tumorgenese darstellt, konnte
somit in der Schwannzell-Tumorbeziehung eine weitere Rolle spielen. Aus diesem
Grund wurde in unserer Arbeit auch der Einfluss der Sternzellen auf die Gliazellen
untersucht. Als Gliazellen werden alle Zellen - mit Ausnahme der Neuronen -
zusammengefasst, welche sich aus den DRG isolieren lassen. Interessanterweise
zeigte sich eine erhohte Gliazelldichte nach einer Behandlung der Zellen mit TGF-
B-stimulierten Sternzelliiberstdnden, jedoch nicht wenn hypoxisch behandelte
Sternzelliiberstinde verwendet wurden. Unterschiedliche Stimulationszeiten mit
TGF-p zeigten keinen Effekt auf die Zelldichte. Somit zeigt sich hier erneut, dass
die unterschiedliche Behandlung und Aktivierung der Sternzellen auch einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Zellsyntheseleistung besitzt. Aktivierte
Sternzellen stellen vermutlich nicht eine homogene Gruppe dar, sondern verhalten
sich je nach Aktivierungweise unterschiedlich. Um diese These weiter zu beweisen,
sind jedoch weitere Analysen der Zellen und Aktivierungswege notig, welche nicht
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden. Im Gegensatz zur bereits
angesprochenen Analyse der Neuritendichte, zeigt eine Kultivierung der
Sternzellen fiir 24h im Vergleich zu 12h - unabhingig vom Milieu (Normoxie oder
Hypoxie) - und eine anschlieBende Behandlung der DRG keine Verdnderung der
Gliazelldichte. Die diskutierte Akkumulation sezernierter Faktoren spielt somit in

der Beeinflussung der Gliazellen keine wesentliche Rolle.

Eine Eigenschaft maligner Zellen ist die Fahigkeit sich aus der Umgebung zu 16sen
und zu migrieren. Dies spielt einerseits in der Entstehung von Metastasen eine
Rolle, andererseits kommt der Migration auch in der neuralen Invasion von
Tumorzellen eine Bedeutung zu. Pankreaskarzinomzellen zeigen eine verstirkte
Migration zu co-kultivierten Nervenzellen (Ceyhan et al., 2008). Migration -
letztlich Fortbewegung aus eigener Kraft - ist jedoch nicht nur eine Eigenschaft
bosartiger Zellen, sondern auch die Fahigkeit vieler gutartiger Zellen und ein
wichtiger Bestandteil vieler physiologischer Vorginge im Kdorper (Lauffenburger
and Horwitz, 1996).

Es konnte gezeigt werden, dass migrierende Pankreaskarzinomzellen eine erhdhte
Expression von NGF und Artemin aufweisen (Ceyhan et al., 2008). Nachdem wir

beide Faktoren ebenfalls in den Sternzellen nachweisen konnten, untersuchten wir
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das Migrationverhalten der Sternzellen. Wir verwendeten fiir die Untersuchungen
der Migration den in unserer Arbeitsgruppe entwickelten 3-D-Migrationassay,
welcher eine Konfrontation verschiedener Zellarten erlaubt. Ein groBer Nachteil in
der Erforschung des Migrationsverhaltens von Zellen sind die vielen verschiedenen
angewendeten Untersuchungsmethoden. Die Migration von Sternzellen wurde
bereits in unterschiedlichen Versuchsansitzen untersucht, jedoch noch nie in
Abhéngigkeit von Nervenzellen. Viele Arbeitsgruppen verwenden Boyen
Chambers (sogenannter Transwell Assay), um die Migration zu untersuchen
(Masamune et al., 2005; Zha et al., 2014). Hierbei werden Zellen auf eine mit
Kollagen Typ I beschichtete Einlage ausgeséht. Die Zellen, die in einer bestimmten
Zeit durch die 8um groflen Poren hindurch wachsen bzw. migrieren, werden auf der
Unterseite der Einlage mittels Farbung nachgewiesen. Die von uns verwendete
Methode ldsst eine gleichwertige Beeinflussung von zwei Zellarten zu, da die
Zellen auf einer horizontalen Ebene plaziert sind. Ebenso kdnnen weitere Parameter
der Migration gemessen werden und nicht nur registriert werden, ob eine Zelle die
Membran iiberwunden hat. Weiterhin ldsst sich die Morphologie der Zellen
wihrend der Migration sehr genau beobachten. Zusammen mit dem zeitlichen

Verlauf der Migration kdnnen so weitere Riickschliisse gezogen werden.

Bekannt ist, dass Sternzellen eine verstirkende Wirkung auf die Migration und
Invasivitit der Pankreaskarzinomzellen ausiiben (Hwang et al, 2008).
Pankreaskarzinomzellen wiederrum zeigen eine zielgerichtete Migration hin zu
Nervenzellen (Dai et al., 2007; Gil et al., 2010). Interessanterweise konnten wir
erstmalig zeigen, dass Sternzellen selbst eine zielgerichtete Migration hin zu
Nerven- und Gliazellen (DRG) aufweisen. Die Zellen legten in Richtung der DRG
eine groflere Strecke zuriick und zeigten eine direktere und zielgerichtetere

Migration im Vergleich zur Kontrollseite. Was lésst sich hieraus schlussfolgern?

Wenn Sternzellen eine Tendenz zeigen, sich in Richtung der Nervenzellen zu
bewegen, kann dies zu einer verstirkten Proliferation der Tumorzellen im
perinervalen Gewebe fiihren. Dies wiederrum wiirde vermutlich eine vermehrte
Infiltration der Nerven mit einer schlechteren Prognose nach sich ziehen. Auch
wenn bisher noch nicht genauer untersucht, kann vermutet werden, dass Sternzellen
erst nach ihrer Aktivierung die Eigenschaft und Tendenz zur Migration erwerben

und so Tumorzellen in Richtung der Nerven ,,locken* kdnnten.

Um die Verhéltnisse in Tumor detaillierter nachzustellen, wurde der

Migrationassay mit einer Tumorzellpopulation (50:50 Tumorzellen:Sternzellen)
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durchgefiihrt. Auf Grund der Fluoreszenz der Tumorzellen lie sich die Migration
der Sternzellen isoliert analysieren. Die Tumorzellen und Sternzellen scheinen sich
in der Migration allein unter morphologischen Gesichtspunkten zu beeinflussen
und sich gegenseitig voranzutreiben. Sternzellen migrieren vorraus gefolgt von den
Tumorzellen, welche die gleiche Strecke verwenden. Das gleiche zeigt sich auch
umgekehrt, jedoch scheint es hiufiger so zu sein, dass Sternzellen sich einen Weg
durch die extrazellulire Matrix suchen und die Tumorzellen diesem bereits
gemachten Weg gerne ,nachfolgen”. Bildlich erinnert die Migration an ein

gegenseitiges aneinander entlanghangeln.

Erstaunlicherweise zeigte sich jedoch keine zielgerichtetere oder direktere
Migration der im ,,Tumor* befindlichen Sternzellen hin zu den Nervenzellen als zur
verglichenen ,,leeren* Front. Nachdem die Sternzellen alleine eine erhdhte Affinitét
zu den DRG gezeigt hatten, war dies zunichst von uns auch in der Mischpopulation
erwartet worden. Mehrere Erkldrungen hierfiir sind zu diskutieren. Mdoglich ist,
dass eine Stimulation oder Beeinflussung der Sternzellen durch die Tumorzellen
den Effekt der nervalen Affinitit puffert oder verschleiert. Die Tumorzellen, die in
dircktem Kontakt mit den Sternzellen stehen, konnen so eine direktere und
effizientere Beeinflussung ausiiben, als die Nevenzellen, welche noch iiber eine
ECM-Briicke getrennt sind. Somit ist bereits der Einfluss der kokultivierten
Tumorzellen so groB3, dass die Beeinflussung durch die DRG irrelevant wird. Um
dies weiter zu untersuchen, wiren unterschiedliche Verhiltnisse in der
Zellzusammensetzung notig, um den Effekt der Tumorzellen auf die Sternzellen in
diesem Assay genauer darstellen zu kénnen. Eine weitere Uberlegung wiire, dass
die Tumorzellen Sternzellen bereits so stark aktivieren bzw. verdndern, dass keine
vermehrte Migrationstendenz zu Nerven mehr besteht. Dies hiefe in der Folge, dass
eine Affinitdt hin zu Nervenzellen womdglich durch einen anderen Modus der
Aktivierung getriggert wird. Weiterhin kommt dann auch wieder der nicht
aktivierte Zustand der Sternzellen - also letztendlich im gesunden Pankreasgewebe
- vermehrt in den Fokus. Welche Funktion oder Aufgabe Sternzellen in diesem
Zustand besitzen, ist bisher noch nicht genau geklédrt. Durch die Expression von
neurotrophen Faktoren kdnnten ihnen, neben einer Funktion zur Aufrechterhaltung
des extrazelluldren Gewebes, auch regenerative Aufgaben hinsichtlich der Nerven

im Pankreas zugesprochen werden.

Durch die in unserer Arbeit gewonnenen Ergebnisse ldsst sich erstmals ein positiver

Effekt der Sternzellen auf die Neuroplastizitit mit einer vermehrten
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Neuritenbildung nachweisen, welcher duch eine Stimulation bzw. Aktivierung der
Zellen mit TGF-B aber nicht mit Hypoxie verstirkt wird. Somit konnen die
Sternzellen nach und nach in das komplexe, sich gegenseitig beeinflussende System
der neuralen Invasion aufgenommen werden und diirften in Zukunft noch weitere
Aufmerksamkeit hinsichtlich ihrer Beeinflussung von und durch Nervenzellen
erhalten. Interessant wére weiterhin, die spezifischen Einfliisse der Sternzellen auf
periphere Gliazellen zu untersuchen, da diese nach neuen Erkenntnissen
moglicherweise noch vor der Tumorinvasivitit in Abhdngigkeit von NGF eine
Affinitdt zu Vorstufen des Pankreaskarzinom aufweisen (Demir et al., 2014). Auch
konnten weitere Faktoren neben den hier untersuchten Neurturin und Artemin und
dem bekannten NGF eine Rolle in der Interaktion von Nerven und Sternzellen im
Pankreaskarzinom spielen, sodass in diesem Bereich noch viele neue Erkenntisse

zu erwarten sind.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Eine interessante Eigenschaft des Pankreaskarzinoms ist die ausgeprigte
Stromareaktion. In wieweit diese als Freund oder als Feind in der Behandlung der
Erkrankung angesehen werden muss, ist noch nicht endgiiltig geklart. So konnte
die Desmoplasie einerseits einen ,,Schutzmechanismus® des Tumors darstellen und
diesen fiir Chemotherapeutika schwer zuginglich machen, andererseits scheint die
Stromareaktion jedoch auch ein aggressiveres Tumorwachstum zu begrenzen.
Verantwortlich fiir den fibrotischen Umbau des Gewebes sind die Sternzellen des
Pankreas. Eine Zunahme des Stroma geht mit einer erhdhten neuralen Invasion von
Tumorzellen einher. Die Infiltration der Nerven mit Tumorzellen stellt einen
entscheidenden prognostischen Faktor der Erkrankung dar und ist maf3geblich fiir
die hohe Inzidenz von Lokalrezidiven verantwortlich. Die gegenseitige
Beeinflussung von Stern- und Nervenzellen im Pankreaskarzinom wurde bisher

noch nicht genauer untersucht.

Wir konnten in dieser Arbeit erstmalig nachweisen, dass Sternzellen neurotrophe
Faktoren - Artemin und Neurturin - exprimieren. In unserem etablierten
Neuroplastizititsassay zeigten Nervenzellen unter dem Einfluss von Sternzellen
eine erhohte Dichte der ausgebildeten Neuriten. Durch eine vorherige Aktivierung
der Sternzellen mit TGF-f verstarkte sich dieser Effekt noch. Das im Tumorgewebe
bestehende hypoxische Milieu hatte auf die Interaktion von Stern- und
Nervenzellen keinen entscheidenden Einfluss. Somit kommt es moglicherweise
durch die Sternzellen zu einer Hypertrophie der Nerven im Pankreas mit folgender
Schmerzzunahme. Weiterhin kann durch die Sekretion neurotropher Faktoren die

neurale Tumorinfiltration vermehrt werden.

Weiterhin beschéftigten wir uns mit der Migrationsfdhigkeit der Sternzellen und
konnten zeigen, dass Sternzellen zu den Nervenzellen zielgerichtet migrieren.
Durch eine Ansammlung der Sternzellen in der Nidhe von Nervenzellen werden so
moglicherweise Tumorzellen in diesen Bereich des Gewebes gelockt und konnen
dadurch schneller und héufiger die Nerven infiltrieren. In wieweit auch eine
Metastasierung der Erkrankung durch diesen Mechanismus verursacht wird, bedarf

dringend weiterer Untersuchungen.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse ergeben sich noch weitere interessante
Fragestellungen. Auch wenn eine Depletion des Tumorstroma bisher noch keinen

wegweisenden Erfolg erbrachte, kdnnte durch eine gezielte Depletion oder eine
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Reprogrammierung der Sternzellen und Uberfiihrung in ihren Ruhezustand eine
entscheidende Einflussnahme auf die neurale Invasion erreicht werden. Bisher
stehen hierfiir noch keine spezifischen Therapieoptionen zur Verfiigung. In
weiteren dringend erforderlichen Untersuchungen sollten Tumorzellen intensiver
einbezogen werden, um die Interaktion von Stern- mit Nervenzellen in Bezug auf
die Tumorgenese analysieren zu konnen und somit weitere Schritte im Verstdndnis

und der Behandlung dieser bosartigen Erkrankung machen zu konnen.
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