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1. Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist ein sehr aggressiver Tumor mit einer ausgesprochen hohen
Mortalitatsrate. Da der Primartumor durch seine Symptomarmut zundchst lange Zeit
unentdeckt bleibt, und lokal meist schon fortgeschritten ist und/ oder sogar Metastasen
gebildet hat, ist bei Diagnosestellung eine kurative Therapie bei den meisten Patienten
nicht mehr moglich. Ein weiteres therapeutisches Problem ergibt sich aus der Tatsache,
dass der Tumor sehr resistent gegentiber Chemo- oder Strahlentherapieregime ist. So ist
es in den vergangenen Jahren trotz intensiver Forschung nicht gelungen, das Uberleben
mit einem kurativen oder palliativen Therapieansatz relevant zu verbessern (Herold 2012,
Seufferlein 2013).

1.1 Epidemiologie

Den mit Abstand grofiten Anteil der Tumorentitaten des Pankreas machen mit uber 80%
die duktalen Adenokarzinome aus (Ghaneh, Costello et al. 2007, Bond-Smith, Banga et
al. 2012, Bernards, Creemers et al. 2015). Unter einem Adenokarzinom versteht man im
Allgemeinen eine maligne Entartung, die von Driisengewebe oder Schleimhautepithelien
ausgeht (Pschyrembel 2007). Duktale Adenokarzinome des Pankreas (PDA) sind zu ca.
60-70 % im Pankreaskopf (einschlieflich Processus uncinatus) lokalisiert (Wittekind
2013).

Neben den Adenokarzinomen gibt es noch zystische Tumoren, die sich von den azinéaren
Zellen ableiten, und selten auch endokrine Tumoren, die aus den Zellen der Langerhans-
Inseln hervorgehen, wie z.B. das Insulinom, das Zollinger-Ellison-Syndrom, oder das

Verner-Morrison-Syndrom (Herold 2012).

Das PDA kommt fast ausschlielflich bei Erwachsenen zwischen dem 60. und 80.
Lebensjahr vor (Wittekind 2013).

Laut Veroffentlichung des deutschen Krebsregisters erkranken in Deutschland j&hrlich
circa 15000 Menschen am PDA, wobei Frauen und Mé&nner in etwa gleich hdufig hiervon
betroffen sind. Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 7-8 % hat es die
schlechteste Prognose unter allen Krebserkrankungen in Deutschland (Kaatsch, Spix et
al. 2013, Seufferlein 2013).
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2009 2010 Prognose fiir 2014

Ménner  Frauen =~ Manner = Frauen = Ménner Frauen
Neuerkrankungen 7.790 7.840 8.020 8.060 8.500 8.900
rohe Erkrankungsrate! 194 18,8 20,0 19,4 21,4 21,6
standardisierte Erkrankungsrate?2 13,7 9,9 13,8 10,0 13,5 10,5
mittleres Erkrankungsalter? 70 74 71 75
Sterbefalle 7.410 7.748 7.537 7.950
rohe Sterberate! 18,5 18,6 18,8 19,1
standardisierte Sterberate!2 12,9 9,4 12,8 9,5
5-Jahres-Prévalenz 7.100 7.200 7.300 7.400
absolute 5-Jahres-Uberlebensrate (2009-2010)* 7339 7411
relative 5-Jahres-Uberlebensrate (2009-2010)* 8 (4-11) 8(5-12)

! je 100.000 Personen, ? altersstandardisiert nach alter Europabevélkerung, * Median, # in Prozent (niedrigster und hochster Wert
der einbezogenen Bundesléander)

Tabelle 1 Ubersicht iiber die wichtigsten epidemiologischen MaRzahlen fiir Deutschland, ICD-10 C25 nach
,Krebs in Deutschland 2009/2010* 9. Ausgabe, Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg). Berlin, 2013, S. 48

Die Prognose fiir die Uberlebensrate eines Pankreaskarzinoms ist duRerst ungiinstig. In
der Literatur wird eine globale Mortalitatsrate von 98 % angegeben (Raimondi,

Maisonneuve et al. 2009).

1.2 Risikofaktoren

Der wichtigste Risikofaktor fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms ist wie bei
vielen Krebsarten der Konsum von Tabak. Raucher haben ein doppelt so hohes Risiko
fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms im Vergleich zur Normalbevoélkerung
(Schulte 2013, Maisonneuve and Lowenfels 2014).

Bis vor einiger Zeit galt ein moderater bis erhohter Alkoholkonsum per se nicht unbedingt
als Risikofaktor. Allerdings kann sich durch den Alkoholkonsum eine chronische
Pankreatitis entwickeln. Bei diesen Patienten ist nach einer 5 jahrigen Erkrankungsdauer
mit einem etwa 14fach hoéheren Risiko fiur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms zu
rechnen (Lowenfels, Maisonneuve et al. 1993). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch,
dass ein Konsum von mehr als 3 Glasern Alkohol pro Tag das Entstehungsrisiko des

Pankreaskarzinoms um 20 % erhoht (Maisonneuve and Lowenfels 2014).

Als weitere Risikofaktoren gelten langjahriger Diabetes mellitus, Adipositas, eine
Infektion mit Helicobacter pylori, sowie eine faserarme, aber fettreiche Erndhrung
(Schulte 2013).
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Des Weiteren gibt es mittlerweile vermehrt Hinweise darauf, dass zwischen der Inzidenz
des Pankreaskarzinoms, dem Betrag an UV-B Strahlung und dem Vitamin D-Wert im

Blut eine inverse Korrelation besteht (Mohr, Garland et al. 2010).

] DNA DAMMAGE
INFLAMMATION Tobacco T
Tobacco Red meat m
Alcohol CHC compounds Fruits
Pancreatitis
Cholecystectomy INSULIN RESISTANCE
Gastrectomy Fructose
Helicobacter pylori Hyperglicemia
Hepatitis B and C Diabetes
IMMUNITY Pancreatic Overweight and obesity
Allergies Cancer Ez::;zﬂiiﬁ:r;
L0 ST Reduced fitness
SUSC_EP“_BIUW / \ Metabolic Syndrome
Family history [ GLYCEMIC CONTROL
Germline mutations T —
Non-O Blood group HEMOSTASIS
SNPs T T

Non-O Blood group
Venous thrombosis

:| Risk factors :l Protective factors

Abbildung 1 Risikofaktoren und protektive Faktoren zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms nach
(Maisonneuve and Lowenfels 2014)

Neben Umweltfaktoren spielen bekanntermaRen auch genetische, beziehungsweise
familidre Faktoren eine Rolle. Durch grofRe Meta-Analysen konnte gezeigt werden, dass
das relative Risiko fir Personen, bei denen bereits ein Fall von Pankreaskarzinom in der
Familie aufgetreten ist, auf 1,8 erhoht ist. Letztendlich machen diese Erkrankungsfalle

aber nur ca. 1% aller Pankreaskarzinome aus (Permuth-Wey and Egan 2009).

Ferner pradisponieren auch verschiedene Tumorsyndrome fir die Entstehung eines
Pankreaskarzinoms. So zum Beispiel das Peutz-Jeghers-Syndrom (betroffene
Genmutation: STK11/LKB1) (Herold 2012) oder das familidre atypische multiple
Muttermal und Melanom (FAMMM)-Syndrom (betroffenes Gen: CDKN2A) (Langer
and Bartsch 2013).
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Erkrankungen wie die zystische Fibrose oder die autosomal-dominant vererbte hereditare
Pankreatitis, fihren zu einer chronischen Entziindung der Bauchspeicheldriise und einer
Fibrosierung des Gewebes. Diese Reaktionen erhohen ebenfalls das Risiko der

Entstehung eines Pankreaskarzinoms (Langer and Bartsch 2013).

Tumorsyndrom Gen PC-Risiko bis zum 70. Lj. in %
Peutz-Jeghers LKB1 36
FAMMM CDKNZ2a 17
HBOC BRCA1, BRCA2 3-8
Li-Fraumeni TP53 <5
HNPCC MLH1, MSH2 <5
FAP APC <5
Ataxia telangiectasia ATM <5
Hereditare Pankreatitis PRSS1, SPINK1 40
Zystische Fibrose CFTR <5
FPC BRCAZ2, PALB2, ...? ~40

PC = Pankreaskarzinom, FAMMM = familidres atypisches
Multiple-Mole-Melanome-Syndrom, HBOC = heredita-

rer Brust- und Eierstockkrebs, HNPCC = hereditdres nicht
Polyposis-assoziiertes kolorektales Karzinom, FAP = familidre
adenomatdse Polyposis, FPC = familidres Pankreaskarzinom

Tabelle 2 Uberblick iiber genetische Ursachen des Pankreaskarzinoms aus ,,Erkrankungen des Pankreas*
Seite 341 (Langer and Bartsch 2013)

1.3 Pathophysiologie

Als Vorstufen des Adenokarzinoms oder Préakanzerosen gelten vor allem die sogenannten
Pankreatischen intraepithelialen Neoplasien/ PanINs. Man unterscheidet hier weiter in
PANiIn-1A, -1B, 2 und 3 Lasionen. Diese Vorstufen konnen allerdings nur mikroskopisch
differenziert werden (Schulte 2013).

Als makroskopische Vorstufen zystischer Erkrankungen kann man IPMN (intraduktal
papillare muzindse Neoplasien) oder auch muzinds zystische Neoplasien (MCN) finden
(Singh and Maitra 2007).
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1.4 Klinik

Da die friihen Stadien der Erkrankung meist klinisch inapparent verlaufen, befinden sich
Patienten, die die folgenden Symptome aufweisen, meist schon in einem fortgeschrittenen
Erkrankungszustand (Li, Xie et al. 2004).

Die haufigsten Symptome bei Patienten mit Pankreaskarzinom sind abdominelle
Schmerzen, Ikterus und Gewichtsverlust (Ghaneh, Costello et al. 2007, Krug and Gress
2013).

Der Gewichtsverlust kommt wie bei der chronischen Pankreatitis auch aufgrund der
Maldigestion durch die exokrine Insuffizienz zustande. Zusétzlich tritt wie bei vielen
Karzinomen im spateren Verlauf auch noch die Tumorkachexie hinzu (Ghaneh, Costello
et al. 2007).

Im weiteren Verlauf machen sich dann die Folgen der endokrinen und exokrinen
Pankreasinsuffizienz, wie zum Beispiel Glukoseintoleranz, bemerkbar (Krug and Gress
2013).

Symptome % der Patienten
Asthenie 86
Gewichtsverlust 85
Inappetenz 83
Schmerz 79
Dunkler Urin 59
Ikterus 56
Ubelkeit 51
Ruckenschmerz 49
Diarrhden 44
Erbrechen 33
Pruritus 32
Steatorrho 25
Thrombophlebitis 3

Tabelle 3 Erstsymptome maligner Erkrankungen des Pankreas nach Haufigkeit geordnet. Nach (Porta,
Fabregat et al. 2005, Krug and Gress 2013)
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1.5 Diagnostik und Staging

Wie erwahnt ist eine friihe Diagnosestellung in einem noch potenziell kurativen Stadium
zumeist nicht mehr moglich. Wichtig sind natlrlich an erster Stelle eine genaue
Anamneseerhebung und eine ausfihrliche klinische kérperliche Untersuchung (Krug and
Gress 2013). Hinweise darauf, dass der Tumor bereits symptomatisch geworden ist,
konnen ein lkterus, Schmerzen oder ein neu aufgetretener Diabetes mellitus sein
(Mihaljevic and Friess 2011). Die Schwierigkeit der Diagnosestellung spiegelt sich auch
in der aktuellen Leitlinie wider. Demnach ,,existiert keine Literatur, die beantwortet,
welche Symptome alleine und in welcher Kombination und ab welchem Alter an ein

Pankreaskarzinom denken lassen sollten (Seufferlein 2013).

Folgende Empfehlungen zur Initiierung weiterfiihrender Diagnostik wurden aber in der
aktuellen S3-Leitlinie herausgegeben und sind hier wortlich zitiert (Seufferlein 2013):

e Neu aufgetretene Oberbauch- und Riickenschmerzen sollten diagnostische

Untersuchungen ausldsen, die die Diagnose eines Pankreaskarzinoms erlauben.

e Ein neu aufgetretener oder bestehender Typ-2-Diabetes bei fehlenden weiteren
Symptomen im Sinne eines Pankreaskarzinoms sollte keine diagnostischen

Untersuchungen fir ein Pankreaskarzinom ausldsen.

e Ein neu aufgetretener schmerzloser Ikterus sollte diagnostische Untersuchungen

fur ein Pankreaskarzinom auslosen.

e Eine akute Pankreatitis unklarer Atiologie sollte in bestimmten Fallen (Patienten
> 50 Jahre mit erstmaliger ,,idiopathischer* Pankreatitis) zusétzliche Mal3nahmen

zur Diagnose eines Pankreaskarzinoms ausldsen.

Wenn anhand der genannten Punkte der VVerdacht auf einen Tumor des Pankreas besteht,
erfolgt eine weitere Abklarung. Zu diesem Zweck haben sich besonders die
Oberbauchsonographie, die Endosonographie, die Bildgebung mit CT oder MRT, sowie
die ERCP beziehungsweise MRCP etabliert (Michl, Pauls et al. 2006). Die MRCP ist
mittlerweile so sensitiv wie die ERCP, und ist der ERCP vorzuziehen (Adamek, Albert
et al.), da durch die Prozedur der ERCP eine akute Pankreatitis auslost werden kann
(Arata, Takada et al. 2010).

Momentan gilt es noch als umstritten das FDG-PET zur frihen Diagnosefindung

heranzuziehen. Auch muss von Fall zu Fall abgewogen werden, ob es dem Patienten einen
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relevanten Vorteil bringt, einzelne Metastasen durch ein PET/CT aufdecken zu wollen.
Bei unklarer Diagnose kann das PET allerdings entscheidende Hinweise daftr liefern, ob
eine L&sion benigne oder maligne ist. Fir die sonstige Diagnostik und Staging sind

momentan das CT und die EUS noch uberlegen (Pakzad, Groves et al. 2006).

Zur weiteren Diagnostik, und vor allem fir das Follow-Up, kann man beim Patienten die
Werte der Tumormarker bestimmen. Flr das Pankreaskarzinom gibt es einige Molekiile,
die dafiir in Frage kommen, wie zum Beispiel CEA (carcinomembryonic antigen), CA
242, CA 50, Span-1, M2-Pyruvatkinase, oder Dupan-2 (Goonetilleke and Siriwardena
2007). Trotz intensiver Suche nach neuen und akkurateren Parametern gilt nach wie vor
das CA 19-9 (carbohydrate antigen) als Standard fiir das Pankreaskarzinom (Haas, Albiin
et al. 2013). Haas et al. geben eine mittlere Sensitivitat von 81 % bei einer mittleren
Spezifitat von 90 % fir CA 19-9 als Tumormarker beim PDA an, wodurch es den tibrigen
Parametern Uberlegen ist und damit als Standard fungiert (Haas, Albiin et al. 2013). CA
19-9, das primar als Tumormarker fur das Kolorektale Karzinom untersucht wurde
(Koprowski, Steplewski et al. 1979), ist aber kein exklusiver Marker fir das
Pankreaskarzinom. Der CA 19-9-Wert ist ebenfalls erhoht bei Karzinomen des Magens,
der Leber, der Gallenblase, des Urothels, und anderen mehr. Auch benigne Erkrankungen
wie Pankreatitis, Leberzirrhose, Cholangitis und obstruktiver Ikterus kénnen deutlich
erhdhte Werte fur CA 19-9 zeigen (Duffy, Sturgeon et al. 2010). Ein weiteres Manko
dieses Tumormarkers ist, dass Patienten, denen das Blutgruppenmerkmal Lewis a/b fehlt,
CA 19-9 nicht exprimieren konnen. Davon sind insgesamt ca. 5 % der Bevolkerung
betroffen (Itzkowitz and Kim 1986, Duffy, Sturgeon et al. 2010).

Generell I&sst sich sagen, dass sich die Tumormarker beim Pankreaskarzinom nicht zum
Screening oder der Fritherkennung eignen, wie es beispielsweise beim Prostatakarzinom
eher der Fall ist. Der beim Prostatakarzinom zu bestimmende Tumormarker ist das
Prostataspezifische Antigen (PSA) (Lacher and Hughes 2015), das nur von nattrlichen
oder malignen Zellen der Prostata gebildet wird (Wang, Papsidero et al. 1981). Allerdings
haben Tumormarker beim Pankreaskarzinom durchaus ihre Berechtigung zur
Rezidivkontrolle nach Tumorresektion und zur Uberpriifung des Ansprechens auf eine
Chemotherapie (Haas, Albiin et al. 2013). Laut neueren Studien lasst sich anhand der
Hohe des Parameters CA 19-9 sogar eine Prognose fir den Krankheitsverlauf
voraussagen. So sprechen Werte > 100 U/ml fur einen nicht mehr resektablen Tumor, der

wahrscheinlich auch schon Metastasen gebildet hat. Werte < 37 U/ml lassen den Patienten



1. Pankreaskarzinom 15

hingegen auf eine verlangerte Uberlebensprognose von 32-36 Monaten hoffen
(Ballehaninna and Chamberlain 2012).

1.6 Therapie

Laut aktueller S3-Leitlinie ist ,,[d]ie chirurgische Therapie [...] das einzige potentiell
kurative Therapieverfahren beim Pankreaskarzinom* (Seufferlein 2013). Doi et al.
konnten zeigen, dass nach einer chirurgischen Resektion die Uberlebensrate bei Patienten
mit lokal invasivem Pankreaskarzinom signifikant gegeniiber einer Radiochemotherapie

uberlegen war (Doi, Imamura et al. 2008).

Eine chirurgische Resektion ist meist nur dann sinnvoll durchfiihrbar, wenn das Karzinom
noch lokal begrenzt ist und keine Fernmetastasen gebildet hat (Hackert and Hartwig
2013). Jedoch zeigen auch Patienten, bei denen nur eine R1-Resektion méglich ist, eine
hohere Uberlebensrate, als nicht resezierte Patienten (5-Jahres Uberlebensrate bei R1-
Resektionen 7%, bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen 0.4%) (Konstantinidis,
Warshaw et al. 2013). Letztendlich ist die Entscheidung fur eine Resektion individuell zu
treffen und abhangig von verschiedenen anderen Faktoren, wie Komorbiditaten und Alter
des Patienten. Allerdings sollte man Patienten in hohem Alter (> 80 Jahre) per se die OP
nicht vorenthalten, da auch bei dieser Gruppe die Prozedur gut und sicher durchfiihrbar
ist (Makary, Winter et al. 2006).

1.6.1 Partielle Pankreatikoduodenektomie

Fur die Resektion des Tumors stehen verschiedene Operationstechniken und
Vorgehensweisen zur Verfligung. Bei Tumoren im Bereich des Pankreaskopfes stellt die
partielle Pankreatikoduodenektomie das derzeitige Standardvorgehen dar (Hackert and
Hartwig 2013). Dabei gibt es zwei wichtige Verfahren, die laut Studienlage als etwa

gleichwertig angesehen werden kénnen (Tran, Smeenk et al. 2004).

Bei der Operation nach Walther Kausch (Kausch 1912) und Allen O. Whipple (Whipple,
Parsons et al. 1935) wird nach einer initialen Explorationsphase und Darstellung
relevanter Strukturen im Wesentlichen die Gallenblasen reseziert, der Magen im distalen
Drittel abgesetzt, das Pankreas im Bereich des Korpus durchtrennt (je nach Ausbreitung
des Tumors) und schlieBlich zusammen mit dem Duodenum reseziert. Die letzte Etappe

der Operation ist die Rekonstruktionsphase. Das Pankreas wird mit einer Jejunalschlinge
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End-zu-Seit anastomosiert (Pankreatikojejunostomie). Anschliefend wird bei der

Hepatikojejunostomie aboral der Pankreatikojejunostomie die Jejunalschlinge mit dem

Gallengang verbunden. Im letzten Schritt wird der Magen ca. 40 cm nach der

Hepatikojejunostomie mit der Jejunalschlinge anastomosiert (Gastrojejunostomie)

(Weitz, Koch et al. 2004).

| Duodeno- LJ

jejunostomie

Abbildung 2 aus ,,Der pankreasoperierte Patient* Deutsches Arzteblatt Jg. 106 Heft 48 27. November
2009 S. 790. Die Abbildung zeigt den Zustand nach einer pyloruserhaltenden
Pankreatikoduodenektomie.

Bei der pyloruserhaltenden Pankreatikoduodenektomie nach L. William Traverso und

William P. Longmire wird der Magen nicht im unteren Drittel abgesetzt, sondern das

Duodenum nach dem Pylorus abgesetzt (Traverso and Longmire 1978). Heutzutage wird

im klinischen Alltag die pyloruserhaltende Pankreatikoduodenektomie nach Traverso-

Longmire der Kklassischen Operation nach Kausch-Whipple gegeniiber bevorzugt

(Schmied, Schmitz-Winnenthal et al. 2004, Glanemann, Bahra et al. 2008).
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1.6.2 Pankreas-Linksresektion

Die Pankreas-Linksresektion ist eine Operationsvariante fir Karzinome, die im Korpus
oder Kauda des Pankreas lokalisiert sind. Der entsprechende Abschnitt kann mit oder
ohne gleichzeitiger Splenektomie reseziert werden. Zusétzlich werden wie bei allen
anderen Operationen auch, die betroffenen Blut- und Lymphgefde entfernt. Der
Milzerhalt birgt ein geringeres postoperatives Risiko, als die Splenektomie. Eine sehr
seltene Komplikation ware die sogenannte OPSI (overwhelming postsplenectomy
infection) (Mihaljevic and Friess 2011).

1.6.3 Totale Pankreatektomie

Bereits 1954 beschrieb Donald Ross (Ross 1954), und 4 Jahre spéter Milton Porter
(Porter 1958) die totale Pankreatektomie. Die vollstandige Entfernung des Pankreas hat
den Vorteil, dass es nicht wie bei den anderen Prozeduren zu der geflirchteten Pankreas-
Anastomoseninsuffizienz  kommen kann, wodurch dem Patienten wiederum
weitreichende  Komplikationen entstehen koénnen. Lange Zeit galt diese
Operationsvariante jedoch als nicht praktikabel fir den Patienten, da vor allem der
Glukosestoffwechsel und die Verdauung nicht zufriedenstellend medikamentos
eingestellt werden konnten. Heutzutage sollte die totale Pankreatoektomie durchaus
wieder als eine Mdoglichkeit der Therapie in Betracht gezogen werden, da das
perioperative Management grof3e Fortschritte gezeigt hat, und sowohl die Mortalitatsrate,
als auch die Morbiditatsrate sich nicht signifikant von der Whipple’schen-OP
unterscheiden (Muller, Friess et al. 2007).

1.6.4 Chemotherapie

Mehrere grol3e randomisierte Studien konnten zeigen, dass die adjuvante Chemotherapie
einen Vorteil im Hinblick auf das krankheitsfreie Uberleben fiir Patienten nach kurativer
chirurgischer Versorgung darstellt (Oettle, Post et al. 2007, Ueno, Kosuge et al. 2009,
Oettle, Neuhaus et al. 2013, Macarulla, Fernandez et al. 2017). Das erste zugelassene
Therapeutikum im adjuvanten Bereich war Gemcitabin, das sich im Hinblick auf
Symptomkontrolle und Uberlebensvorteil gegeniiber 5-Floururacil durchsetzte (Burris,
Moore et al. 1997). Bis heute gilt Gemcitabin noch als das Mittel der Wahl, da es im
Vergleich zu anderen Therapieregimen (zum Beispiel Kombinationen aus 5-Fluoruracil,
Folinsdure, Irinotecan und Oxaliplatin  (FOLFIRINOX)) ein  geringeres
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Nebenwirkungsprofil und Toxizitat zeigt (Neoptolemos, Stocken et al. 2010, Conroy,
Desseigne et al. 2011, Kleeff, Korc et al. 2016). In der letzten Studie der European Study
Group for Pancreatic Cancer (ESPAC-4) konnte gezeigt werden, dass aber eine
Kombination aus Gemcitabin und Capecitabin einer Gemcitabin-Monotherapie im
Hinblick auf das Gesamt-Uberleben signifikant tiberlegen ist (Neoptolemos, Palmer et al.
2017). Dieses Therapieregime hat bereits Einzug in die Leitlinie der American Society of
Clinical Oncology (ASCO) Einzug gehalten.

Meta-Analysen haben gezeigt, dass Patienten mit einem primér resektablen Tumor eine
dhnliche Uberlebensrate nach neoadjuvanter Therapie, wie solche nach primérer
Resektion und anschlieBender adjuvanter Therapie aufweisen (Gillen, Schuster et al.
2010). Derzeit kommt die neoadjuvante oder perioperative Therapie vor allem bei
grenzwertig resektablen oder lokal fortgeschrittenen nicht-resektablen Karzinomen zum
Einsatz (Neoptolemos, Kleeff et al. 2018). Hierbei wurde vor allem FOLFIRINOX als
Mittel der Wahl etabliert (Ferrone, Marchegiani et al. 2015, Nitsche, Wenzel et al. 2015).
Unter neoadjuvanter Therapie mit FOLFIRINOX kommt es seltener zu perineuraler
Invasion und einem weniger ausgepragten Lymphknotenbefall (Schorn, Demir et al.
2018). Da aufgrund der Datenlage in diesem Bereich noch keine eindeutigen
Empfehlungen existieren, wurden mehrere Phase-I11-Studien initiiert, die sich mit dem
Thema der neoadjuvanten Chemotherapie beim Pankreaskarzinom beschéftigen. Die
NEOPAC Studie beispielsweise vergleicht die adjuvante Gabe von Gemcitabin mit der
neoadjuvanten Gabe von Gemcitabin/Oxaliplatin und zusétzlich adjuvant Gemcitabin
(Heinrich, Pestalozzi et al. 2011). In der PREOPANC Studie wird in ahnlicher Weise eine
neoadjuvante Radiochemotherapie bei Patienten mit resektablem oder grenzwertig-

resektablem Karzinom untersucht (Versteijne, van Eijck et al. 2016).

Im Bereich der palliativen Chemotherapie, die flr Patienten mit metastasiertem Karzinom
oder nicht-resektablem Tumor vorgesehen ist, war bis 2011 auch Gemcitabin das
Standardpraparat (Burris, Moore et al. 1997, Neoptolemos, Kleeff et al. 2018). Aktuell
empfehlen die Leitlinien der ASCO bei einem ECOG Wert von 0-1 FOLFIRINOX oder
Nabpaclitaxel/Gemcitabin, und Gemcitabin als Monotherapie bei einem ECOG Wert von
2 (Conroy, Desseigne et al. 2011, Von Hoff, Ervin et al. 2013, Neesse, Michl et al. 2014,
Sohal, Mangu et al. 2016).
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1.6.5 Radiotherapie

Bislang wird bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms postoperativ standardmaRig
keine zusatzliche Bestrahlung durchgeftihrt, da gezeigt werden konnte, dass dies dem
Patienten keinen nennenswerten Uberlebensvorteil bringt (Neoptolemos, Stocken et al.
2004, Liao, Chien et al. 2013).

Neoadjuvant, also vor der operativen Entfernung des Tumors, wird eine kombinierte
Radiochemotherapie hauptsdchlich bei Patienten mit ,,grenzwertig resektablen
Karzinomen* und ,,mutmaflich lymphogen, jedoch noch regional begrenzt metastasierten
Karzinomen® durchgefiihrt. Ebenso ausschlaggebend ist auch der zu erwartende
zirkumferentielle Sicherheitsabstand. Falls sich durch die Bildgebung herausstellt, dass
dieser zu erwartende Sicherheitsabstand weniger als Imm misst, kdnnen die Patienten

ebenfalls préoperativ bestrahlt werden (Hohenberger, Brunner et al. 2013).

1.6.6 Neue Therapieansatze

Nach wie vor wird auf dem Feld der Therapie des Pankreaskarzinoms fieberhaft nach
neuen Methoden geforscht. Gegenstand der Forschung sind dabei zum Beispiel der
Angiogenese Inhibitor TNP 470 (Hotz, Reber et al. 2001), Antikorper gegen HER2/neu,
die bereits erfolgreich in der Behandlung des Mammakarzinoms verwendet werden
(Buchler, Reber et al. 2001), oder auch die sogenannte Tumorvakzinierung, bei der durch
hochgereinigte virusmodifizierte, nicht mehr teilungsfahigen Tumorzellen die zellulare
Immunantwort des Patienten induziert werden soll (Schmied, Schmitz-Winnenthal et al.
2004).

Bislang ist es allerdings bei keinem der Ansatzpunkte zu einem durchschlagenden Erfolg
gekommen.

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass das Molekil BIII-Tubulin
generell eine wichtige Rolle in der Tumorzellbiologie spielt. Besonders beim
Adenokarzinom des Pankreas ist BIII-Tubulin im Vergleich zu gesunden Zellen deutlich
erhoht (Lee, Cao et al. 2007). In vitro und in vivo Versuche haben gezeigt, dass durch die
Unterdriickung der Expression von BIII-Tubulin das Tumorwachstum und die Haufigkeit
von Metastasen deutlich zuriickgegangen ist (McCarroll, Sharbeen et al. 2014). Es bleibt
abzuwarten, ob dieser vielversprechende Ansatz auch in der Praxis dhnlichen Erfolg

verbuchen kann.



2. Chronische Pankreatitis 20

2. Chronische Pankreatitis

2.1 Epidemiologie

Exakte Daten Uber die Epidemiologie der chronischen Pankreatitis zu gewinnen, ist
aufgrund des Patientenguts nicht immer einfach durchzufiihren. Laut einer Studie aus
Frankreich, bei der Gastroenterologen zu Patienten mit CP befragt wurden, liegt die
Prévalenz bei 26,4/100.000 und die Inzidenz bei 7,7/100.000 (Levy, Barthet et al. 2006).
Hingegen gibt eine Studie aus den USA, bei der die Patientendaten anhand von Akten aus
Versorgungszentren gewonnen wurden, die Prdavalenz mit 41,76 /100.000 und die
Inzidenz mit 4,05/100.000 an (Yadav, Timmons et al. 2011).

Patienten mit chronischer Pankreatitis haben eine um das 3,6 fache erhohte Sterblichkeit
im Vergleich zur Normalbevolkerung. Bei einem betrachteten Zeitraum von 10 Jahren
betragt die Uberlebensrate 70 %, bei 20 Jahren nur noch 45 % (Lowenfels, Maisonneuve
et al. 1994).

2.2 Risikofaktoren und Atiologie

Der hdaufigste Ausléser einer chronischen Pankreatitis ist in 70-85 % ein hoher
regelmagiger Alkoholkonsum (Strobel 2013). Allerdings spielen bei der Entstehung der
Krankheit auch genetische Faktoren eine grolie Rolle, sodass ein Schwellenwert fur den
Alkoholkonsum nicht angegeben werden kann (Whitcomb 2012). Dieser Umstand
spiegelt sich auch darin wider, dass nur etwa 3 % der Alkoholiker eine chronische
Pankreatitis entwickeln (Yadav, Eigenbrodt et al. 2007). Ein weiterer Risikofaktor sind
akute rezidivierende Pankreatitiden, die ebenfalls meist alkoholbedingt auftreten
(Kl6ppel 2013).

Ob das Rauchen ein eigenstandiger Risikofaktor fir die Entstehung einer CP ist, bleibt
umstritten. Es ist allerdings bekannt, dass das Rauchen die Krankheitsprogression einer
athyltoxischen chronischen Pankreatitis deutlich beschleunigt. Ebenso zeigen sich bei
diesen Patienten mehr Kalzifikationen, als bei den Nichtrauchern (Maisonneuve,
Lowenfels et al. 2005).
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Wie bereits angesprochen spielen auch genetische Faktoren eine groRe Rolle in der
Atiologie der chronischen Pankreatitis. Hiervon sind insbesondere Genmutationen im
Trypsinogen-Gen, im SPINK1-Gen, im CFTR-Gen und im Chymotrypsin C-Gen
betroffen (Hoffmeister, Mayerle et al. 2012).

Bei der Autoimmunpankreatitis (Typ 1 und 2) kommt es histologisch betrachtet vor allem
periduktal zu lymphoplasmazellularen Entziindungsherden (Kloppel, Sipos et al. 2007,
Zhang, Chari et al. 2011). Die genaue Pathogenese der autoimmunvermittelten
Pankreatitis konnte noch nicht abschlielend geklart werden. Es wird allerdings
angenommen, dass eine immunkomplexvermittelte systemische Erkrankung zugrunde
liegt, die vor allem durch 1gG4 vermittelt wird. Die AIP stellt sozusagen die organische
Manifestation dieser Erkrankung dar (Zhang and Smyrk 2010). Des Weiteren kdnnen bei
vielen Patienten Autoantikorper z. B. gegen Carboanhydrase Il und 1V, Trypsinogen und
Laktoferrin nachgewiesen werden (Okazaki, Uchida et al. 2000, Bergmann 2013). Die
Autoimmunpankreatitis wird vor allem mit einer Steroidtherapie (Prednisolon) sehr
erfolgreich behandelt (Haas and Lohr 2013, Hart, Kamisawa et al. 2013). Bisweilen kann
auch ein operatives Vorgehen (bei Zweifel an der Diagnose und Verdacht auf ein
Pankreaskarzinom), oder eine endoskopische Stenteinlage (bei Verschlussikterus) zur
Behandlung nétig werden (Haas and Lohr 2013).

Ob anatomische Besonderheiten, wie z. B. ein Pancreas divisum, pradisponierend fur die
Entstehung einer chronischen Pankreatitis ist, kann aktuell nicht abschlieend geklart

werden (Hoffmeister, Mayerle et al. 2012).

Wie bereits erwahnt, ist die chronische Pankreatitis selbst auch ein Risikofaktor fir das

Pankreaskarzinom (Hoffmeister, Mayerle et al. 2012).

2.3 Pathophysiologie

Bei der chronischen Pankreatitis kommt es durch die fortwahrenden entzindlichen
Vorgéange zu einem Umbau des Gewebes in fibrotisches Bindegewebe, und letztendlich
zu einem Verfall der exokrinen und endokrinen Funktion des Organs (Strobel 2013). Es
kursieren mehrere Hypothesen (iber den exakten Pathomechanismus, jedoch setzt sich
seit einiger Zeit das Konzept der Nekrose-Fibrose-Sequenz durch (Witt 2014). Dabei geht
man davon aus, dass enzymatisch inaktive Vorstufen der Verdauungsenzyme (sog.

Zymogene), wie Trypsinogen, Chymotrypsin, oder Carboxypeptidasen bereits vorzeitig



2. Chronische Pankreatitis 22

im Pankreas aktiviert werden (Rassow, Hauser et al. 2008). Diese und weitere Enzyme
wie Lipase, Cholesterin-Esterase, und Amylase gelangen unter anderem in das
interstitielle Gewebe und das peripankreatische Fettgewebe. Durch ihre Enzymaktivitat
bilden sich Fettgewebsnekrosen, wodurch Fettsduren freigesetzt werden. Diese freien
Fettsauren fordern nun im Sinne eines positiven Feed-back Mechanismus die Aktivierung
von Proenzymen im Organ selbst. Dadurch weiten sich die Nekrosefelder immer weiter
aus und es kommt damit einhergehend zu einer lokalen Entziindung (Kloppel 2013). Die
Nekrosen koénnen resorbiert werden, sich abszedieren, oder aber auch Pseudozysten
ausbilden (Kloppel 2013). Dies hat zur Folge, dass sich ruhende pankreatische
Sternzellen, auf die im folgenden Kapitel noch ausfuhrlicher eingegangen wird, in ihre
aktivierte, myofibroblastenédhnliche Form umwandeln (Kl6ppel, Detlefsen et al. 2004).
Als Signalmolekdile, die die Sternzellen zur Aktivierung anregen, kommen vor allem
Zytokine wie TGF-B, PDGF, aFGF, bFGF aber auch Ethanol und anderer oxidativer
Stress in Betracht (Friess, Yamanaka et al. 1994, Apte, Phillips et al. 2000, Apte, Pirola
et al. 2006). Die Aktivierung der Sternzellen hat unter anderem zur Folge, dass sie selbst
Komponenten der extrazellularen Matrix bilden (Apte, Haber et al. 1999). Diese sind vor
allem Kollagen, Fibronectin und Laminin (Schneider, Schmid-Kotsas et al. 2001). Durch
diese Vorgange kommt es zu einer allmahlichen Fibrosierung des Gewebes, wodurch sich
auch UnregelmaRigkeiten des Kalibers der Ausflihrungsgédnge ergeben, die zu einer
Einschrankung des Sekretflusses fuhren. Die Stase kann zu einer Aktivierung von
Proenzymen flihren, sodass die Autodigestion weiter vorangetrieben wird, oder aber auch
zu einer Prézipitation von Kalzium fiihren (KI6ppel and Maillet 1992).

Durch die chronische Pankreatitis kommt es aber nicht nur zu einem Funktionsabfall des
exokrinen Teils des Pankreas, sondern auch zu Einschrankungen des endokrinen Teils.
Als Folge der fortwéhrenden Entziindung kommt es dabei unter anderem zum Untergang
der Langerhansschen Inseln. Die Folge ist ein Mangel an Insulin, Glukagon und
Somatostatin. So entsteht dem Patienten durch den Insulinmangel ein Diabetes mellitus

Typ 3c (pankreopriver Diabetes mellitus) (Hoffmeister, Mayerle et al. 2012).

2.4 Klinik

Das héufigste Symptom einer chronischen Pankreatitis ist starker abdomineller Schmerz.
Die Schmerzcharakteristik kann dabei ganz unterschiedliche Formen zeigen, wie zum

Beispiel brennend, stechend, oder als dumpfer Dauerschmerz mit Schmerzspitzen
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(Mullady, Yadav et al. 2011, D'Haese, Hartel et al. 2014). Typischerweise ahnelt die
Schmerzauspragung meist der akuten Pankreatitis mit Lokalisation im Epigastrium und
gurtelférmiger Ausstrahlung in den Riicken. Zusatzlich werden die Schmerzen haufig von
Ubelkeit und Erbrechen begleitet (Schiitte, Waldthaler et al. 2013). Da derartige
abdominelle Schmerzen aber nicht spezifisch fiir die chronische Pankreatitis sind, sollten

sie stets weiter diagnostisch abgeklart werden.

Ein weiteres Symptom der chronischen Pankreatitis ist die Steatorrhoe. Die Steatorrhoe
kann generell Ausruck einer mangelhaften Aufnahme von Fetten (Malabsorption), oder
einer unzureichenden Spaltung der Fette (Maldigestion) sein. Bei der chronischen
Pankreatitis kommt es, wie oben angefuhrt, zu EinbuRBen der exokrinen Funktion des
Pankreas. Es handelt sich daher um eine Maldigestion. Diese macht sich meist erst
bemerkbar, wenn die Syntheseleistung fiir die Verdauungsenzyme auf weniger als 10 %
der normalen Syntheseleistung gesunken ist (DiMagno, Go et al. 1973). In diesem
Stadium sind dann bereits 80-90 % des Organs durch die Entziindung zerstort (Schitte,
Waldthaler et al. 2013). Durch die Maldigestion leiden die Patienten dann auch an
Gewichtsabnahme, Diarrhoe und Meteorismus (Herold 2012). Meist kommt es nach etwa
10j&hrigem  Krankheitsverlauf zu  Symptomen einer manifesten exokrinen

Pankreasinsuffizienz (Hoffmeister, Mayerle et al. 2012).

Als Ausdruck der endokrinen Insuffizienz leiden viele der Patienten im Laufe der
Erkrankung an einem pankreopriven Diabetes mellitus (Typ 3c) (Malka, Hammel et al.
2000, Association 2011). Da allerdings nicht nur die Insulinproduktion von der
Erkrankung betroffen ist, sondern auch die des Glukagons, kann es zu gefahrlichen
Schwankungen des Glukosehaushalts kommen (Schitte, Waldthaler et al. 2013).

2.5 Diagnose

Leider existieren bis dato keine einfachen und zuverl&ssigen klinischen Tests, sodass es
einige Zeit in Anspruch nehmen kann, bis die Diagnose einer chronischen Pankreatitis
gesichert ist (Levy, Dominguez-Munoz et al. 2014). Nach ausfihrlicher Anamnese und
korperlicher Untersuchung sollte zundchst eine transabdominelle
Ultraschalluntersuchung durchgefihrt werden. (Hoffmeister, Mayerle et al. 2012). Sind
die Verhaltnisse unklar, sollten zur Abklarung noch eine EUS (Endosonographie), eine
MRCP (Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie), sowie eine CT

(Computertomographie) erfolgen. Die EUS weist in diesem Zusammenhang die groite
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Trennschérfe auf (Catalano, Sahai et al. 2009). Es wird die komplementére Verwendung
von EUS und MRCP empfohlen, da die diagnostische ERCP (endoskopisch retrograde
Cholangiopankreatikographie) keine weiteren relevanten Daten liefert, aber

komplikationstrachtiger ist (Pungpapong, Wallace et al. 2007).

2.6 Therapie

Im akuten Schub der Pankreatitis ist die wichtigste Sdule der Behandlung eine rasche und
ausreichende Flussigkeitsgabe, um systemischen Komplikationen vorzubeugen
(Gastroenterology, Britain et al. 2005, Banks and Freeman 2006). Des Weiteren sollte
auch die Schmerztherapie einen hohen Stellenwert einnehmen. Hierzu kann bei
schwereren Fallen sogar auf eine Periduralanalgesie (PDA) zurlickgegriffen werden
(Hoffmeister, Mayerle et al. 2012).

Die weitere Therapie der chronischen Pankreatitis ist stark von den jeweiligen
Gegebenheiten abhangig und kann konservativ, interventionell oder operativ erfolgen.
Sie sind in der aktuellen S3-Leitlinie zur chronischen Pankreatitis im Detail aufgelistet
(Hoffmeister, Mayerle et al. 2012). Generell lasst sich aber sagen, dass bei einem
unkomplizierten Verlauf eher zur endoskopischen Therapie geraten wird (Seicean and
Vultur 2015).



3. Sternzellen

25

3. Sternzellen

3.1 Entdeckung

Als Erstbeschreiber der Sternzellen der Leber (HSC) gilt
Karl Wilhelm von Kupffer (geb. 14.11.1829 in Lesten,
gest. 16.12.1902 in Munchen). Kupffer war zuletzt Leiter
der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-
Universitat in Minchen, entdeckte die Sternzellen aber
schon wéhrend seiner Zeit als Leiter der Anatomischen
Anstalt in Kiel 1876 (Kupffer 1876, Wake 2004).

Kupffers eigentliches Ziel war es ,die Nerven der
Leberldppchen nachzuweisen®. Hierflir bediente er sich
einer Farbemethode mit Goldchloridlésung nach
Gerlach. Bei dieser Farbung entdeckte er schlieBlich
schwarzgefarbte Zellen in Lebergewebe, die in ihrer
Gestalt Sternen glichen.

3.2 Vorkommen

Abbildung 3 Portait Karl
Wilhelm von Kupffer aus
www.wikipedia.org/wiki/Karl_
Wilhelm_von_Kupffer

Obwohl Kupffer Sternzellen bereits 1876 im Lebergewebe beschrieben hatte, dauerte es

bis 1982, dass Forscher die Zellen auch in Pankreasgewebe bei Méausen (Watari, Hotta et

al. 1982), und erst 1990 in humanem und Pankreasgewebe von Ratten nachweisen

konnten (lkejiri 1990). Heutzutage ist bekannt, dass Sternzellen auch in weiteren

Organen, wie zum Beispiel der Lunge, den Nieren, der Milz, dem Ductus deferens und

den Stimmbandern zu finden sind. Der Ursprung der Zellen hingegen konnte bis heute

noch nicht endgultig geklart werden (Erkan, Adler et al. 2012).
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3.3 Bedeutung und Funktion

Eine charakteristische Eigenschaft der Sternzellen ist die Speicherung von Vitamin A in
Form von Lipidtropfen. Diese EinschluBkorperchen deutete Kupffer damals in einer
Publikation als Erythrozyten oder Fragmente von Erythrozyten, die durch Phagozytose

aufgenommen worden seien (Kupffer 1899).

Lange Zeit herrschte in der Fachwelt eine gewisse Unklarheit ber die Definition der
Sternzellen. Kenjiro Wake zeigte 1971 durch verschiedene Farbemethoden, Fltterung der
Versuchstiere mit Vitamin A, und Elektronenmikroskopie schlieBlich die Unterschiede
zwischen Kupffer-Zellen (phagozytotische Zellen), Sternzellen und endothelialen Zellen
in der Leber (Wake 1971).

Nach aktueller Definition sind Sternzellen myofibroblasten-dhnliche Zellen, die im
exokrinen Teil des Pankreas vorkommen. Man findet sie vornehmlich periazinér,
periduktal, und perivaskuldr (Omary, Lugea et al. 2007). Unterscheidungsmerkmale zu
normalen Fibroblasten sind die Vitamin A speichernden Lipidvesikel im Zellinneren, die
man im Phasen-Kontrast-Mikroskop, Elektronenmikroskop, oder aber auch anhand ihrer
Autofluoreszenz (unter ultraviolettem Licht bei 328 nm) nachweisen kann. Des Weiteren
weisen sie ein charakteristisches Férbeverhalten auf. In ihrer ruhenden Form sind die
Zellen positiv fir Vimentin, Desmin und GFAP, hingegen negativ fiir a-SMA. Werden
sie nach einiger Zeit in Kultur, oder durch duBere Einflisse aktiviert, so werden sie auch
positiv fiir a-SMA, und die Lipidvesikel verschwinden (Apte, Haber et al. 1998, Bachem,
Schneider et al. 1998).
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Morphologic features
Vitamin A autofluorescence

Quiescent

+ (in fat droplets)

Activated

Absent or remnant

Endoplasmic reticulum + Ak
Nucleus Basal size Enlarged
Molecular markers”

Vimentin ++ ++
Desmin + +
GFAP + +
Nestin + ++
a-SMA — +
Properties

ECM production Limited Prominent
Cell proliferation Limited Increased
Cell migration Limited Increased

—, absence; +, presence; ++, present at high levels. “Upon isolation of PaSCs, there is
heterogeneity of marker expression that might reflect multiple states of activation or
differentiation, or different pools of fibrogenic cell type. Although 100% of cultured
PaSCs isolated from rat pancreas express vimentin, only 20%-40% of them express
desmin. The use of PaSC markers can suffer from similar limitations noted for HSC
markers. For example, 70%-80% of rat HSCs express desmin, whereas human HSC
seem to lack desmin expression

Tabelle 4 stellt die Eigenschaften ruhender und aktivierter Sternzellen gegeniiber (“General features of
quiescent (inactive) and activated PaSCs*) aus (Omary, Lugea et al. 2007)

4. Desmoplasie

Unter Desmoplasie oder desmoplastischer Reaktion eines Gewebes versteht man
Umbauvorgange eines Gewebes hin zu fibrotischem Gewebe aufgrund von
Tumorerkrankung oder chronischer Entzindung. Wie bereits erwahnt ist der
desmoplastische Umbau ein integraler Bestandteil der Pathophysiologie der chronischen
Pankreatitis und des Pankreaskarzinoms (Bachem, Zhou et al. 2008). Dabei kommt es um
das betroffene Gewebe herum zu einer Aktivierung vor allem von Sternzellen, die
daraufhin extrazellulare Matrix (ECM) produzieren. Die Komponenten der
Extrazellularen Matrix sind vor allem Kollagen, Fibronectin und Laminin (Schneider,
Schmid-Kotsas et al. 2001). Die Sternzellen haben darlber hinaus die Fahigkeit Matrix-
Metalloproteasen (MMP) und Tissue Inhibitor of MetalloProteinases (TIMP 1/2) zu
produzieren. Das bedeutet, dass sie sowohl dazu féhig sind fibrotisches Gewebe zu
produzieren, als auch aufzuldsen. Diese auf den ersten Blick widerspriichlich anmutende

Eigenschaft 1&sst sich folgendermallen erkldren. Beim Gesunden befinden sich die
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Sternzellen tberwiegend im ruhenden Zustand und sezernieren beiderlei Komponenten
gleichermal’en, wodurch sich das Gewebe in einem Gleichgewicht zwischen Auf- und
Abbau befindet. Werden nun die Sternzellen aktiviert, so verschiebt sich dieses
Gleichgewicht in Richtung der ECM-Proteine. Vereinfacht gesagt kommt es zu einer
stérkeren Fibrogenese, als zu einer Degradierung des fibrotischen Gewebes (Phillips,
McCarroll et al. 2003).

Dies fuhrt zu einem Umbau des Gewebes in einen Zustand, der dem Narbengewebe
ahnlich ist (Apte, Pirola et al. 2006). Daher ruhrt beim Pankreaskarzinom auch die derbe
weiBliche Konsistenz des Gewebes, und man spricht von einem szirrhésen Tumor
(Bornhoft 2013). Dabei macht die Desmoplasie ungefahr 80% der Tumormasse des

Pankreaskarzinoms aus (Erkan, Reiser-Erkan et al. 2010).

Mittlerweile wird angenommen, dass die PSC durch sehr komplexe Wechselbeziehungen
zu den Tumorzellen das Voranschreiten und die Invasivitat des Karzinoms unterstiitzen
(Bachem, Zhou et al. 2008). Auch spielen sie eine grof3e Rolle bei der Tumorangiogenese
und der Resistenz gegenliber Chemotherapeutika (Xu, Pothula et al. 2014).

Aufgrund dieser Tatsachen ist es duf3erst wichtig, mehr Informationen tber die Funktion

der Sternzellen zu gewinnen und sie als magliches Ziel einer Therapie zu identifizieren.

5. Neurale Verédnderungen und neuropathischer
Schmerz

Ein kennzeichnendes Merkmal des Pankreaskarzinoms und der chronischen Pankreatitis
ist der abdominelle Schmerz (Li, Xie et al. 2004, Schiitte, Waldthaler et al. 2013).
Histologisch betrachtet kommt es zu einer Zunahme der Nervendichte mit gleichzeitiger
neuraler Hypertrophie (Zunahme des Nervendurchmessers), Entziindung der Nerven und
Einwanderung von Tumorzellen sowohl in intrapankreatische Nerven, als auch in den
extrapankreatischen Nervenplexus (Ceyhan, Demir et al. 2009, Ceyhan, Schéfer et al.
2010). Die Ursache des Schmerzes ist also nicht nur auf eine Nozizeption, sondern vor
allem auf eine Schadigung sensorischer Nervenstrukturen zuriickzufiihren. Dies

bezeichnet man als neuropathischen Schmerz (Birklein 2002).
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Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass unter anderem neurotrophe
Faktoren fir derartige Verédnderungen an den Nerven verantwortlich sein koénnen
(Ceyhan, Schéfer et al. 2010). Besonders GDNF und Artemin werden beim
Pankreaskarzinom im Vergleich zum gesunden Gewebe deutlich starker exprimiert
(Funahashi, Takeyama et al. 2003, Ceyhan, Giese et al. 2006). Auch werden von den
Tumorzellen GFRal und RET gebildet, was ein Hinweis darauf sein kénnte, wie die
Tumorzellen mit den Nerven interagieren (Funahashi, Takeyama et al. 2003). Bei
manchen Pankreaskarzinomzelllinien konnten auch erhéhte Werte des neurotrophen
Faktors nerve growth factor (NGF) festgestellt werden. Dieser Faktor ist unter anderem
ein Ligand von TrkA (tropomyosin-related kinase A), einer Rezeptor-Tyrosinkinase, die
auch im Perineurium vorzufinden ist. Durch eine parakrine Stimulation kdnnte so das
Nervenwachstum, die neurale Invasion der Tumorzellen und die Schmerzwahrnehmung
angeregt werden (Zhu, Friess et al. 1999, Zhu, Friess et al. 2001).

6. Neurotrophe Faktoren

Die GDNF-Gruppe (glial cell line-derived neurotrophic factor) beinhaltetsehr potente
neurotrophe Faktoren. Diese sind im einzelnen GDNF, Neurturin, Artemin und
Persephin. Thre zugehorigen Rezeptoren sind GFRal-4 (GDNF family receptor). GFRal-
4 fungieren als Ko-Rezeptoren und aktivieren zusammen mit ihrem Liganden die
Rezeptor Tyrosin Kinase (RET) (Durbec, Marcos-Gutierrez et al. 1996).
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Die neurotrophen Faktoren der GDNF-Familie binden als Homodimere an ihren jeweils
bevorzugten Liganden und aktivieren zusammen die RET-Tyrosinkinase (durch Pfeile
markiert). Die GFRa sind durch einen GPI-Anker (Glycosylphosphatitylinositol) mit der
Zellmembran verbunden. Bis auf GFRa4 verfiigen sie tber 3 Cysteinreiche Abschnitte
(1,2,3)

6.1 GDNF

GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) ist als erstes Protein der GDNF-
Gruppe zu Beginn der 1990iger Jahre entdeckt worden (Vastag 2010). Es fordert als
neurotropher Faktor vor allem das Uberleben dopaminerger Nervenzellen, und das
Wachstum ihrer Neuriten (Lin, Doherty et al. 1993). Da der Effekt, den GDNF auf das
Wachstum der Nervenzellen ausibt, sehr deutlich ausfiel, behandelte man sogar an
Morbus Parkinson erkrankte Patienten mit intrakraniellen Infusionen von GDNF (Gill,
Patel et al. 2003).
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In der Entwicklung des Pankreas spielt GDNF eine herausragende Rolle bei der
Ausbildung der Innervation des Organs, indem es die Migration und Differenzierung der
neuronalen Zellen steuert (Mufioz-Bravo, Hidalgo-Figueroa et al. 2013). GDNF ist im
gesunden Pankreasgewebe in duktalen Zellen und insbesondere in endokrinen Zellen und
intrapankreatischen Nerven nachweisbar (Ito, Okada et al. 2005). Wie nachfolgend noch
genauer besprochen l6st GDNF hauptséchlich Gber die Bindung an GFRal und RET
Signalkaskaden aus (Airaksinen and Saarma 2002). Da all diese Komponenten auch von
Karzinomzellen exprimiert werden (Liu, Maet al. 2011, Liu, Li et al. 2012, Fielder, Yang
et al. 2018) konnte in einigen Untersuchungen gezeigt werden, dass GDNF die
Entwicklung eines Pankreaskarzinoms durch Beglnstigung der Zellproliferation, der
Invasivitat, sowie der chemotaktischen Migration vorantreibt (Funahashi, Okada et al.
2005, Sawai, Okada et al. 2005, Ceyhan, Demir et al. 2008, Zeng, Cheng et al. 2008, Liu,
Lietal. 2012).

6.2 Neurturin

Neurturin wurde als weiteres Mitglied der GDNF-Familie 1996 identifiziert, und ist zu
etwa 40% mit GDNF identisch (Kotzbauer, Lampe et al. 1996). Es ist ein etablierter
neurotropher Faktor bei verschiedenen Erkrankungen im Hinblick auf Neuropathie und
Neuroplastizitat. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Neurturin und
sein korrespondierender Rezeptor GFRa2 beim Pankreaskarzinom und in Gewebe mit
chronischer Pankreatitis in deutlich erhohten Mengen vorzufinden ist (Demir, Wang et
al. 2012, Wang, Demir et al. 2014).

Generell werden neurotrophe Faktoren nicht als bereits aktive Formen sezerniert, sondern
als sogenannte prépro-Formen in den Ribosomen des rauhen Endoplasmatischen
Retikulums gebildet. Wéhrend des Transportes der Proteine durch die Membran des ERs
wird das pra-Peptid abgespalten, und das Protein wird als pro-Form bezeichnet. Diese ist
immer noch langerkettig als die aktive Form des Proteins. Die pro-Sequenz eines Proteins
wird erst abgespalten, wenn das Protein auch in seiner aktiven Funktion wirken soll. Bei
einigen neurotrophen Faktoren konnte allerdings gezeigt werden, dass sie auch als pro-
Form aktiv an Signalwegen beteiligt sind (Lee, Kermani et al. 2001).

Bei neurotrophen Faktoren der GDNF Gruppe verbinden sich zwei Monomere, nachdem
auch die pro-Sequenz abgespalten wurde, zu einem Homodimer und binden so an den

jeweiligen Rezeptor (Airaksinen and Saarma 2002) .
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6.3 Artemin

Artemin ist als neurotropher Faktor wichtig fir die Entwicklung und Differenzierung von
Nerven in verschiedenen Entwicklungsabschnitten. Zusatzlich fordert es das Uberleben
eines Nerven (Baloh, Tansey et al. 1998, Andres, Forgie et al. 2001). Artemin wird auch
von glatten Muskelzellen entlang der Blutgefdlle sezerniert, um die Migration
sympathischer Nervenfasern in das jeweilige Zielgewebe zu fordern und zu leiten
(Honma, Araki et al. 2002). Es ist auBerdem bekannt, dass geschadigte Nerven beim
Pankreaskarzinom Artemin sezenieren, um Reperaturmechanismen in Gang zu setzen.
Dies hat die negative Folge, dass Tumorzellen moglicherweise auf diesem Wege zur
Lasion geleitet werden, und insgesamt die neurale Invasion weiter angeregt wird
(Ceyhan, Giese et al. 2006).

6.4 Persephin

Persephin, das einige Ahnlichkeit zu GDNF und NTN aufweist, wurde 1998 erstmals als
neurotropher Faktor identifiziert (Milbrandt, de Sauvage et al. 1998). Wéahrend ihm im
Hinblick auf das Uberleben und die Proliferation von Nerven ahnliche Funktionen, wie
anderen neurotrophen Faktoren zugeschrieben werden, ist tiber seine Rolle bei malignen
Erkrankungen bis heute noch wenig bekannt (Baba, Sakamoto et al. 2013). Auch zeigte
sich, dass Persephin nur in einigen wenigen Gewebeproben von pankreatischem

Adenokarzinom nachgewiesen werden konnte (Ito, Okada et al. 2005).

6.5 GDNF-Family Rezeptor

Die neurotrophen Faktoren aktivieren zusammen mit ihrem jeweiligen Rezeptor die
ebenfalls membranstandige Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RET) (Airaksinen and Saarma
2002). Dadurch werden in der Zelle verschiedene Signalkaskaden, wie der
RAS/ERK/MAPK-Pathway, in Gang gesetzt (Wells and Santoro 2009).

Neueren Studien zufolge muss das Konzept, dass ein neurotropher Faktor an einen
spezifischen Co-Rezeptor bindet, tiberdacht werden. Sidorova et al. konnten zum Beispiel
zeigen, dass alle Faktoren der GDNF-Gruppe an GFRal binden kdnnen, und auch auf
diesem Wege Signale weitergeben (Baloh, Tansey et al. 1998, Sidorova, Matlik et al.
2010).
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Abbildung 5 aus (Wells and Santoro 2009) Die Struktur des RET und weiterfilhrende Signalwege.

GFRa-Rezeptoren kdnnen membranstandig (cis-Konfiguration; mit GPI-Anker) oder
geldst im Extrazellularraum vorkommen (trans-Konfiguration) und werden sowohl von
Nerven, als auch von Schwannzellen exprimiert (Paratcha, Ledda et al. 2001). Besonders
der gelosten Form von GFRal wird eine grolRe Bedeutung bei der chemotaktischen

Migration von Karzinomzellen zugeschrieben (He, Chen et al. 2014).
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6.6 NGF

NGF (nerve growth factor), der zur Gruppe der Neurotrophinen gehdrt, bindet an TrkA
(tropomyosin receptor kinase A), aber auch an den p75NTR-Rezeptor (Haas, Fitzner et
al. 2009). Es ist bekannt, dass er als Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir sympathische
und sensorische Nerven fungiert (Kuruvilla, Zweifel et al. 2004). Mittlerweile wurde
mehrfach belegt, dass NGF bei vielen Erkrankungen, insbesondere des Pankreas verstarkt
exprimiert wird (Friess, Zhu et al. 1999, Zhu, Friess et al. 2001, Zhu, Kleeff et al. 2002).
Bei Pankreastumoren korreliert eine hohe NGF Expression mit verstarkter perineuraler
Invasion und starkeren Schmerzen (Zhu, Friess et al. 1999). Auch bei der chronischen
Pankreatitis wird das Nervenwachstum durch NGF und TrkA angeregt und es kommt

verstérkt zu neuropathischen Schmerzen (Friess, Zhu et al. 1999).

7. Fragestellung der Dissertation

wuUntersuchung der Nerv-Sternzell-Interaktion beim Pankreaskarzinom

und der chronischen Pankreatitis.“

Welche neurotrophen Faktoren und Rezeptoren der GDNF-Familie kdénnen

generell von Sternzellen exprimiert werden?

Wie in den vorherigen Kapiteln bereits ausfihrlicher besprochen, gibt es einige
Untersuchungen dazu, dass neurotrophe Liganden und Rezeptoren bei pankreatischen
Krankheitsentitdten in erhdhter Menge vorkommen (Liu, Ma et al. 2012). Durch den
Nachweis, dass hPSC in der Lage sind Artemin zu produzieren (Ceyhan, Bergmann et al.
2007), ruckten die Sternzellen als mogliche Quelle dieser Molekdile weiter in den Fokus

der Forschung.

In welchem Malf3e &ndert sich das Expressionsprofil der neurotrophen Faktoren und

ihrer Rezeptoren im Rahmen der Aktivierung von pankreatischen Sternzellen?

Reagieren die Zellen auf eine Stimulation hin mit einer Zu- oder Abnahme der Expression
einzelner Faktoren? Lassen sich anhand des Expressionsprofils fiur das Verstandnis

pathophysiologischer VVorgédnge mehr oder weniger relevante Faktoren identifizieren?
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Konnten Sternzellen ein neues Ziel in der Therapie pankreatischer Erkrankungen

darstellen?

Obwohl sich die Operationstechniken stetig verbessern, und auch die
Radiochemotherapie immer mehr an Bedeutung in der Therapie des Pankreaskarzinoms
gewinnt, haben sich die Uberlebensraten fiir die Patienten noch nicht zufriedenstellend
verbessern konnen (Amin, Lucas et al. 2013). Ein besseres Verstandnis der
Pathophysiologie ist unabdingbar, um neue Therapieansédtze zu finden, die dringend

erforderlich sind!

Die Hauptprobleme der pathophysiologischen Vorgange beim PCA sind die starke
Fibrosierung des Gewebes und die neurale Invasion der Karzinomzellen. Letzteres ist bei
100 % der Patienten nachweisbar ( Liebl et al. Ann Surg 2014) . Wie sich in den letzten
Jahren gezeigt hat, spielen die pankreatischen Sternzellen bei diesen Vorgéngen eine
wichtige Rolle, indem die desmoplastischen Reaktionen im PCA die Entstehung der
neuralen Invasion positiv zu beeinflussen zu scheinen (Ceyhan et al. Gastroenterology
2009).

Die neurale Invasion der Tumorzellen ist unter anderem darauf zuriickzufihren, dass
Tumorzellen durch die neurotrophen Faktoren zu den Nerven angezogen werden, und so
ihr Einwachsen in die Nervenstrukturen vorangetrieben wird (Gil, Cavel et al. 2010).
Besonders GDNF scheint die Proliferation und Invasivitat der Karzinomzellen dabei
deutlich zu unterstiitzen (Sawai, Okada et al. 2005).

Neurotrophe Faktoren spielen eine wichtige Rolle in der komplexen Pathophysiologie
und koénnten ein entscheidender Schlussel zu einer effizienteren Therapie pankreatischer
Erkrankungen sein. Mdglicherweise lie3en sich dabei neue Wege erschlie3en, einerseits
den neuropathischen Schmerz zu lindern, und andererseits die Invasivitdt von

Karzinomzellen zu verringern.
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8. Material und Methoden

8.1 Zellkultur

8.1.1 Verbrauchsmaterialien

o 96 well Platten: 96 well cell culture plate, Greiner Bio One (Frickenhausen, GER)
e Pipetten: Tip One, Star lab (Hamburg, GER)

e Pipetten, Glas: Serological Pipette, Greiner Bio One (Frickenhausen, GER)

e Reagenzrohrchen: Falcon Rohrchen, Ratiolab (Dreieich, GER)

e Tubes: Reagiergefale Safe Seal, Sarstedt (Nurnbrecht, GER)

e Zellkulturflaschen: Cellstar, 75cm?, Greiner Bio One (Frickenhausen, GER)

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

8.1.2 Gerdte

e Fluoreszenzlampe: HBO 100, Zeiss (Oberkochen, GER)
e Zellkultur: Faster BHA 72, BHA 72M 1013 (Ferrara, Italien)
e Grole Zentrifuge: Centrifuge, 5810 R, Eppendorf (Wesseling- Berzdorf, GER)

e Inkubator: Galaxy 170S, New Brunswick an Eppendorf company (Wesseling-
Berzdorf, GER)

e Primérzellkultur: Faster S.R.L., BHA-48 (Ferrara, Italien)

e Kleine Zentrifuge: Centrifuge, 5415 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, GER)
e Mikroskop 1: Primo Vert, Zeiss (Oberkochen, GER)

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

e Pipet Boy, Integra (Fernwald, GER)

e Vortexer: IKA Works, INC., MS 1 Minishaker (Wimington, USA)
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e Wasserbad: Aqualine AL 18, Lauda (Lauda Konigshofen, GER)

8.1.3 Zellkulturmedium

Die Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, in folgendem Medium kultiviert:
e DMEM High Glucose 4500, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

e 1.1 mit Hams F12, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

e 20% Fetal Bovine Serum, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

e 1% Penicillin-Streptomycin, Bio Reagent, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
e 1% Amphotericin B, Sigma Life Science (St. Louis, USA)

8.1.4 Kultivieren der Zellen

Die Zellen wurden in 10 cm Petrischalen ausgesat und mit 10 ml des Mediums in einem
Zellinkubator in Wasserdampf geséttigter Atmosphére bei 5% CO2 und 37° C kultiviert.

Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium unter sterilen Bedingungen erneuert.

Die Sternzellen wurden nicht passagiert, um eine Verfalschung der Ergebnisse, aufgrund

einer Aktivierung durch die Passage selbst, zu vermeiden.

8.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80% fiir die VVersuche verwendet.

8.2 Gewinnung von pankreatischen Sternzellen

8.2.1 Gewebegewinnung

Fur diese Forschungsarbeit wurden sowohl Sternzellen aus menschlichem Gewebe, als
auch aus Ratten-Pankreas verwendet. Auf die Unterschiede in der Gewinnung wird im
Folgenden eingegangen. Ich erlernte diese und andere Methoden bei Dr. Phoebe Phillips
an der University of New South Wales in Sydney, Australien. Sie ist die dortige Leiterin

der Forschungsgruppe ,,Pancreatic Cancer Translational Research Group®.

Der Ethikantrag fiir die Versuche an humanen und tierischen pankreatischen /Sternzellen

(Nr. 550/16s) wurde von der zustdndigen Ethikkommission zustimmend bewertet.
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Gewebeproben von Patienten

Die Gewebeproben, die fur die Versuche verwendet wurden, wurden Patienten im
Rahmen eines operativen Eingriffes am Pankreas (zum Beispiel chronische Pankreatitis
oder Pankreaskarzinom) entnommen. Die Patienten wurden sorgfaltig tber den Eingriff

und die Verwendung der Proben aufgeklart und willigten freiwillig ein.

Gewebeproben von Versuchstieren

Um tatséchlich ruhende (quiescent) Sternzellen zu isolieren, ist es allgemeiner Konsens
die sogenannte ,,Nycodenz-Methode* zu benutzen (Erkan, Adler et al. 2012). Diese
wurde zuerst von Minoti Apte 1998 beschrieben (Apte, Haber et al. 1998, Vonlaufen,
Phillips et al. 2010). Wie bereits erwéhnt, speichern die Sternzellen im Zellinneren
Vitamin A in Lipidvesikeln. Diese Eigenschaft macht man sich bei der ,,Nycodenz-
Methode* zunutze, indem man die Zellen des Pankreasgewebes aufgrund ihrer Dichte

auftrennt.

Fur diese Versuche wurden Wistar-Ratten verwendet, die zwischen 2 und 6 Wochen alt
waren. Den Ratten wurde handelsubliches Rattenfutter und Wasser ad libitum gegeben.
Sie wurden unter Standardbedingungen bei 24 °C und einem Tag/Nacht Rhythmus von

12 Stunden gehalten.

8.2.2 Material

Outgrowth-Methode

e 50ml Falcon, Ratiolab (Dreieich, GER)

e Kalte PBS-L0dsung, Sigma Life Science (St. Louis, USA)
o Steriles Skalpell, Feather Disposable Scalpel (Osaka, JPN)
e Petrischale

e Kulturmedium
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Nycodenz-Methode nach (Apte, Haber et al. 1998)

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

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

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

Analytische Waage, Analytic AC 210 S, Sartorius (UIm, GER)
Glasgefalie
Unterdruckfilter
0,9% NaCl-Lo6sung
GBSS
Enzymldsung in GBSS + NaCl
o Kollagenase P (Roche Diagnostics Cat # 11213873001) 1.3 mg/ml
o Protease (Sigma Aldrich, Cat # p5147) 1 mg/ml
o Deoxyribonuklease (Roche Diagnostics, Australia) 0.01 g/mi

0.3% Bovines Serumalbumin (BSA; Pierce, Cat # A9418) 0.15 g BSA / 50ml
GBSS + NaCl

Nycodenz (Nycomed Pharma, Oslo, Norway) 2.87 g Nycodenz / 10 ml GBSS —
NaCl

Kulturmedium
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8.2.3 Methode

Outgrowth-Methode

Die Outgrowth-Methode nach Bachem et al. verwendeten wir in modifizierter Weise

ausschlieBlich zur Gewinnung von humanen Sternzellen (Bachem, Schneider et al. 1998).

Das Gewebestlick wurde zunéchst unter sterilen Bedingungen im Operationssaal in kalte
PBS-LoOsung gegeben. Dann wurde es auf eine Zellkulturschale gegeben und mit 2
Skalpellen in kleinere Stiicke zerschnitten (ca. 0,5-1mm?3). AnschlieBend wurde die
Petrischale 10 Minuten lang mit den Gewebestticken in den Inkubator bei 37°C und 5%
CO. gestellt, ohne Medium hinzuzugeben. Dieser Schritt ist notwendig, damit die Stiicke
am Boden der Schale haften bleiben, wenn spater das Medium hinzugegeben wird. Fur
die ,,Outgrowth-Methode* verwenden wir normales Kulturmedium. Mit einer 1ml Pipette
nimmt man Medium auf und beginnt vorsichtig die Gewebestiicke so zu umspiilen, dass
sie sich nicht vom Untergrund l6sen und aufschwimmen. Sind die Gewebestiicke
ausreichend mit Medium bedeckt (bei einer 10 cm Petrischale ca. 7ml), wird die Schale
vorsichtig in den Inkubator gestellt und dort 48 Stunden lang kultiviert. Nach dieser Zeit
lasst sich unter dem Mikroskop beobachten, dass aktivierte Sternzellen, Fibroblasten und
andere Zellen damit beginnen aus dem Gewebe heraus auf den Boden der Petrischale zu
migrieren. Das Medium sollte danach alle 2 Tage gewechselt werden, bis eine
ausreichende Konfluenz erreicht ist, und die Zellen fur Versuche verwendet werden
kdnnen. Die verbleibenden Gewebestlicke schwimmen nach einiger Zeit auf und kénnen

verworfen werden.

Nycodenz-Methode

Die in der Tabelle aufgefiihrten Chemikalien fir die GBSS-L4sung werden auf einer
analytischen Waage abgewogen und in zwei Behalter mit je einem Fassungsvermdégen

von je 500ml gegeben.
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Magnesiumchlorid (MgCl, 6H,0) 0.21 g/l
Magnesiumsulfat (MgSOa; wasserfrei) 0.0342 g/l
Kaliumchlorid (KCI) 0.37 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; wasserfrei) 0.03 g/l
Natriumbikarbonat (NaHCO:3) 2.27 g/l
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPOa4; wasserfrei) 0.112 g/l

Natriumchlorid (NaCl) (nur flr eine der beiden Losungen; GBSS+NaCl) 7 g/l

Tabelle 5 Zusammensetzung einer GBSS-Ldsung

AnschlieBend gibt man zu den Chemikalien 500ml MilliQ-Wasser hinzu und rihrt die
Losungen solange, bis sich die Salze komplett im Wasser gelost haben. Nun gibt man zu
2ml Wasser 0.1126g Kalziumchlorid (CaClz) hinzu und mischt dieses gut. Mit einer
Einmalpipette gibt man nun vorsichtig tropfenweise die Kalziumchloridlésung dem
GBSS hinzu, welches wahrend der Prozedur weiter verrihrt wird. Die Zugabe der
Kalziumchloridlésung sollte so langsam erfolgen, dass sich kein Prazipitat mit dem
gelosten Phosphat formt. Wenn die Losungen gut verriihrt sind, kdnnen sie steril filtriert

werden. Die Losungen kdnnen so bis zu zwei Wochen lang verwendet werden.

Mit den abgewogenen Mengen an Enzymen und 40ml GBSS + NaCl kann nun in einem
50ml Falcon die Enzymldsung angesetzt werden. Diese sollte nicht stark geschuttelt
werden, sondern lediglich durch leichtes Hin- und Herbewegen aufgeldst werden. Am
besten eignet sich hierzu eine rotierende Walze, wie sie auch fir Western-Blots verwendet

wird.

In gleicher Weise verféahrt man mit der BSA-L6sung (50ml GBSS + NaCl), und der
Nycodenz-Losung (10ml GBSS — NaCl).

Nachdem die Ratte getotet wurde, wird das Pankreas reseziert. Fettgewebe sollte entfernt
werden. Unter dem Mikroskop l&sst sich Pankreasgewebe von Fettgewebe deutlich
unterscheiden. Das Resektat wird bis zur Weiterverarbeitung in kalter PBS-Ldsung

aufbewahrt.

Nachdem man die Enzymldsung auf 37°C erwéarmt hat, kann nun mit einer Insulinspritze
das Pankreas mit der Losung so injiziert werden, dass die Lobuli des Pankreas sichtbar
werden. Das Pankreas wird anschlieBend mit 20ml der Emzymlésung in ein 37°C warmes
Schittelbad gestellt. Dies inkubiert man nun 4 Minuten lang bei 160
Umdrehungen/Minute und danach 3 Minuten lang bei 120 Umdrehungen/Minute.



8. Material und Methoden 42

Diese Suspension wird auf einer Petrischale ausgegossen und das Pankreas mithilfe
zweier Skalpelle moglichst fein zerschnitten. AnschlieBend inkubiert man nochmals 7
Minuten lang im Schuttelbad bei 120 Umdrehungen/Minute. Sollte sich das Gewebe nicht
ausreichend auflésen, oder sich beim Zerschneiden starke Klumpen bilden, kann man

zusatzlich 7,5ul DNAse hinzugeben.

Nach der zweiten Inkubation im Wasserbad wird nun die Suspension mehrmals zunachst
mit einer 5ml, dann mit einer 1ml Pipette aufgezogen, um sie weiter zu homogenisieren,

bevor man sie im néachsten Schritt filtert.

Fur diesen Schritt faltet man aus dem 250um Nylon-Mesh einen Filter, und bringt diesen
an einem frischen 50ml Falcon an. Nun wird die Suspension durch das Nylon-Mesh
gefiltert. Nachdem alles gefiltert wurde, spilt man den Filter mit GBSS + NaCl nach, so

dass das Filtrat ein Volumen von insgesamt 45ml erreicht.
Das Falcon wird nun bei 450 x g (1500rpm) und 4°C 10 Minuten zentrifugiert.

Danach wird der fliissige Uberstand abgesaugt, und die verbleibenden Zellen in ...ml der
BSA-LGsung neu aufgeltst. Dieser Schritt dient dem Herauswaschen und damit dem
Inaktivieren der Verdauungsenzyme. Anschliefend wird das Falcon wiederum bei 450 x
g (1500rpm) und 4°C 10 Minuten zentrifugiert.

Die Zeit, die fur das Zentrifugieren bendtigt wird, kann man zur Vorbereitung des

Nycodenz-Tubes verwenden. In diesen gibt man 6ml der BSA-Ldsung.

Nach erfolgter Zentrifugation wird der Uberstand wieder abgesaugt, und die Zellen in
9,5ml der BSA-Lo6sung resuspendiert. Nachdem man durch Mischen wieder eine

homogene Suspension hergestellt hat, gibt man noch 8ml der Nycodenz-L&sung hinzu.

Dieses Gemisch zieht man nun mit einer 20ml Spritze auf und befestigt daran die
abgeschnittene Plastikkantile einer Einmalpipette. Luftblasen missen vollstandig aus der

Suspension entfernt sein.

Nun taucht man mit der Kanile in die BSA-L6sung im Nycodenz-Tube ganz ein, und
schichtet die Nycodenz-Suspension unter die BSA-L6sung. Dieser Schritt muss mit

groRter Sorgfalt durchgefiihrt werden, damit sich die beiden Schichten nicht vermischen.

Der Nycodenz-Tube wird nun 20 Minuten lang bei 2800rpm und 4°C zentrifugiert.
Sowohl die Beschleunigung, als auch die Abbremsung sollten auf ein Minimum
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herunterreguliert sein, damit sich die Schichten nicht durch ruckartige Bewegungen

vermischen.

Nun nimmt man den Tube vorsichtig aus der Zentrifuge heraus. Die Sternzellen haben
sich durch die Zentrifugation aufgrund ihrer Dichte zwischen der wassrigen Schicht und
der Nycodenz-Schicht angesammelt. Sie werden mit einer Pipette abgesaugt, wobei man
die obere wassrige Schicht komplett mit abnehmen kann, und in einem neuen Falcon
gesammelt. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (1500rpm, 4°C, 10 Minuten) kann

das Pellet in Medium resuspendiert werden, und auf Petrischalen ausgeséat werden.

8.3 Proteinchemische Untersuchungen

8.3.1 Verbrauchsmaterialien

o 96-Well Platten: 96-well cell culture plate, Greiner Bio One (Frickenhausen,
GER)

e Schttlerbox: Original GATC Boxle, GATC Biotech AG (Konstanz, GER)
e Filterpapier: Whatman International Ltd. (Maidstone, UK)

e Pipetten: Eppendorf Pipetten Ratiolab (Dreieich, GER)

e PVDF Transfer-Membran: Millipore (Massachusetts, USA)

e Reagenzrohrchen: Falcon-Réhrchen, Ratiolab (Dreieich, GER)

e Rontgenfilm: Fuji Medical X-Ray Film (Dusseldorf, GER)

e Tubes: Reagiergefélle Safe Seal, Sarstedt (NUrnbrecht, GER)

e Whatman Paper: Chromatografie Paper, Whatman (Kent, UK)

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

8.3.2 Chemikalien

e Ammoniumpersulfat, Sigma Life Scienc (St. Louis, USA)

o BCA Protein Assay: Pierce BSA Protein Assay Kit, Thermo Scientific (Dreieich,
GER)
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e ECL Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare (Buckinghamshire,
UK)

e Ethanol, Merck (Darmstadt, GER)

e Glycin, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
e HCI, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e Ripa Buffer, Sigma Aldrich

e Inhibitortabletten: Complete Mini EDTA free Proteinase Inhibitor Cocktail
Tablets, Roche (Basel, CH)

e Methanol, Merck (Darmstadt, GER)

e Milchpulver, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e NacCl, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e Rotiphorese Gel 30, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e SDS: SDS Ultrapure, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e Spectra Multicolor High Range Protein Ladder, Fermentas (St. Leon-Rot, GER)
e TEMED, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

e Tris, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)

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

6x LSB fur 100 ml

4x Upper Tris

4x Lower Tris

SDS Laufpuffer (10x)

Anodenpuffer |

Anodenpuffer 11

Kathodenpuffer

10x PBS

5 9% Milch (in PBST)

7.5 % Milch (in PBST)

PBST

Zusammensetzung:

35 ml Tris HCI

10,28 g SDS

36,2 ml Glycerol

12 mg Bromphenolblau
10 ml 3-2-Mercapto
pH 6,8

1,5 M (=60,8q) Tris
0,4 % (=4 g) SDS

1L HO0

pH 6,8

1,5 M (=181,65 g) Tris
0,4 % (=4 g) SDS
1LHO

pH 8,8

Tris 30,39

Gylcin 144 g

SDS10g

1L HO0

Tris 36,3 0

Methanol 200 ml

1LHO

pH 10,4

Tris 3,03 g

Methanol 200 ml

1L HO

pH 10,4

Tris 3,03 g
e-Amino-capronsaure 5,24 g
Methanol 200 ml

1LHO0

pH 9,4

Natriumchlorid 1,37 M (80g)
Kaliumchlorid 27 mM (29)
Dinatriumhydrogenphosphat 100 mM (14,49)
Kaliumhydrogenphosphat 18 mM (2,49)
pH 7,4

Milchpulver 5 % (=50 g)
Tween 20 0,1 % (=1 ml)

ad 1L PBS

Milchpulver 7,5 % (=75 Q)
Tween 20 0,1 % (=1 ml)

ad 1 L PBS

100 ml 10x PBS
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1 ml Tween 20
ad 1 L HO
Bidest 12,4 ml
4 x Upper Tris 5 ml
AA/BIS 2,7 ml
TEMED 40 pl
10 % APS 60 pl
Bidest 8,1 ml
10 % SDS Polyacrylamidgel 4 x Lower Tris 5 ml
(20 ml) AA/BIS 6,7 ml
TEMED 10 pl
10 % APS 255 pl

4 % Sammelgel (20ml)

10 % Ammonium persulfate 100 mg Ammonium persulfate
1 ml HO

Tabelle 6 Zusammensetzung der Losungen fur Western Blot

8.3.3 Gerate

e Blottingkammer: PegLab Biotechnologie GmbH (Erlangen, GER)

e Entwicklermaschine: Optimax, Protec (Oberstenfeld, GER)

e Magnetrihrer: Laboratory Stirrer/Hot Plate, Corning PC-420D (MEX)
e Netzgerat: Power Pack 25, Biometra (Gottingen, GER)

e Photometer: Multiskan EX, Thermo Scientific (Dreieich, GER)

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

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

e Scanner: Nikon LS-5000 ED (Zurich, CH)

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

e Thermomixer: Comfort 1,5ml, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, GER)
e Ultraschallgerat: Bioruptor Diagenode (Denville, USA)

e Waage: Analytic AC 210 S, Sartorius (Ulm, GER)
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e \Western Blot Laufkammer: Model: 45-1010, Rated: 0-600V, 0-200mA, class I,
PegLab Biotechnologie GmbH (Erlangen, GER)

e Zentrifuge: Centrifuge, 5424 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, GER)

8.3.4 Antikorper

Priméarantikorper:

e GFRal Antikorper (H-70): sc-10716 rabbit (Santa Cruz)
e GFRa2 Antikorper G9415 rabbit (Sigma Aldrich)

e GFRa3 Antikdrper ab8028 rabbit (Abcam)

e GFRo4 Antikorper (C-15): sc-46986 goat (Santa Cruz)

e a-SMA Antikdrper ab5694 rabbit (Abcam)

e Persephin Antikorper (C-17): sc-8684 goat (Santa Cruz)
e Neurturin Antikorper ab8061 rabbit (Abcam)

e Artemin Antikdrper NBP1-46591 rabbit (Novus Biologicals)
e GDNF Antikorper (E-10): sc-398555 mouse (Santa Cruz)
e Smad 2/3 Antikorper 3102S rabbit (Cell Signaling)

e p-Smad 2 Antikdrper 3108S rabbit (Cell Signaling)

o GFAP Antikorper Z0334 rabbit (Dako)

Sekundarantikdrper:

e Amersham ECL anti-rabbit HRP NA9340V (GE Healthcare)
e Amersham ECI anti-mouse HRP NA931V (GE Healthcare)

e ECL anti-goat HRP: sc-2020 (Santa Cruz)
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8.3.5 Methoden
Die Western Blots wurden nach den Publikationen von W. Burnette und U. Laemmli
durchgefuhrt (Laemmli 1970, Burnette 1981).

8.3.5.1 Probenextraktion
Die Zellen wurden bei ausreichender Konfluenz von ca. 80% flir die proteinchemischen

Bestimmungen verwendet. Dazu wurde das jeweils laufende Experiment beendet, das
Medium abgesaugt, und die Petrischale einmal mit PBS berschichtet. Nachdem das PBS
abgesaugt wurde, wurden die Zellen mit 150ul RIPA-Puffer lysiert. Mit einem Cell
Scraper wurden die Zellen nun mechanisch von der Oberflache gel6st und in einem
Eppendorf- oder 1,5ml-Tube gesammelt. Die lysierten Zellen wurden nun bei 13200
Umdrehungen pro Minute 10 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer

Pipette abgesaugt, in einem neuen Geféall gesammelt, und das Pellet verworfen.

8.3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Bevor die Proben fur den Western Blot verwendet werden kdnnen, muss man ihre
Konzentration bestimmen, um gleiche Proteinmengen aufzutragen. Dadurch erlangt man
eine bessere Vergleichbarkeit, wenn mdglichst gleiche Proteinmengen fir die einzelnen
Spuren verwendet werden. Zur Konzentrationsbestimmung verwendet man das BCA
Protein Assay Kit der Firma Pierce. Hierbei mischt man in einer 96 well plate je 5 pl einer
Probe mit 200 pl der BCA-L6sung. Die BCA-LGsung enthélt zweiwertige Kupferionen
(Cu?"), die durch die Proteine zu einwertigen Kupferionen (Cu*) reduziert werden. Cu*
bildet mit Bicinchoninsdure einen Komplex, der sich photometrisch bei einer
Wellenlédnge von 562 nm nachweisen lasst. Anhand einiger Referenzwerte, die durch
definierte Proteinmengen aus Albumin gewonnen werden, l&sst sich rechnerisch mittels
linearer Regression auf die jeweils gesuchte Proteinmenge riickschlieRen. Sowohl fir die
Albumin-Standards, als auch fur die Proben wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt,
und der Mittelwert fir die Berechnungen verwendet. Die Proben und Standards werden
auf eine 96 well plate pipettiert und eine halbe Stunde bei 37 °C in den Inkubator gestellt,

bevor die Werte im Photometer ausgelesen werden.

8.3.5.3 Vorbereitung der Proben
Nach der Konzentrationsbestimmung mischt man 30 pg Protein mit einer entsprechenden

Menge Wasser und 7ul 6x LSB, um auf eine Gesamtmenge von 30 pl zu kommen.
Anschliefend werden die Proben bei 95°C denaturiert.
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8.3.5.4 Gelelektrophorese

Vor dem eigentlichen Blotting mussen die Proteine anhand ihrer GroRe mit der
Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Die hierzu verwendete Methode der sogenannten
diskontinuierlichen Gelelektrophorese geht zurtick auf Leonard Ornstein und Baruch J.
Davis (Davis 1964, Ornstein 1964). Dazu werden 2 unterschiedliche Polyacrylamidgele
vorbereitet: Ein sogenanntes Sammelgel mit einem pH-Wert von 6,8 und ein Trenngel
mit einem pH-Wert von 8,8. Das Trenngel ist durch seine Zusammensetzung feinporiger,
als das Sammelgel. Die beiden Gele werden nach obenstehender Tabelle gemischt und
nacheinander zwischen 2 Glasplatten gegossen, wo sie dann polymerisieren. Wenn die
Gele fertig polymerisiert (nach ca. 15 Minuten) und die Proteinldsungen abgekunhlt sind,
uberschichtet man die Gele mit SDS-Laufpuffer.

In die erste Tasche des Gels wird ein Marker pipettiert. Dieser ist essentiell, um spéater
die Grol3e des gesuchten Proteins abschatzen zu kénnen. In die tbrigen Taschen werden
die weiteren Proben pipettiert.

Die Elektrophorese-Kammer wird nun verschlossen und Strom mit einer Stérke von 25
mA und 120 V (Obergrenze) angelegt. Durch das elektrische Feld wandern nun
Chloridionen als sogenannte Leitionen Richtung Trenngel voraus. Danach folgen die
Proteine und zuletzt Glycinationen des Laufpuffers als Folgeionen. Durch einen
Spannungsgradienten werden die langsameren Proteine beschleunigt, und die rascher
laufenden Proteine vor den Leitionen durch deren negative Ladung abgebremst. Diese
Anordnung bewirkt eine Konzentration der Proteinbande im Sammelgel an der Grenze
zum Trenngel. Hier andert sich nun der pH-Wert, wodurch die Laufgeschwindigkeit der
Glycinationen erhéht wird, und sie den Proteinstapel Gberholen. Die Proteine werden nun
anhand ihres Molekulargewichtes und damit einhergehend anhand ihrer
Laufgeschwindigkeit in dem feinporigeren Trenngel aufgetrennt (Kruger 2004).

Die Elektrophorese wird beendet, sobald der Marker und die LSB-Markierung den
unteren Rand der Platten erreicht haben (nach ca. 2 Stunden).

8.3.5.5 Western Blot
Nach Beendigung der Gelelektrophorese folgt nun das eigentliche Blotting. Fir die

Untersuchungen wurde das sogenannte Semi-dry Blotting verwendet. Das Semi-dry
Blotting bietet gegentiber dem herkdmmlichen Tank Blotting einige Vorteile. Die

Handhabung ist leichter, man verbraucht weniger Pufferlésungen und die Blotting Zeiten
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sind kirzer. AuBerdem kommt es zu einer weitaus geringeren Hitzeentwicklung, weshalb

bei diesem System auch keine extra Kiihlung notwendig ist.

Tovey und Baldo zeigten in lhrer Publikation 1987 bereits, dass der Proteintransfer mit
der Semidry-Methode effizienter verlauft, und sich die Proteine sensitiver anfarben lassen
(Tovey and Baldo 1987).

Es werden 6 Filterpapiere mit Anodenpuffer 1, 3 Filterpapiere mit Anodenpuffer 2 und 6
Filterpapiere mit Kathodenpuffer getrankt. Die Membran wird kurz (ca. 3 Sekunden) in
Ethanol aquilibriert und dann in Anodenpuffer 2 gelegt. In die Blot-Kammer werden nun
zuunterst die Filterpapiere mit Anodenpuffer 1, dann die Filterpapiere mit Anodenpuffer
2, dann die Membran, dariiber das Gel und zuletzt noch die Filterpapiere mit
Kathodenpuffer gelegt, und die Kammer gut verschlossen. Beim Einlegen der einzelnen
Schichten muss darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen bilden, da diese sonst
als blinder Fleck auf dem spéateren Film zu sehen sein werden. An die Kammer wird nun
eine Stunde lang eine Spannung von 70 mA pro Gel bei einer Spannungsobergrenze von
30 V angelegt.

8.3.5.6 Behandlung mit Antikorpern
Nach dem Blotting muss die Membran zuerst eine Stunde lang in 7,5 %iger Milch

geschwenkt werden. Dieser Schritt dient der Blockade unspezifischer Bindungsstellen.
Anschliefend wird die Membran zusammen mit dem Primarantikorper in der jeweiligen

Verdinnung im Kuhlschrank bei 4 °C tber Nacht inkubiert.

Am nédchsten Tag folgen dreimal ein jeweils 10 minutiger Waschschritt, um ungebundene
Antikorper zu entfernen, bevor die Membran 45 Minuten lang mit dem
Sekundarantikdrper inkubiert wird. Dieser Sekundarantikdrper tragt eine Markierung, mit
der die Position des Antigens, sprich des Proteins, auf der Membran sichtbar gemacht
werden kann. Die Markierung ist das sogenannte HRP (engl. horseradish peroxidase, zu
deutsch Meerettichperoxidase). Dieses Enzym katalysiert spéter in Reaktion mit dem
ECL die Oxidation von Luminol und 16st dadurch eine Chemilumineszenz aus, die auf

dem Rontgenfilm abgebildet wird.
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Antikorper Verdlnnung
GFRal 1:1000
GFRa2 1:1000
GFRa3 1:1000
GFRa4 1:1000
Persephin 1:1000
Neurturin 1:2000
Artemin 1:2000

GDNF 1:1000

Smad 2/3 1:1000
p-Smad 2 1:1000

GFAP 1:1000

ECL anti-rabbit HRP 1:2000-1:5000
ECL anti-mouse HRP 1:2000-1:5000
ECL anti-goat HRP 1:2000-1:5000

Tabelle 7 Verdiinnungen der Antikorper fiir Western Blot

Es folgen nochmals 3 Waschschritte, um den zweiten Antikorper auszuwaschen und

anschlieRend eine 10 minitige Spulung in PBST.

8.3.5.7 Entwicklung der Membran
Die Membranen werden zunéchst eine Minute lang in ECL Western Blotting Detection

Reagent geschwenkt. Anschlielend werden sie zusammen mit einem Rotgenfilm in eine

Entwicklungskassette gelegt und bei verschiedenen Expositionszeiten entwickelt.

8.3.5.8 Stripping
Um fertig geblottete Membranen flir mehrere Untersuchungen zu verwenden, kann man

diese ,,strippen, d. h. man entfernt die gebundenen Primar- und Sekundarantikorper.
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Dazu verwendeten wir das sogenannte ,,Mild-Stripping-Protokoll*“ der Firma Abcam.

Zunéchst mischt man dazu folgenden Puffer:
e 159 Glycin
e 1gSDS
e 10ml Tween 20

Das Volumen wird zu insgesamt 1L mit Milli-Q Wasser aufgefullt, und ein pH-Wert von
2,2 eingestellt. Nun wird die Membran mit dem Puffer berschichtet und ca. 10 Minuten
lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird der Puffer verworfen, und die Membran
nochmals mit frischem Puffer wiederum 10 Minuten lang inkubiert. AnschlieBend wird
die Membran zweimal 10 Minuten lang mit PBS und zweimal 5 Minuten lang mit TBST
gewaschen. Bevor nun ein neuer PriméarantikOrper auf die Membran gegeben werden

kann, muss diese wieder mit 7,5 %iger Milch geblockt werden.

8.4 RNA-Untersuchungen

8.4.1 Verbrauchsmaterialien

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

e (RT-PCR Abklebefolie: Adhas. PCR Folie, stark klebend, Sarstedt (Nurnbrecht,
GER)

e (RT-PCR Platten: LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Roche (Basel, CH)

e Tubes: Reagiergefalle Safe Seal, Sarstedt (Nurnbrecht, GER)

8.4.2 Chemikalien und Kits
e QIlAshredder, Qiagen Cat. No. 79654
e RNeasy Plus Mini Kit, Quiagen Cat. No. 74134
e [(-Mercaptoethanol , Sigma

e Cell-Scraper, Cell Lifter, Costar (Washington, USA)
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cDNA Kit: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems
(Californien, USA)

PCR-Tubes

96 well cell culture plate, Greiner Bio One (Frickenhausen, GER)
Folie

Agarose: Agarose Broad Range, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
dNTPs, Promega (Madison, USA)

Ethidium Bromide, Merck (Darmstadt, GER)

GoTaq DNA Polymerase, Promega (Madison, USA)

GoTaq Flexi Puffer, Promega (Madison, USA)

Mastermix: LightCycler 480 SYBR Green | Mastermix, Roche (Basel, CH)
Nuclease-Free water: Ambion, Invitrogen (Darmstadt, GER)
RNAse away: Molecular Bio Products (San Diego, USA)

Rneasy Plus Mini Kit, Qiagen (Hilden, GER)

8.4.3 Gerdte

LightCycler® 480, Roche (Basel, CH)
Nanodrop: Nanodrop 2000, Thermo Scientific (Dreieich, GER)
PCR Maschine: Mastercycler, Eppendorf (Wesseling- Berzdorf, GER)

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

Thermomixer comfort, Eppendorf (Wesseling- Berzdorf, GER)
UV Kammer: Geno Smart, VWR (Darmstadt, GER)

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



8. Material und Methoden 54

8.4.4 Primer

Cyclophyllin B forward primer: 5 -TGTGGTGTTTGGCAAAGTTC
reverse primer: 5 -GTTTATCCCGGCTGTCTGTC
GFRal forward primer:  5° —-GCACAGCTACGGGATGCTCTTCTG
reverse primer:  5°—
GTAGTTGGGAGTCATGACTGTGCCAATC

GFRa3 forward primer:  5° —-CAGCGCCACCTCTGCCTAGCCCAG
reverse primer.  5°—-CATGGCAGTCCCAATCAGCCCCAG
Vimentin forward primer:  5° -GCCGAGGAATGGTACAAGT
reverse primer:  5°—CTCTTCCATTTCACGCATCT
Artemin forward primer: 5 -TACTGCATTGTCCCACTGCCTCC
reverse primer:  5°-TCGCAGGGTTCTTTCGCTGCACA
a SMA forward primer:  5° ~ACTGGGACGACATGGAAAAG
reverse primer: 5 —CATCTCCAGAGTCCAGCACA
GDNF forward primer: 5 ~AAAAATCGGGGGTGCGTCTTA
reverse primer.  5°—CATGCCTGGCCTACCTTGTCA
GAPDH forward primer: 5 -TGGAGTCTACTGGCGTCTT
reverse primer: 5 -TGTCATATTTCTCGTGGTTCA
Neurturin forward primer: 5 —-CAGCGGAGGCGCGTGCGCAGAGA
reverse primer.  5° -CGGCTGTGCACGTCCAGGAAGGA
Persephin forward primer: 5 -TGTCACAATGGCTGCAGGAAGAC

reverse primer. 5 ~AGCTCAGCCACTGGTAGGGTCAG
Collagenase 1a  forward primer: 5°-TTCCCTGGACCTAAGGGTACT
reverse primer: 5 -TTGAGCTCCAGCTTCGCC
Hif 1 a forward primer: 5 —ATCTGAGGACACGAGCTGCC
reverse primer: 5 -GCATCGGGCTCTTTCTTAAGC

Tabelle 8 Primer fur gRT-PCR

8.4.5 Methode

8.4.5.1 Isolation der RNA
Das Kulturmedium wird aus den Petrischalen abgesaugt, und die Schale einmal mit PBS

gewaschen. Dieser Schritt ist wichtig, um mdglichst wenig Kulturmedium in die
folgenden Abschnitte zu tbertragen, da sie die Lyse der Zellen und damit die Ausbeute

an RNA negativ beeinflussen kdnnen.

Man pipettiert 600 pl Buffer RLT Plus auf die Zellen, woraufhin diese sich von der Platte

mit einem Cell Scraper leicht l16sen lassen, und sammelt sie in einem 1,5 ml Tube.

Zur eigentlichen Isolation der RNA wurde das kommerzielle RNeasy Mini Kit der Firma
Qiagen verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte exakt nach Angaben des Herstellers. Dabei
wird das Lysat zun&chst auf eine Silica-Membran gegeben, die sich in der sogenannten

spin-column befindet. Die RNA bindet an diese Membran, und durch mehrere Wasch-
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und Zentrifugationsschritte konnen die restlichen Bestandteile des Lysates entfernt
werden. Abschlie’end wird die gereinigte RNA mit Wasser von der Membran geldst und

in einem Tube gesammelt.

8.4.5.2 DNAse-Verdau
Um die RNA-Proben vor der Umschreibung in DNA von bereits enthaltener DNA zu

reinigen, verwendeten wir das Protokoll zum DNase-Verdau von der Firma Promega.
Hierzu mischt man 1-8ul in Wasser geloste RNA, 1ul RQ1 RNase-Free DNase 10x
Reaction Buffer, 1u/ug RQ1 RNase-Free Dnase und gibt bis zu einem Gesamtvolumen
von 10ul nukleasefreies Wasser hinzu. Anschlielend wird das Gemisch be 37°C 30
Minuten lang inkubiert. Zum Abbruch der Reaktion gibt man 1l der RQ1 DNase Stop
Solution hinzu. Mit dieser inkubiert man schlieBlich die Proben bei 65°C 10 Minuten

lang.

8.4.5.3 Konzentrationsbestimmung der RNA-L&sungen
Zur  Konzentrationsbestimmung der RNA-LOsungen wurde das UV/Vis-

Spektralphotometer NanoDrop der Firma Peqlab verwendet. Hierbei wurde 1ul der Probe

unverdinnt gemessen.

8.4.5.4 Reverse Transkription
Nachdem die RNA nun fertig aufbereitet ist, kann man sie mit Hilfe der reversen

Transkription in cDNA umschreiben. Hierzu verwendet man das High-Capacity Reverse

Transcription Kit von Applied Biosystems.

Zur Herstellung des Master Mixes gibt der Hersteller folgende Angaben an.

Komponenten Volumen (ul) / Reaktion
10X RT Buffer 2

25X dNTP Mix (100mM) 0,8

10X Random Primers 2

Multi Scribe Reverse Transcriptase 1
Nukleasefreies H,O 4,2

Tabelle 9 Zusammensetzung des Master Mixes fiir die reverse Transkription

Es werden nun jeweils 10 pl Master Mix und 10 pl RNA in individuelle PCR-Tubes
pipettiert und kurz zentrifugiert. AnschlieBend stellt man die Tubes in einen

Thermocycler bei folgendem Protokoll.
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25°C 10 Minuten

37°C 120 Minuten

85°C 5 Minuten

4°C Zum Abkuhlen und voribergehender Lagerung

Tabelle 10 Thermocycler-Protokoll

8.4.5.5 Quantitative Real-Time PCR
Das Prinzip der Real-Time PCR geht zuriick auf Russell Higuchi (Higuchi, Dollinger et

al. 1992). Im Gegensatz zur herkdbmmlichen Polymerasekettenreaktion kdnnen bei der
gRT-PCR die Produkte genau quantifiziert werden. Durch Zugabe eines
Fluoreszenzfarbstoffes (hier SYBR Green I), der mit doppelstrangiger DNA interkaliert,

kann nach den einzelnen Elongationsschritten die Zunahme an dsDNA bestimmt werden.

Fur die Durchfihrung der gRT-PCR wurde nach Herstellerangeben folgender

Reaktionsansatz (pro well) verwendet:

cDNA (Verdunnung: 5 ng/ul) 5ul
LightCycler 480 SYBR Green Mastermix 10 pl
forward primer 1l
reverse primer 1l
Nuklease freies H20 3ul

Tabelle 11 Reaktionsansatz fir gRT-PCR

Zur Uberpriifung der Ergebnisse, und um die Messgenauigkeit zu erhéhen, wurden fir
jede einzelne Probe Duplikate angefertigt, und bei der Auswertung der Mittelwert

herangezogen.

Fir die qRT-PCR Untersuchungen wurde der LightCycler 480 der Firma Roche

verwendet. Dabei wurden folgende Schritte durchlaufen:
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Denaturierung 5 Min., 95 °C
PCR 10 sec., 95 °C
15 sec., 60 °C (Annealing)
15sec., 72 °C
Schmelzkurve 5sec., 95 °C
1 Min., 65 °C
durchgehend, 97 °C

Kihlung 30 sec., 40 °C

Tabelle 12 LightCycler 480 Protokoll

8.4.5.6 Quantifizierung

1 Zyklus

50 Zyklen

1 Zyklus

1 Zyklus

Fur die Auswertung der gRT-PCR wurde die herstellereigene Software verwendet, die
nach der Pfaffl-Methode operiert (Pfaffl 2001). Zur Erstellung der Graphiken wurden

Microsoft Excel und GraphPad verwendet.

Als Housekeeping-Genes wurden sowohl Cyclophyllin B, als auch GAPDH verwendet,

wobei sich letztendlich fiir Cyclophyllin B entschieden wurde, da dies einen friiheren

Anstieg der Fluoreszenzzunahme zeigte. Die Ergebnisse mit GAPDH fielen allerdings

ahnlich aus.

8.5 Immunfluoreszenz-Untersuchungen

8.5.1 Verbrauchsmaterialien

e Glasplattchen/Coverslips

8.5.2 Chemikalien

e Formaldehydlésung (4 % PFA in PBS)
e PBS
e PBST (PBS + 0,1 % Tween-20)

e Triton X 100-L6sung (0,5 % Triton X 100 in PBS)
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e NGS
e Mounting Medium

8.5.3 Gerate

Mikroskop, Observer Z1, Zeiss (Oberkochen, GER)

8.5.4 Antikorper

Primare Antikorper:
e o-SMA Antikorper ab5694 rabbit (Abcam)

e GFAP Antikorper Z0334 rabbit (Dako)
e Neurturin Antikorper ab8061 rabbit (Abcam)
e Vimentin Antikdrper (H-84): sc-5565 rabbit (Santa Cruz)

Sekundare Antikorper:
e Alexa Flour 488 goat anti mouse 1gG (H+L) 1:500

e Alexa Flour 488 goat anti rabbit IgG (H+L) 1:500
e Alexa Flour 594 goat anti rabbit 1gG (H+L) 1:400
o DAPI

8.5.5 Methode

Fur die Immunfloureszenzfarbungen werden die Zellen direkt auf kleine Glasplattchen
ausgesat. Diese werden bei ausreichender Konfluenz mit PBS mit 4 % Formaldehyd

uberschichtet und 15 Minuten lang bei Raumtemperatur fixiert.

Zur Entfernung des Formalins folgt ein Waschschritt mit PBS. Danach gibt man 1 ml
Triton X 100 auf die Plattchen und lasst es 10 Minuten einwirken. Es folgt ein weiterer
Waschschritt mit PBS. Nun werden die Plattchen mit 1 ml NGS flr 45 Minuten inkubiert.
Dies dient dhnlich der VVorgehensweise beim Western Blot zur Blockade unspezifischer

Bindungsstellen.

Nun konnen ein oder mehrere Primarantikorper in der jeweiligen Verdinnung auf die
Zellen pipettiert werden und 1 Stunde lang inkubiert werden. Danach wird das

Antikorpergemisch abgesaugt, und die Pl&ttchen dreimal mit PBST gewaschen.

Da die Sekundarantikorper lichtempfindlich sind, empfiehlt es sich die folgenden Schritte

an einem lichtgeschutzten Platz durchzufuhren. Nach den Waschschritten werden nun die
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Gemische mit den Sekundarantikérpern auf die Zellen gegeben und wiederum 45

Minuten inkubiert.

Die Plattchen werden zweimal mit PBST gewaschen und final mit einem Tropfen

Mounting Medium auf einen Objekttrager aufgebracht.

8.6 Statistik

Alle Untersuchungen wurden falls nicht anders angegeben mindestens 3 mal unabhangig
voneinander durchgefiihrt, und die Ergebnisse mittels t-Test berechnet. Zur Berechnung
und Darstellung der Ergebnisse als Graphiken wurde die Software GraphPad Prism

verwendet.
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9. Ergebnisse

9.1 Charakterisierung der pankreatischen Sternzellen

Wie im Kapitel Material und Methoden erldutert, lernte ich die Technik zur Gewinnung
von pankreatischen Sternzellen bei Forschungspartnern in Australien. Nachdem sich die
Methodik in unserem Forschungslabor etabliert hatte, war es zunédchst notwendig die
gewonnenen Zellen korrekt zu charakterisieren, bevor weitere Versuche durchgefihrt
werden konnten. Die pankreatischen Sternzellen sollten eine hohe Homogenitat
aufweisen und frei von anderen Kontaminationen sein. Ein wichtiger Aspekt war zudem

den Aktivierungszustand der Zellen nachvollziehen zu kdnnen.

A

Abbildung 6 Phasenkontrast-Mikroskopie frisch isolierter (A) und aktivierter (B) pankreatischer
Sternzellen

Ein wichtiger Marker fir ruhende Sternzellen ist das Vorhandensein von Vitamin A-
Lipid-Tropfchen im Zellkorper (Apte, Haber et al. 1998, Bachem, Schneider et al. 1998,
Pinzani 2006). Diese sind mittels Phasenkontrast-Mikroskopie am ersten Tag nach der
Isolation deutlich zu erkennen. Im Laufe der Aktivierung sind sie spater nicht mehr
nachzuweisen. Durch die Aktivierung &ndert sich auBerdem das Erscheinungsbild der
Zellen. Man kann bereits ohne spezielle Anfarbung die lamellierte Oberflachenstruktur,
die durch die Aktin-Filamente zustande kommt, erkennen.
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od 2d 3d 5d 14d Zellernte
#'—T*l% ‘Western Blotting,
Nycodenz-Isolation +/-TGFb  24h TGFb aktivierte PSC

und Fibroblasten

Die erste Probe wurde direkt nach der Isolation ohne vorherige Aussaat auf
Petrischalen untersucht. Diese Probe ist wichtig, um wirklich ruhende
(1) 0d rPSC Sternzellen charakterisieren zu konnen. Allerdings ist es durchaus denkbar,
dass sich in diesem Lysat auch noch andere Bestandteile, wie zum Beispiel
Azinuszellen befinden. Im Laufe der Kultivierung sterben diese Zellen
normalerweise ab, sodass man Sternzellen in Reinkultur erhalt.

(2) 3drPSC Die zweite Probe wurde nach 3 Tagen in Kultur gewonnen.

(3) 3d rPSC+TGF-B Bei der dritten Probe wurden die Sternzellen 24 Stunden zuvor zusétzlich
mit TGF-p stimuliert, und anschlieBend ebenfalls an Tag 3 lysiert.

(4)5drPSC Die 4. Probe steht fir Sternzellen, die sich 5 Tage lang in Kultur befanden.

Fir die 5. Probe wurden zum Vergleich Fibroblasten verwendet, die wahrend
(5)14dFB der Zell-Isolation im Filter zuriickgeblieben waren und 14 Tage lang
kultiviert wurden.

Abbildung 7 Genereller zeitlicher Verlauf der Gewinnung der Proben nach Isolation der Zellen.
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Abbildung 8 Untersuchung der Expression von a-SMA bei rPSC mittels Western Blot

Werden die Sternzellen aktiviert, fangen sie verstérkt an a-SMA zu exprimieren. a-SMA
ist kein spezifischer Marker flr Sternzellen, sondern wird ebenso von Myofibroblasten,
glatten Muskelzellen und anderen Zellen gebildet. Allgemein wird die Expression von a-
SMA eher als Zeichen der Transdifferenzierung zu myofibroblasten-ahnlichen Zellen
angesehen, als ein genauer Marker des Grades der Aktivierung. Wie man in Abbildung 8
sehen kann, konnte direkt nach der Isolation (0 d rPSC) mittels Western Blot noch kein
a-SMA nachgewiesen werden. Nach 3 Tagen in Kultur (3 d rPSC) zeigt sich bereits eine
leichte Zunahme der Expression von a-SMA. Eine weitere Zunahme der Expression von
a-SMA ergibt sich nach zuséatzlicher Stimulation mit TGF-$ (3 d rPSC + TGF-B) und
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nach 5 Tagen in Kultur (5 d rPSC). Zur Korrelation wurden auch Fibroblasten untersucht,
die sich 14 Tage lang in Kultur befanden (14 d FB). Diese zeigten eine sehr deutliche
Expression von a-SMA. Das Lysat aus Rattenhirn, das als Negativkontrolle diente, zeigte
kein Signal fiir a-SMA.

A B kDa anti-GFAP (1:1000)
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Abbildung 9 Untersuchung der Expression von GFAP bei rPSC
A: Abbildung des Herstellers aus www.schio.de/datasheet-6170-gfap-c-19-antibody.html
B: Untersuchung der Expression von GFAP bei rPSC mittels Western Blot

Ein Marker, der spezifischer flr Sternzellen ist und von Fibroblasten nicht exprimiert
wird, ist GFAP. Direkt nach der Isolation lasst sich GFAP bei ruhenden pankreatischen
Sternzellen (0 d rPSC) noch nachweisen. Nach Aktivierung (3 d rPSC) ist GFAP dann
nicht mehr im Western Blot zu detektieren. Auch die Fibroblasten (14 d FB) zeigen keine
Expression von GFAP. Einen deutlichen Nachweis von GFAP erhalt man im Lysat von

Rattenhirn, das hier als Positivkontrolle fungiert.
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Abbildung 10 Auswertung der gqRT-PCR zur Analyse der Expression von Vimentin bei rPSC
Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

24h: rPSC nach 24h Hypoxiebehandlung (mean 1,67 + sem 0,83; n=5)

TGF: rPSC nach einmaliger Stimulation mit TGF-p (mean 2,14 + sem 0,68; n=3)

Ein weiterer Marker der Sternzellen ist eine stdndige Expression von Vimentin. Diese

liel3 sich auch, wie in Abbildung 10 zu sehen ist, hier demonstrieren.
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Abbildung 11 Immunfluoreszenz von rPSC 1 Tag nach Isolation

Zur Korrelation der beiden wichtigsten Marker (a-SMA und GFAP) wurden die Zellen
auch mit Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Die frisch isolierten Zellen zeigen
unter dem Fluoreszenzmikroskop eine schwache Farbung fiir a-SMA (rot) und eine
deutliche Féarbung fur GFAP (grun). Die Farbung mit DAPI (blau) wurde durchgefthrt,
um die Zellkerne kenntlich zu machen.
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Abbildung 12 Immunfloureszenzfarbung von ruhenden und aktivierten rPSC

In der Abbildung 12 sind a-SMA rot, GFAP grin und die Zellkerne blau dargestellt. Bild
A wurde nach einem Tag in Kultur aufgenommen. Die Zellen zeigen hier eine deutliche
Farbung fur GFAP. Bild B spiegelt die Situation nach 5 Tagen in in vitro Kultur wider.
GFAP lasst sich hier weniger ausgepragt erkennen. Dafiir sind die Aktin-Filamente (rot)

sehr deutlich bei allen Zellen sichtbar.

Auf Bild C sient man aktivierte rPSC, bei denen a-SMA griin, und Neurturin rot
dargestellt sind. Bild D zeigt aktivierte Sternzellen mit rot angefarbtem Vimentin und

blau angeféarbten Zellkernen.

9.2 Stimulation der Zellen

Um zu untersuchen, in welchem Mal3e sich das Expressionsprofil der neurotrophen
Faktoren und ihrer Rezeptoren im Rahmen der Aktivierung von pankreatischen
Sternzellen verdndert, wurden Versuche sowohl an ruhenden Zellen, als auch an

aktivierten Zellen durchgefiihrt und diese miteinander verglichen. Durch Untersuchungen



9. Ergebnisse 66

an humanen und tierischen Sternzellen konnten in den letzten Jahren diverse autokrine
und parakrine Faktoren als Regulatoren der Aktivierung von Sternzellen identifiziert
werden (Omary, Lugea et al. 2007). Im Wesentlichen gehoren dazu Zytokine wie
Interleukin-1 und TNF-0, Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF-p, aber auch andere
Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren (Apte, Haber et al. 1999, Luttenberger,
Schmid-Kaotsas et al. 2000, Schneider, Schmid-Kotsas et al. 2001, Shek, Benyon et al.
2002). Auch eine Behandlung mit Alkohol, sowie eine Inkubation unter hypoxischen
Bedingungen fiihren zu einer Aktivierung der Zellen (Apte, Phillips et al. 2000,
Masamune, Kikuta et al. 2008).

9.2.1 Stimulation mit TGF-p

Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre haben sich mit den intrazelluldren
Vorgéngen der Aktivierung pankreatischer Sternzellen beschéftigt. Hierbei zeigte sich,
dass insbesondere PDGF und TGF-f eine Schliisselrolle zuteilwird (Mews, Phillips et al.
2002, Masamune and Shimosegawa 2009). Neben der Aktivierung der Zellen nimmt
TGF-B auBerdem Einfluss auf andere Zellfunktionen wie zum Beispiel der Produktion
extrazelluldrer Matrix, der Expression von a-SMA und einige mehr. Durch die Bindung
von TGF- an seinen Rezeptor werden Smad 2 und 3 phosphoryliert und fuhren
letztendlich zur Transkription der Zielgene (Nakao, Imamura et al. 1997, Ohnishi, Miyata
et al. 2004, Aoki, Ohnishi et al. 2007, Masamune and Shimosegawa 2009).

Um den Effekt der in vitro Behandlung mit TGF-B zu demonstrieren, wurden sowohl
Zellen, die aus Ratten mittels Nycodenz-Methode gewonnen wurden, als auch humane
Zellen aus der Outgrowth-Methode untersucht. Es ist bereits bekannt, dass humane
Sternzellen und Sternzellen aus Ratten aus Primdrkultur gleichermaBen auf TGF-B
reagieren (Haas, Fitzner et al. 2009). So konnte im Western-Blot nach Stimulation bei

beiden Kulturen vermehrt Smad nachgewiesen werden.
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Abbildung 13 Vergleich des Einflusses von TGF-B auf Sternzellen aus unterschiedlichen
Isolationsmethoden

A: Western-Blot mit Zelllysaten von hPSC, die durch die Outgrowth-Methode gewonnen wurden.
Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

10 min.: 10 minutige Behandlung mit TGF-B (value 7,14; n=1)

30 min.: 30 minitige Behandlung mit TGF- (value 7,33; n=1)

B: Western-Blot mit Zelllysaten von rPSC, die durch Dichtegradienten-Methode gewonnen wurden.
Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

10 min.: 10 minitige Behandlung mit TGF-B (value 3,38; n=1)

30 min.: 30 mindtige Behandlung mit TGF- (value 8,03; n=1)

Wie Dbereits beschrieben ist TGF-f unter anderem von grofer Bedeutung in der
Expression von a-SMA. Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, konnte bei Sternzellen mittels
gPCR und Western Blot nach Stimulation ein signifikanter Anstieg der Expression von

a-SMA nachgewiesen werden. Dieser Test hat sich mittlerweile als Kontrolle fur die
Aktivierung von Sternzellen in der Wissenschaft etabliert (Lee, Xu et al. 2015).
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Abbildung 14 Auswertung einer gRT-PCR und Western Blot zum Vergleich der Expression von a-SMA
bei nicht-stimulierten und stimulierten Sternzellen.

Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1 £ sem 0,12; n=7)
3XTGF-B: mit TGF-B stimulierte rPSC (mean 1,47 £+ sem 0,14, n=7, p-value 0,02)

9.2.2 Stimulation durch Hypoxie

Im Rahmen der pathophysiologischen Vorgange beim Pankreaskarzinom und der
chronischen Pankreatitis kommt es zu fibrotischen Umbauvorgédngen und damit
einhergehender Hypovaskularisierung, sodass das umgebende Milieu zunehmend
hypoxischer wird (Koong, Mehta et al. 2000, Buscail, Bournet et al. 2015). Um zu
simulieren, welche Auswirkungen die hypoxischen Bedingungen auf die Sternzellen
haben, wurden ruhende Sternzellen aus Rattenpankreas isoliert und 4 Tage lang bis zu
ausreichender Konfluenz kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen, wie im Kapitel 8
beschrieben, mit serumfreiem Medium in einer Hypoxiekammer weiter Kkultiviert. Die
zellulare Antwort auf Hypoxie wird vor allem durch HIF-1 reguliert. HIF-1 besteht aus o
und B Untergruppen. Wéhrend die f Untergruppe fortwdhrend exprimiert wird, wird die
a Untergruppe bei Normoxie abgebaut. Thre Aktivitét ist also sozusagen ein zelluldrer
Marker fiir Gewebehypoxie (Semenza 2000, Masamune, Kikuta et al. 2008, Masamune
and Shimosegawa 2009, Palazon, Goldrath et al. 2014). Durch Untersuchungen mittels
gRT-PCR konnte demonstriert werden, dass die Sternzellen mit einer deutlich starkeren

Expression von HIF-1-o auf Hypoxie reagieren.
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Abbildung 15 qRT-PCR zur Analyse der Expression von HIF-1-a bei rPSC bei unterschiedlich langer
Kultivierung in der Hypoxiekammer.

Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

6 h: 6 stiindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 1,1; n=1)

12 h: 12 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 1,51 £ sem 0,22; n=2)

24 h: 24 stiindige Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 1,75 £ sem 0,68; n=4)

36 h: 36 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 4,60 £ sem 3,44; n=2)

9.3 Analyse der neurotrophen Faktoren und ihrer Rezeptoren

Nachdem die Methodik zur Isolation ruhender Sternzellen etabliert war und gezeigt
werden konnte, dass die Zellen in Kultur durch die Behandlung mit TGF-p und Hypoxie
adaquat aktiviert werden, wurde nun im Folgenden die Expression der verschiedenen

neurotrophen Faktoren und Rezeptoren untersucht.

9.3.1 NGF

Zunéchst beschaftigte man sich mit dem Faktor NGF. Haas et al., konnten zeigen, dass
pankreatische Sternzellen, die mit TGF-p stimuliert wurden, verstarkt NGF und seine
korrespondierenden Rezeptoren exprimieren (Haas, Fitzner et al. 2009). Friess et al.
untersuchten die Expression von NGF im Zusammenhang mit der chronischen
Pankreatitis und fanden unter anderem eine erhohte mRNA-Expression in
metaplastischen duktalen Zellen, sowie Azinuszellen (Friess, Zhu et al. 1999). Weitere
Untersuchungen von Ceyhan et al. zeigten, dass NGF eine wichtige Funktion im Hinblick
auf die Entwicklung neuropathischer Schmerzen beim Pankreaskarzinom innehat
(Ceyhan, Schéfer et al. 2010).
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Bei den vorliegenden Versuchen wurden die Sternzellen mit einer Dosis von 1 pg/ml
TGF-pB behandelt oder in der Hypoxiekammer kultiviert. Mittels gRT-PCR konnten nur
relativ geringe Werte fir NGF nachgewiesen werden. Auch konnte keine relevante
Zunahme der Expression im Verlauf der Aktivierung beobachtet werden. Fir einen

aussagekraftigen Nachweis mit Western Blot waren die Mengen leider zu gering.
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Abbildung 16 Untersuchung des Faktors NGF mittels gRT-PCR mit rPSC
A: nach Behandlung mit TGF-f

Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

6 h: 6 stiindige Behandlung mit TGF-p (value 0,83; n=1)

12 h: 12 stundige Behandlung mit TGF- (value 0,97; n=1)

24 h: 24 stindige Behandlung mit TGF-p (value 1,49; n=1)

B: Kultivierung in der Hypoxiekammer

Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

12 h: 12 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 0,83; n=1)

24 h: 24 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 0,64 + sem 0,17; n=2)
36 h: 36 stiindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 1,38; n=1)

72 h: 72 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 1,71; n=1)

9.3.2 GDNF

Western Blot
Auf proteinchemischer Ebene konnte der Faktor GDNF mit den zur Verfiigung stehenden

Antikorpern leider nicht nachgewiesen werden.
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qRT-PCR
Bei den Versuchen unter hypoxischen Bedingungen im Hinblick auf GDNF zeigte sich

auf mMRNA-Ebene eine tendenzielle, nicht signifikante Zunahme der Expression im

zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 17 Untersuchung des Faktors GDNF mittels gRT-PCR.

Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 0,48 £+ sem 0,37; n=2)

12 h: 12 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 0,61; n=1)

24 h: 24 stiindige Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 0,81 + sem 0,21; n=2)
36 h: 36 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 1,22; n=1)

72 h: 72 stindige Inkubation in der Hypoxiekammer (value 1,94; n=1)

Um zu sehen, wie sich der Wert des Faktors tber die Zeit hin weiter verhélt, wurden noch
langere Inkubationszeiten hinzugefugt. Hier zeigte sich in den vorliegenden
Einzelversuchen auch ein Trend hin zu einem weiteren Anstieg nach 36 und 72 Stunden.
Im Hinblick auf die Behandlung mit TGF-B kann man eine dezente, nicht signifikante

Zunahme der Expression zwischen der Kontrolle und der 24h-Probe erkennen.
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Abbildung 18 Untersuchung des Faktors GDNF mittels qRT-PCR mit rPSC nach Behandlung mit TGF-

Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1,13 £ sem 1,01; n=2)
24 h TGF-B: 24 stindige Behandlung mit TGF-$ (mean 2,47 * sem 0,85; n=2)
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9.3.3 GFRal

Western Blot
Bei den Untersuchungen konnte GFRal im Western Blot detektiert werden. Eine

signifikante Veranderung der Expression im Zuge der Aktivierung zeigte sich jedoch

nicht.
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Abbildung 19 Western Blot mit anti-GFRal Antikorper
A: Abbildung des Herstellers http://www.scbt.com/datasheet-10716-gfralpha-1-h-70-antibody.html
B: (1) unbehandelte Kontrolle, (2) 6-stindige Behandlung in der Hypoxiekammer, (3) 12-stiindige
Behandlung in der Hypoxiekammer, (4) 24-stlindige Behandlung in der Hypoxiekammer,
(5) 6-stindige Behandlung mit TGF-B, (6) 12-stiindige Behandlung mit TGF-B, (7) 24-stindige
Behandlung mit TGF-B,
(8) Lysat aus Rattenhirn
C: Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)
6 h Hypoxie: rPSC nach 6 h Inkubation in der Hypoxiekammer (value 0,91; n=1)
12 h Hypoxie: rPSC nach 12 h Inkubation in der Hypoxiekammer (value 0,69; n=1)
24 h Hypoxie: rPSC nach 24 h Inkubation in der Hypoxiekammer (value 0,69; n=1)
6 h TGF-B: rPSC nach 6 stindiger Behandlung mit TGF-f (value 0,51; n=1)
12 h TGF-B: rPSC nach 12 stiindiger Behandlung mit TGF-B (value 0,73; n=1)
24 h TGF-B: rPSC nach 24 stiindiger Behandlung mit TGF-p (value 0,61; n=1)
Rattenhirn: Lysat aus Rattenhirn (value 1,19; n=1)

gRT-PCR
Zur Untersuchung der GFRa1-Expression auf mRNA Ebene wurden ruhende Sternzellen

zweimal im Abstand von 24 Stunden mit TGF- stimuliert. Eine relevante Veranderung

in der Regulation konnte auch hier nicht festgestellt werden.
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Abbildung 20 Untersuchung des Rezeptors GFRal mit rPSC nach Behandlung mit TGF-p
2 d Kontrolle: unbehandelte rPSC (2 Tage lang in Kultur) (value 1; n=1)
2x24 h TGF-B: 2x24 stundige Behandlung mit TGF-p (value 1,07; n=1)

9.3.4 Neurturin

Western Blot
In den Untersuchungen mit Zelllysaten aus rPSC stellten sich die in der Abbildung 21

angegebenen Banden dar. Die Bande 1 bei ca. 50-56 kDa beschreibt die tetramere
Isoform, die aus Monomeren von ca. 11,5-14 kDa zusammengesetzt ist (Demir, Wang et
al. 2012). Die Bande 2 bei ca. 40-45 kDa reprasentiert die dimere pro-Form des Proteins
(Wang, Demir et al. 2014). Die Bande 3 bei ca. 37 kDa wird bisweilen sichtbar, ist aber
in der aktuellen Literatur nicht ndher beschrieben. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich
auch um eine weitere pro-Form dieses Proteins. Die Bande 4 bei ca. 18-23 kDa beschreibt
eine monomere pro-Form (wahrscheinlich 22,4 kDa) (Demir, Wang et al. 2012). Die
Bande 5 bei ca. 15-17 kDa représentiert die monomere Isoform des Neurturins (Demir,
Wang et al. 2012).
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Abbildung 21 Untersuchung des Faktors Neurturin bei rPSC nach dreimaliger Stimulation durch TGF-f,
Western Blot mit anti-Neurturin-Antikorper

(1) tetramere Isoform (50-56 kDa)

(2) dimere pro-Form (ca. 40-45 kDa)

(3) am ehesten weitere pro-Form (ca. 37 kDa) (in der Literatur nicht n&her klassifiziert)

(4) monomere pro-Form (ca. 18-23 kDa)

(5) monomere Isoform (ca. 15-17 kDa)
Vor den eigentlichen Versuchen wurde eine Testreihe zur Evaluation der maximalen
Aktivierung durch TGF-B durchgefiihrt. Die Zellen wurden einmal mit TGF-p behandelt
und nach 24 Stunden lysiert oder nochmals nach 24 Stunden und 48 Stunden mit TGF-j
behandelt und dann lysiert.
Da man den groRten Effekt der Aktivierung nach dreimaliger Stimulation sehen konnte,
wurden alle Sternzellen fur die Untersuchung des neurotrophen Faktors Neurturin dreimal

mit 0,5 pg/ml TGF-p nach folgendem Schema stimuliert:

4d 5d 6d Zellernte
T * # # /;/ > Western Blotting
NyCodonz: +-TGFp  +-TGFp  +-TGFp 0,5ug/ml

Isolation

Abbildung 22 zeitliches Schema der Stimulation von rPSC

In Abbildung 23 sind die jeweiligen Quantifizierungen der einzelnen Banden nach
Stimulation dargestellt.
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Abbildung 23 Auswertung der verschiedenen Banden bei Western Blot mit anti-Neurturin-Antikorper
Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1 + sem 0,22; n=3)
3XTGF-B: rPSC, die dreimal mit TGF-f stimuliert wurden (mean 1,35 + sem 0,1; n=3) (p=0,21)

1

Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1 + sem 0,11; n=3)
3XTGF-B: rPSC, die dreimal mit TGF-B stimuliert wurden (mean 1,15 + sem 0,04; n=3) (p=0,27)

Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1,46 + sem 0,73; n=2)
3XTGF-B: rPSC, die dreimal mit TGF-B stimuliert wurden (mean 0,4 + sem 0,1; n=2) (p=0,28)

Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1,0 + sem 0,42; n=3)
3XTGF-B: rPSC, die dreimal mit TGF-f stimuliert wurden (mean 0,96 * 0,09; n=3) (p=0,93)
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5 Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1,14 + sem 0,3; n=2)
3XTGF-B: rPSC, die dreimal mit TGF-p stimuliert wurden (mean 0,75 + sem 0,08; n=2) (p=0,34)

gRT-PCR
Auf DNA-Ebene kann nach Stimulation mit TGF-p ein Anstieg der Transkription von

Neurturin verzeichnet werden.
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Abbildung 24 Expression von Neurturin bei rPSC nach Stimulation mit TGF-p Expressionsniveaus von
Neurturin bei unbehandelten, und dreimal stimulierten rPSC

Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

3XTGF-B: rPSC, die dreimal mit TGF- stimuliert wurden (mean 2,14 + sem 0,57; n=2)

Bei den Versuchen in der Hypoxiekammer zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Proben. Ein geringer Trend ist jedoch erkennbar. Bei der hier
vorliegenden Expressionsanalyse (Abbildung 25) wurden die Zellen 12 oder 24 Stunden
lang in einer Hypoxiekammer inkubiert. Zum Vergleich wurden Kontrollzellen gleich

lang in serumfreiem Medium unter normalen Bedingungen weiter inkubiert.
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Abbildung 25 Expressionsanalyse von Neurturin bei Hypoxie
12 h Normoxie: unbehandelte rPSC (mean 1 + sem 0,56; n=2)
12 h Hypoxie: rPSC nach 12 h Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 1,64 + sem 0,67; n=3) (p=0,55)
24 h Normoxie: unbehandelte rPSC (mean 1 = sem 0,62; n=2)
24 h Hypoxie: rPSC nach 24 h Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 1,49 £ sem 0,38; n=4) (p=0,52)

9.3.5 GFRa2

Western Blot
Der Rezeptor GFRa2 konnte im Western Blot gut detektiert werden. Allerdings konnte

durch die Stimulation keine nennenswerte Regulation des Rezeptors erreicht werden.

anti-GFRo2 (1:1000)

S L )
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Abbildung 26 Western Blot mit GFRo2

Nycodenz-rPSC: (1) Oh Kontrolle, (2) 6h TGF-p, (3) 12h TGF-B, (4) 24h TGF-

Mesh-Fibroblasten: (5) Oh Kontrolle, (6) 6h TGF-p, (7) 12h TGF-B, (8) 24h TGF-
(9) Rattenhirn

9.3.6 Artemin

Western Blot
Als spezifische Bande wird fur den neurotrophen Faktor Artemin laut Hersteller eine

Masse von ca. 23 kDa angegeben. Nichts desto trotz findet man in der Literatur hdufiger
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die Angabe einer spezifischen Bande bei ca. 40 kDa (Ceyhan, Giese et al. 2006, Ceyhan,

Bergmann et al. 2007).

Bei den hier vorliegenden Untersuchungen konnte die Bande bei 23 kDa nicht immer

zuverlassig dargestellt werden. Die Bande bei 40 kDa war jedoch stets gut detektierbar.
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Abbildung 27Western Blot von rPSC nach TGFp-Behandlung

A: Nycodenzmethode:
Mesh-Fibroblasten:
B: Nycodenzmethode:
Mesh-Fibroblasten:
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(5) Oh Kontrolle, (6) 6h TGF-B, (7) 12h TGF-B, (8) 24h TGF-
(1) Oh Kontrolle, (2) 6h TGF-B, (3) 12h TGF-B, (4) 24h TGF-p
(5) Oh Kontrolle, (6) 6h TGF-B, (7) 12h TGF-B, (8) 24h TGF-p
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Abbildung 28 Proteinchemische Untersuchung von Artemin mit rPSC
Kontrolle: unbehandelte rPSC (value 1; n=1)

24 h TGF-B 22 kDa: 24 stindige Behandlung mit TGF-p (value 2,49; n=1)
24 h TGF-p 48 kDa: 24 stindige Behandlung mit TGF-p (value 2,03; n=1)

Wie man auf der Grafik erkennen kann, bewirkt die Stimulation mit TGF-p auf

Proteinebene einen Anstieg der Expression des neurotrophen Faktors Artemin. Die
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vorliegenden Daten beziehen sich auf Einzelversuche. Eine Aussage zur Signifikanz ist

deshalb nicht zu treffen.

qRT-PCR
Auf DNA-Ebene l&sst sich nach Stimulation mit TGF-p eine verhéltnisméllige Zunahme

der Expression des neurotrophen Faktors Artemin registrieren (Abbildung 29A). In der
relativen Quantifizierung zeigte sich nach 24 stundiger Behandlung mit TGF-§3 ein Wert
von 2,45 £ 0,51 im Vergleich zur Kontrolle. Einen Einfluss scheint auch die Inkubation
unter hypoxischen Verhaltnissen auf die Expression des Artemins auszuiiben (Abbildung
33B). Hier zeigte sich im Vergleich zwischen der Kontrolle und 24 stundiger Inkubation
in der Hypoxiekammer ein signifikanter Anstieg auf einen Wert von 4,04 + 0.87.
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Abbildung 29 Untersuchung des neurotrophen Faktors Artemin mit gRT-PCR

A: Einmalige Behandlung mit TGF-3
Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1 + sem 0,27; n=3)
24 h TGF-B: 24 stiindige Behandlung mit TGF-B (mean 2,45 + sem 0,51; n=3) (p=0,07)

B: Inkubation unter hypoxischen Bedingungen.
12 h Normoxie: unbehandelte rPSC nach 12 Stunden Inkubation in serumfreiem Medium (mean
1 +sem0,67; n=2)
12 h Hypoxie: rPSC nach 12 Stunden Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 1,82 + sem 1,15;
n=2) (p=0,60)
24 h Normoxie: unbehandelte rPSC nach 24 Stunden Inkubation in serumfreiem Medium (mean
1+ sem 0,39; n=3)
24 h Hypoxie: rPSC nach 24 Stunden Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 4,04 + sem 0.87;
n=3) (p=0,03)

9.3.7 GFRa3

Western Blot
Auch bei dem Rezeptor GFRa3 kann man im Western Blot keine nennenswerten

Unterschiede durch die Stimulation detektieren.
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Abbildung 30 Western Blot mit anti-GFRa3 von rPSC nach Behandlung mit TGF-p und Hypoxie

A Abbildung des Herstellers http://www.abcam.com/gfr-alpha-3-antibody-ab8028.html
B: (1) Oh Kontrolle, (2) 6h Hypoxie, (3) 12h Hypoxie, (4) 24h Hypoxie.

(5) 6h TGF-B, (6) 12h TGF-B, (7) 24h TGF-B, (8) Rattenhirn
C: Kontrolle: unbehandelte rPSC

6 h Hypoxie: rPSC nach 6 Stunden Inkubation in der Hypoxiekammer
12 h Hypoxie: rPSC nach 6 Stunden Inkubation in der Hypoxiekammer
24 h Hypoxie: rPSC nach 6 Stunden Inkubation in der Hypoxiekammer
6 h TGF-B: rPSC nach 6 stindiger Behandlung mit TGF-

12 h TGF-B: rPSC nach 6 stiindiger Behandlung mit TGF-f

24 h TGF-B: rPSC nach 6 stiindiger Behandlung mit TGF-
Rattenhirn: Lysat aus Rattenhirn

9.3.8 Persephin

Western Blot
Die Proteinmengen von Persephin lagen leider unterhalb der Nachweisgrenze.

gRT-PCR
Der neurotrophe Faktor Persephin lieR sich nur in sehr geringen Mengen uberhaupt mit

der gRT-PCR nachweisen. Zwar kann man eine Zunahme der Expression als Trend
erkennen, die Ergebnisse sind jedoch aufgrund der geringen Ausbeute und hohen

Streubreite differenziert zu betrachten.
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Abbildung 31 Expressionsanalyse von Persephin mit rPSC
A: Einmalige Behandlung mit TGF-
Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1 = sem 0,91; n=2)
24 h TGF-B: 24 stiindige Behandlung mit TGF-B (mean 9,3 £ sem 4,65; n=2) (p= 0,25)
B: Inkubation unter hypoxischen Bedingungen.
Kontrolle: unbehandelte rPSC (mean 1 + sem 1; n=2)
24 h Hypoxie: rPSC nach 24 Stunden Inkubation in der Hypoxiekammer (mean 8,40 + sem 8,15;
n=2) (p= 0,16)

9.3.9 GFRo4

Leider war es mithilfe von Western Blotting oder gqRT-PCR nicht méglich im Hinblick
auf GFRo4 kongruente Ergebnisse zu erzielen.

9.4 Behandlung von Sternzellen mit Calcipotriol

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass der Vitamin D Rezeptor bei pankreatischen
Sternzellen im Rahmen der Aktivierung als Genregulator eine Rolle spielt. Durch
Induktion mittels Calcipotriol konnte hier eine Abnahme der Aktivierung in vitro und in
vivo gezeigt werden. Dadurch wurde die Ausschittung von Entziindungsmediatoren und
Wachstumsfaktoren verringert, und im PDA-Mausmodell sogar das Ansprechen auf eine
Chemotherapie mit Gemcitabine verbessert (Sherman, Yu et al. 2014).

Die vorliegenden Einzelversuche dienen als VVorarbeiten fiir weitere Untersuchungen. Die

Zellen wurden 48 Stunden lang mit 100nM Calcipotriol behandelt.
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Abbildung 32 Behandlung von pankreatischen Sternzellen mit 100nM Calcipotriol
Kontrolle: unbehandelte rPSC (value=1)
a-SMA (value=0,41)
Vimentin (value=0,70)
GFRa2 (value=0,44)
Artemin (value=0,03)
GFRa3 (value=2,06)
Neurturin 20 kD (value=2,61)
Neurturin 50 kD (value=0,58)

Bei den Untersuchungen mittels Western Blot konnte man eine Abnahme der Menge an
a-SMA, Vimentin, GFRa2, Artemin und der 55 kD Bande von Neurturin nachweisen.

GFRa3 und die 20 kD Bande von Neurturin nahmen hingegen zu.
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10. Diskussion

10.1 Notwendigkeit der Untersuchung von Sternzellen

Wie im Kapitel 1 genauer erldutert, und in der Literatur vielfach beschrieben, stellen nach
wie vor die Hauptprobleme der Therapie des Pankreaskarzinoms die Resistenz gegentiber
Chemotherapeutika und die rasche Metastasierung des Tumors dar (McCarroll, Sharbeen
et al. 2014). Dies spiegelt sich vor allem darin wider, dass trotz jahrzehntelanger
intensiver Grundlagenforschung und Weiterentwicklung der Therapiemdglichkeiten, die
generelle 5-Jahres-Uberlebensrate mit gerade einmal 5-8 % immer noch sehr gering
ausféllt (Jemal, Siegel et al. 2009, Demir, Ceyhan et al. 2010, Kaatsch, Spix et al. 2013).

Im Bereich der Krebsforschung hat sich in den letzten Jahren die perineurale Invasion als
wichtiger Angriffspunkt vieler Tumorentititen besonders etabliert (Liebig, Ayala et al.
2009, Liebig, Ayala et al. 2009, Demir, Ceyhan et al. 2010). Die Inzidenz der perineuralen
Invasion liegt beim Pankreaskarzinom bei 100%, was die Wichtigkeit dieses Phdnomens
unterstreicht (Liu and Lu 2002, Ceyhan, Demir et al. 2008, Liebl, Demir et al. 2014).

Bis heute existieren noch zwei Hypothesen dartiber, wie es zur perineuralen Invasion
beim Pankreaskarzinom kommt: Zum einen die Hypothese iiber den ,,path of low
resistance” und zum anderen die Hypothese tiber ,,reciprocal signaling interactions* (Liu,
Ma et al. 2012). Beim ,,path of low resistance* wird angenommen, dass die Tumorzellen
entlang oder innerhalb der Nerven metastasieren, weil sie hier den wenigsten Widerstand
erfahren, und in diesem Milieu schnell wachsen kénnen (Liebig, Ayala et al. 2009).
Aktuellere Studien sprechen hingegen fiir die Theorie der ,reciprocal signaling
interactions. Dabei geht man davon aus, dass sich Nervenzellen, Karzinomzellen und
andere gegenseitig durch auto- und parakrine Mechanismen stimulieren. So kommt es
letztendlich sowohl zu axonalem Wachstum, als auch zur perineuralen Invasion (Liebig,
Ayala et al. 2009, Liu, Ma et al. 2012, Demir, Boldis et al. 2014).

In diesem Zusammenhang haben neurotrophe Faktoren immer stérker das Interesse der
Forschung geweckt. Diese sollen eine wichtige Rolle im Rahmen der perineuralen
Invasion spielen, indem sie zwischen den Karzinomzellen und den Nerven interagieren.
Einige Faktoren und ihre Rezeptoren konnten in erhéhtem Malie in intrapankreatischen
Nerven und Karzinomzellen nachgewiesen werden (Zhu, Friess et al. 1999, Zhu, Kleeff
et al. 2002, Ito, Okada et al. 2005, Ceyhan, Giese et al. 2006).
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Exokrin

Antikorper  duktale Zellen = azinére Zellen Endokrin Nerven Karzinom
GDNF + - ++ ++ +
NTN + - ++ - +
ARTN + - ++ ++ +
PSP + - ++ - +
RET + ++ - - ++
GFRal + - ++ - +
GFRa2 + - ++ - +

Tabelle 13 Expressionsprofil von Faktoren der glial cell line—derived neurotrophic factor Gruppe und ihren
Rezeptoren nach (Ito, Okada et al. 2005)

ARTN, Artemin; GDNF, glial cell line—derived neurotrophic factor; GFRal, GDNF family receptor o-1;
GFRoa2, GDNF family receptor a-2; NTN, Neurturin; PSP, Persephin. Die Intensitat der Immunfarbung
wurde wie folgt kategorisiert: — negativ; + schwach oder moderat; ++ stark

Mittlerweile sind nicht nur die in Tabelle 13 dargestellten Faktoren in pankreatischem
Gewebe nachgewiesen worden, sondern es konnte sogar gezeigt werden, dass Faktoren
wie GDNF und NTN die Invasivitit von Karzinomzellen unterstltzen (Okada, Takeyama
et al. 1999).

Wie bereits erwahnt, spielt in der Pathophysiologie des Pankreaskarzinoms und der
chronischen Pankreatitis die Desmoplasie eine wesentliche Rolle. Fir diese Art des
Gewebeumbaus werden vor allem die pankreatischen Sternzellen verantwortlich gemacht
(Apte, Haber et al. 1998, Apte, Park et al. 2004, Apte, Yang et al. 2013, Lee, Xu et al.
2015). Obwohl bereits einiges Uber die Interaktion zwischen Tumorzellen und Nerven
bekannt ist, wissen wir noch recht wenig tiber die Interaktion zwischen Sternzellen und
Nerven (Demir, Friess et al. 2012). Dass auch Sternzellen eine Rolle in der Interaktion
zwischen Nerven und Karzinomzellen spielen kénnten, wird zum Beispiel daraus
ersichtlich, dass eine enge Korrelation zwischen dem Grad der Desmoplasie und dem
Ausmal der neuralen Invasion besteht (Ceyhan, Bergmann et al. 2009). Zudem konnte
gezeigt werden, dass Sternzellen, die aus Gewebe von Patienten mit chronischer
Pankreatitis gewonnen wurden, in vitro das Wachstum von Neuriten aus DRGs oder aus
Zellen des myenterischen Plexus deutlich fordern (Demir, Ceyhan et al. 2010). Fur
humane pankreatische Sternzellen aus Gewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis
konnte auf MRNA Ebene auch gezeigt werden, dass sie auf eine Behandlung mit TGF-
hin mit einer erhdhten Expression des neurotrophen Faktors Artemin reagieren (Ceyhan,

Bergmann et al. 2007). Haas und Mitarbeiter fanden heraus, dass hPSC auf eine
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Behandlung mit TGF-B hin {iber den ALK-5-Pathway auch vermehrt NGF produzieren
(Haas, Fitzner et al. 2009).

Die neurotrophen Faktoren GDNF, Neurturin, Artemin und Persephin sind in gewisser
Weise mit der TGF-B Superfamilie verwandt (Cik, Masure et al. 2000). Von GDNF und
Neurturin ist auBerdem bekannt, dass sie die Invasivitat von Karzinomzellen zu erhdhen
scheinen (Okada, Takeyama et al. 1999).

Fihrt man sich all diese Beobachtungen vor Auge, liegt der Verdacht nahe, dass auch die
Sternzellen dazu fahig sein konnten durch Expression von neurotrophen Faktoren und
deren Rezeptoren mit den Nerven zu interagieren. Dies konnte bei der chronischen
Pankreatitis das neurale Remodelling, und beim Pankreaskarzinom die perineurale

Invasion und Zunahme der Neuritendichte mit vorantreiben.

10.2 Isolation der Sternzellen

Fur diese Arbeit wurden pankreatische Sternzellen aus Ratten verwendet, da diese in
hoher Reinheit durch die Nycodenz-Methode gewonnen werden konnen. Auflerdem
befinden sie sich nach Isolation noch in ihrem ruhenden Zustand, und werden erst durch

die spatere Behandlung aktiviert.

Humane Gewebeproben aus Operationsresektaten sind meist sehr fibrotisch, aufgrund
dessen sich hier nur die Mdglichkeit der Isolation durch die Outgrowth-Methode ergibt.

Dabei konnen allerdings keine ruhenden Sternzellen gewonnen werden.

10.3 Limitationen in den Untersuchungen

Die Pathophysiologie der chronischen Pankreatitis und des Pankreaskarzinoms ist ein
aulerst vielschichtiger Prozess, der noch weiterer Aufklédrung durch die Forschung
bedarf. Mit Sicherheit I&sst sich aber jetzt schon sagen, dass die Interaktion zwischen

Nerven und Sternzellen eine Hauptkomponente der sich abspielenden Prozesse darstellt.

Die Limitationen in den vorliegenden Experimenten ergeben sich vor allem aus dem
Umstand, dass Sternzellen in Kultur sehr schnell vom ruhenden Zustand in den
aktivierten (Myofibroblasten-dhnlichen) Zustand Ubergehen. Um den Verlauf der

Expression der Faktoren moglichst authentisch darzustellen, wurden die Zellen vor den
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Versuchen nie passagiert, wie das teilweise in anderen Publikationen angegeben wird. Da
die Ausbeute an Zellen, die durch die Nycodenz-Methode aus Ratten isoliert wurden,
relativ niedrig ausfiel, waren sehr viele Versuchstiere notwendig, um eine ausreichende

Menge an Zellen fur die Versuche zu gewinnen.

Insgesamt herrscht in der Forschungsgemeinschaft allgemeiner Konsens dariiber, dass
Untersuchungen zur Aktivierung von Sternzellen durch viele weitere Faktoren beeinflusst
sein koénnen (zum Beispiel die Reinheit der Zellen, die Zusammensetzung der
unterschiedlichen Kulturmedia, das Alter der VVersuchstiere, oder die Art der Erkrankung,
aus der ein Resektat gewonnen wurde). Es ist ebenso mdglich, dass in vitro Versuche
nicht die tatsachliche in vivo Situation genau genug simulieren kénnen. Sternzellen sind
in vivo von vielen anderen Zellen umgeben und werden dariiber hinaus von einigen

weiteren Botenstoffen reguliert (Erkan, Adler et al. 2012).

Zur differenzierten Betrachtung der Ergebnisse sollte man beachten, dass die
neurotrophen Faktoren sich in ihrer Struktur und Funktion durchaus &hnlich sind und eine
Aminosauresequenz-Homologie von 40% haben (Baloh, Tansey et al. 1998, Milbrandt,
de Sauvage et al. 1998). Gewisse Uberschneidungspunkte findet man auch in der
Interaktion mit den Rezeptoren. So hat zwar jeder neurotrophe Faktor eine spezielle
Affinitat zu einem bestimmten Rezeptor, kann aber auch an andere binden, und so Signale
weitergeben (Baloh, Tansey et al. 1998, Airaksinen, Titievsky et al. 1999, Baloh,
Enomoto et al. 2000, Sidorova, Matlik et al. 2010). Es ist sogar bekannt, dass auch ohne
die Anwesenheit von RET Signale weitergegeben werden kdnnen (Airaksinen, Titievsky
etal. 1999, Trupp, Scott et al. 1999). Fiir GFRo4 ist bereits gezeigt worden, dass es, selbst
ohne die Anwesenheit von Persephin, RET aktivieren und die nachfolgende

Signalkaskade in Gang setzen kann (Yang, Runeberg-Roos et al. 2007).

Da die Forschung Uber die Funktion neurotropher Faktoren bei pankreatischen
Erkrankungen noch relativ am Anfang steht, ist es alles in allem kompliziert zu benennen,
welche genaue Funktion welcher Faktor hier innehat. Bis auf Persephin und GFRa4 kann
man aber davon ausgehen, dass sie eine wesentliche Rolle in der gegenseitigen

Stimulation von Nerven-, Karzinom- und Sternzellen spielen.
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10.4 Charakterisierung der pankreatischen Sternzellen

Zundchst wurden die isolierten Zellen auf a-SMA, GFAP und Vimentin hin untersucht.
Charakteristisch fur Sternzellen ist eine Zunahme der Expression von a-SMA und eine
Abnahme der Expression von GFAP im Verlauf ihrer Aktivierung. Vimentin wird
hingegen durchgehend exprimiert (Apte, Haber et al. 1998, Bachem, Schneider et al.
1998, Zha, Li et al. 2014).

10.5 Stimulation der Zellen

TGF-B kann Zellen unter anderem im Hinblick auf Wachstum, Differenzierung und
Produktion extrazellularer Matrix beeinflussen (Heldin, Miyazono et al. 1997, Lee, Xu et
al. 2015). Bei pankreatischen Sternzellen fihrt dieses Zytokin zur Aktivierung und
Umwandlung in Myofibroblasten-ahnliche Zellen (Omary, Lugea et al. 2007, Apte, Pirola
et al. 2012).

Nachdem TGF-f an den TGF-B-Rezeptor bindet, werden Smad 2 und 3 phosphoryliert
und gelangen in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktoren fungieren (Nakao,
Imamura et al. 1997). Es ist bereits untersucht worden, dass hPSC und rPSC aus
Primarkultur gleichermalen auf TGF-B reagieren (Haas, Fitzner et al. 2009). Als
zusatzlichen Nachweis dafir, dass pankreatische Sternzellen, die durch die Gradienten-
Methode isoliert wurden, gleich gut auf TGF-B reagieren, wie Zellen, die durch die
Outgrowth-Methode gewonnen wurden, wurden Smad 2 und 3, sowie die phosphorylierte
Form von Smad 2 mittels Western Blot untersucht. Hier zeigte sich in beiden Gruppen

ein Anstieg der Menge an p-Smad 2 nach Behandlung mit TGF-p.

Um zu zeigen, dass TGF-p die Sternzellen zusatzlich zur immer vorhandenen Aktivierung
durch die Kultivierung stimuliert, untersuchten wir die Expression von a-SMA bei
Kontrollzellen und stimulierten Zellen. Nach Behandlung mit TGF-B zeigte sich hier ein
signifikanter Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dies zeigt, dass durch
die Stimulation mit TGF-B die Zellen stark aktiviert werden. Dieser Test wird
mittlerweile als Positivkontrolle fur die Aktivierung von pankreatischen Sternzellen

herangenommen (Lee, Xu et al. 2015).

Neben der schon in der Literatur beschriebenen Stimulation durch TGF- wurde noch die

Stimulation der PSC durch Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen gewahit.
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Hypoxie stellt ein wichtiges Merkmal pankreatischer Erkrankungen dar.
Pathophysiologisch kommt es dabei durch GberschieRende Fibrosierung des Gewebes zu
einer Hypovaskularisation und damit einhergehenden Hypoxie des Gewebes (Erkan,
Reiser-Erkan et al. 2009, Buscail, Bournet et al. 2015).

Dem Signalmolekil HIF-1-a (hypoxia inducible factor) wird bei hypoxischen Zustéanden
eine wichtige Rolle in der zelluldaren Antwort zuteil (Palazon, Goldrath et al. 2014).
Dieses Molekiil besteht aus einer o und einer B-Untereinheit. Wihrend die f-Untereinheit
kontinuierlich exprimiert wird, unterliegt die a-Untereinheit einer Regulation, die sich
vor allem nach dem Sauerstoffgehalt richtet (Wang, Huang et al. 2013). Bei hepatischen
Sternzellen konnte bereits gezeigt werden, dass die Hypoxie die Sternzellen zur
Aktivierung anregt. Es wird angenommen, dass dies ebenfalls tiber die TGF-f3 und Smad
Kaskade erfolgt (Shi, Fong et al. 2007).

Um den Effekt der Hypoxie auf die Zellen nachweisen zu kénnen, wurde HIF-1-o mit
Hilfe von gRT-PCR nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass HIF-1-o im Verlauf
der hypoxischen Inkubation immer starker von den Sternzellen exprimiert wird, wodurch

sich die Wirksamkeit dieser Stimulationsmethode bestétigte.

10.6 Expression neurotropher Faktoren

Welche neurotrophen Faktoren und Rezeptoren kénnen von Sternzellen exprimiert

werden?

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass pankreatische Sternzellen
generell in der Lage sind die bekannten neurotrophen Faktoren (NGF, GDNF, NTN,
ART, PSP) und deren entsprechende Rezeptoren (GFRa.1-4) zu exprimieren.

Dabei lieR sich vor allem fiir GDNF, Neurturin und Artemin eine Korrelation zwischen

ihrem Aktivitatsstadium und der Expression dieser Faktoren feststellen.

Bei den anderen Faktoren und Rezeptoren konnte zwar gezeigt werden, dass sie ebenfalls
von Sternzellen exprimiert werden, eine Regulation im Rahmen der Aktivierung war

hingegen nicht nachweisbar.
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In welchem Mal3e &ndert sich das Expressionsprofil der neurotrophen Faktoren und

ihrer Rezeptoren bei Stimulation?

10.6.1 NGF

NGF wurde bereits von Haas et al. bei rPSC, die aus Primérkultur stammten, mittels
semiquantitativer PCR bestimmt (Haas, Fitzner et al. 2009). Hier wurde gezeigt, dass
NGF auf mRNA Ebene im Zeitverlauf bis zu 7 Tagen zunimmt. Auch eine Stimulation
der Sternzellen mit TGF-B zeigte hier eine Zunahme der Expression des NGF. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen der Publikation von Haas et al. konnten in der
vorliegenden Arbeit aber mittels qRT-PCR nur sehr geringe Werte fiur NGF
nachgewiesen werden. Ferner zeigte sich keine relevante Zunahme der Expression im
Verlauf. Fir einen aussagekraftigen Nachweis mit Western Blot reichten die
Proteinmengen von NGF nicht aus, sodass es nach unseren Ergebnissen zu keiner

Hochregulation von NGF nach Stimulation von Sternzellen kommt.

10.6.2 GDNF und GFRal

Fur GDNF konnte nach Stimulation ein tendenzieller Anstieg der Expression verzeichnet
werden. Dieses Ergebnis ist vor allem im Zusammenhang mit dem Pankreaskarzinom von
besonderer Relevanz. Hier konnte namlich gezeigt werden, dass eine Korrelation
zwischen der Expression von GDNF und perineuraler Invasion von Karzinomzellen
besteht. Es kann davon ausgegangen werden, dass GDNF Karzinomzellen chemotaktisch
anzieht (Ito, Okada et al. 2005). Bisher wurde hier aber nur die Interaktion zwischen
Nerven und Karzinomzellen via GDNF direkt untersucht. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Sekretion von GDNF ein wesentlicher Faktor fiir die perineurale
Invasion ist, und, dass durch Behandlung mit Pyrazolopyrimidin-1 (Tyrosinkinase-
Inhibitor) oder auch durch Blockade der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade die neurale
Invasion eingeddmmt werden kann (Veit, Genze et al. 2004, Gil, Cavel et al. 2010).

GFRal konnte ebenfalls bei den rPSC nachgewiesen werden. Die Stimulation hatte hier
allerdings keinen Einfluss auf die Regulation der Expression. Demnach I&sst sich
schlussfolgern, dass dieser Rezeptor wahrscheinlich kontinuierlich von den Sternzellen

exprimiert wird.
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Durch die Entdeckung, dass Sternzellen sowohl GDNF, als auch GFRal exprimieren,
ergeben sich folgende neue Hypothesen flr die Pathophysiologie pankreatischer

Erkrankungen:

1. Es besteht die Mdglichkeit, dass eine Signaltbermittlung zwischen Nerven und
rPSC existiert. Beide Zelltypen sind in der Lage GDNF und GFRal zu bilden und
konnten sich auf diese Weise sowohl autokrin, als auch parakrin stimulieren.
Diese gegenseitige Stimulation ist eine mogliche Erklarung fir die Zunahme der
Neuritendichte bei CP und PCA und die gleichzeitig stattfindende
desmoplastische Reaktion, aus der bei beiden Krankheitsentitaten die Fibrose

resultiert.

2. Wie bereits unter anderem von He et al. gezeigt werden konnte, sind GFRal in
Verbindung mit GNDF bedeutende Faktoren fiir die chemotaktische Migration
von Karzinomzellen (He, Chen et al. 2014). Wahrscheinlich tragen Sternzellen
demnach durch Expression beider Faktoren zur Migration und letztendlich zur

perineuralen Invasion von Karzinomzellen bei.

10.6.3 Neurturin und GFRa2

Wie bereits bekannt, wird dem neurotrophen Faktoren Neurturin und seinem
korrespondierenden Rezeptor GFRa2 eine grof3e Bedeutung in den pathophysiologischen
Vorgéngen pankreatischer Erkrankungen beigemessen. Neurturin wird wie die restlichen
neurotrophen Faktoren zunachst als pra-pro-Peptid gebildet. Durch Abspaltungsprozesse
und nachfolgende Bildung von Multimeren evolviert es zur biologisch aktiven
multimeren Form (Kotzbauer, Lampe et al. 1996, Airaksinen and Saarma 2002). Der
exakte Vorgang ist jedoch noch nicht abschliefend erforscht. In Untersuchungen an
Gewebe mit chronischer Pankreatitis fand man heraus, dass sowohl Neurturin, als auch
GFRa2 vor allem in intrapankreatischen Nerven in groBer Menge vorhanden sind. Man
geht davon aus, dass aufgrund der entstehenden Nervenldsionen im Rahmen der
chronischen Pankreatitis von den Nervenzellen selbst vermehrt neurotrophe Faktoren
gebildet werden. Vom Perikaryon der DRGs ausgehend gelangen diese tber axonale
Transportmechanismen retrograd in das Pankreas, um dort Reparaturmechanismen in
Gang zu setzen (Leitner, Molliver et al. 1999, Ceyhan, Bergmann et al. 2007). Zudem
stellte man hier fr Neurturin eine Verlagerung hin zur Formation von Multimeren fest

(Demir, Wang et al. 2012). Ahnliche Ergebnisse lieRen sich bei der Untersuchung von
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Pankreaskarzinomgewebe replizieren. Dabei bilden vor allem die Karzinomzellen selbst

beiderlei Signalpeptid und Rezeptor aus (Wang, Demir et al. 2014).

Bei den proteinchemischen Untersuchungen von Neurturin wird nicht nur eine einzelne
Bande im Western Blot detektierbar, sondern ein ganzes Bandenmuster. Zur
Interpretation des Bandenmusters dienten die Publikationen (Demir, Wang et al. 2012)
und (Wang, Demir et al. 2014) als Grundlage fur die vorliegende Arbeit. Es zeigte sich,
dass sich die ProteingroBen in manchen Abschnitten etwas unterscheiden. Dieser
Umstand konnte daran liegen, dass im Gegensatz zu den hier besprochenen Versuchen
die Experimente in den beiden angegebenen Publikationen an humanem Gewebe

durchgefihrt wurden.
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Abbildung 33 aus (Demir, Wang et al. 2012)

In gesundem Pankreasgewebe (NP) konnte eine Band < 25 kDa und eine zweite im
Bereich von 55 kDa nachgewiesen werden. Die Bande mit einer ProteingroRe < 25 kDa
reprasentiert eine humane monomere pro-Form, wahrend die Bande bei 55 kDa eine
tetramere Form des Neurturins darstellt. Bei Gewebeproben von Patienten mit
chronischer Pankreatitis konnte vermehrt die 55 kDa Bande (oft auch als Doppelbande)
nachgewiesen werden, wohingegen die monomere pro-Form nicht mehr nachgewiesen
werden konnte. Die Zunahme der tetrameren Form des Neuturins bei chronischer
Pankreatitis bezeichnet einen deutlichen Trend hin zu biologisch aktiven Isoformen im
betroffenen Gewebe (Demir, Wang et al. 2012). Des Weiteren sind eine multimere pro-
Neurturinform mit einer ProteingroRe von 40-46 kDa und eine dimere Form mit 25-28

kDa beschrieben. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen bei der chronischen
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Pankreatitis zeigt sich ebenso bei Karzinomgewebe eine deutliche Tendenz hin zu den

biologisch aktiven Formen (vergleiche Abbildung 34).
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Abbildung 34 aus (Wang, Demir et al. 2014)

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der oben besprochenen Publikationen erkennt
man auch in den vorliegenden Untersuchungen ein éhnliches Profil. So féllt zunéchst ins
Auge, dass es bei stimulierten rPSC zu einem vermehrten Vorkommen der biologisch
aktiven Form kommt. Einzig die dimere pro-Form des Proteins bei circa 40 kDa zeigt
wenig Dynamik, wéhrend die 37 kDa-Bande, die monomere pro-Form bei 20 kDa und
die monomere Isoform bei 17 kDa einen deutlichen Riickgang verzeichnen. Eine dimere
Form bei circa 25 kDa, wie sie fiir humanes Gewebe vorbeschrieben ist, konnte hier nicht
nachgewiesen werden. Insgesamt kann bei stimulierten rPSC eine Verlagerung zu

Gunsten der biologisch aktiven Formen registriert werden.

Die Expression von GFRo2 lie sich durch die Stimulation kaum beeinflussen.

10.6.4 Artemin und GFRa3

Fur Artemin konnte eine Zunahme der Expression durch die Stimulation erreicht werden,

wahrend die Expression von GFRa3 nicht beeinflusst wurde.

Bereits 2007 wurde von Ceyhan et al. gezeigt, dass Artemin eine deutlich htéhere
Expression im entziindetem Pankreasgewebe aufweist (Score I-111), als das im nicht-
entziindetem Gewebe (Score 0) der Fall ist. Fiir GFRa3 konnten diese Unterschiede
hingegen nicht festgestellt werden (Ceyhan, Bergmann et al. 2007). AuRerdem konnte
auf mMRNA-Ebene eine positive Korrelation zwischen der Expression von Artemin und
des Schweregrades der PNI festgestellt werden (Ceyhan, Bergmann et al. 2007).

Insbesondere Artemin, und teilweise auch GFRoa3 haben auRerdem einen Einfluss auf die
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Dichte und den Durchmesser der Nerven, sowie auf das Schmerzempfinden. Auch bei
fibrotischem Gewebe ergaben sich fir Artemin hohere Werte im Vergleich zu normalem
Gewebe, wihrend die Werte fiir GFRa3 gleichblieben. Bereits zu diesem Zeitpunkt
vermutete man, dass Sternzellen, neben den Nerven selbst, dazu in der Lage sind Artemin
und GFRa3 zu produzieren. Um dies zu untersuchen, wurden humane Sternzellen mit der
Outgrowth-Methode isoliert und anschlieend mit TGF-f3 weiter stimuliert. Das Resultat
war ahnlich zu den vorliegenden Versuchen mit rPSC — ein Anstieg der Transkription des
Artemins (Ceyhan, Bergmann et al. 2007). Beim Pankreaskarzinom scheint Artemin zwar
keinen direkten Einfluss auf die Proliferation der Karzinomzellen auszutiben, aber es
erhoht deutlich deren Invasivitat (Ceyhan, Giese et al. 2006, Gao, Bo et al. 2015).

Im Gegensatz dazu gibt es auch Untersuchungen die zeigen, dass Artemin dem
neuropathischen Schmerz entgegenwirkt, und zur Nervenheilung beitragen soll (Gardell,
Wang et al. 2003).

Uber den genaueren Pathomechanismus ist folgende Hypothese denkbar: Zunachst wird
Artemin im Rahmen des physiologischen Heilungsvorgangs von entziindeten Nerven
sezerniert. Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es dann durch die Aktivierung der
Sternzellen zu einer zusétzlichen weiteren Sekretion dieses Faktors. Nervenzellen und
Sternzellen kénnten so einen positiven Feed-Back-Mechanismus aufbauen, da auch beide
Zellarten den Rezeptor GFRa3 exprimieren. Die stetige Sekretion von Artemin regt nun
das Nervenwachstum an, wodurch die Neuritendichte und der Nervendurchmesser
zunehmen. AulRerdem erhoht es die Invasivitat der Karzinomzellen und wahrscheinlich

stimuliert es auch die Sternzellen, wodurch es unter anderem zur Fibrosebildung kommt.

10.6.5 Persephin und GFRo4

Persephin konnte in den vorliegenden Untersuchungen nur in sehr geringer Menge mittels
gRT-PCR Uberhaupt nachgewiesen werden. Eine genaue Aussage Uber das
Expressionsprofil lasst sich hier nicht treffen. Diese auf den ersten Blick etwas
ernuchternde Erkenntnis deckt sich jedoch mit anderen Darstellungen aus der Literatur.
Schon bei der Erstbeschreibung des Faktors 1998 wird angegeben, dass PSP zwar in allen
untersuchten Geweben nachweisbar war, jedoch stets nur in sehr knapper Menge
(Milbrandt, de Sauvage et al. 1998). Erwartungsgemal kdnnte sich daraus schlussfolgern
lassen, dass PSP in diesem Falle nur eine untergeordnete Rolle in der zelluldren

Interaktion im Pankreas spielt. Denn obwohl PSP einige Eigenschaften mit GDNF und
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NTN gemeinsam hat, gibt es bislang keinen Hinweis auf einen Einfluss auf periphere

Nerven, einschliel3lich enterischer Ganglien (Milbrandt, de Sauvage et al. 1998).

10.7 Ausblick

Welche Relevanz haben die Ergebnisse dieser Untersuchung?

In den vergangenen Jahren mehrten sich die Hinweise darauf, dass neurotrophe Faktoren
im Zusammenhang mit pankreatischen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. Im
Fokus der Untersuchungen stand hier vor allem die Interaktion zwischen Nervenzellen
und Karzinomzellen (Liu, Ma et al. 2012). Dass auch Sternzellen, dazu in der Lage sind
neurotrophe Faktoren zu bilden wurde hingegen bisher weniger eingehend untersucht

(Ceyhan, Bergmann et al. 2007).

Der Nachweis, dass Sternzellen eine weitere Quelle dieser Signalmolekile sind,
pradestiniert sie einmal mehr als Ziel neuer TherapiemaBnahmen. So kénnte man nicht
nur die desmoplastische Reaktion einddmmen, sondern auch die perineurale Invasion
eingrenzen, beziehungsweise verlangsamen. Damit h&tte man ein neues Mittel gegen
zwei wesentliche Elemente pankreatischer Erkrankungen zur Verfligung. Denkbar wére
so zum Beispiel eine direkte Induktion der Apoptose der Zellen, eine Inhibition oder
Umkehrung ihrer Aktivierung (McCarroll, Phillips et al. 2006), Antikdrper gegen
neurotrophe Faktoren, oder auch ein Eingreifen in die weitere Signalkaskade (Liu, Ma et
al. 2012). Sherman und Mitarbeiter konnten demonstrieren, dass die Behandlung von
Sternzellen mit Calcipotriol zu einer Abnahme ihres Aktivierungsgrades flihrte (Sherman,
Yu et al. 2014). Auf dieser Grundlage wurden als Ausblick fiir weitere Experimente
Einzelversuche unternommen, um eine mogliche Verénderung des Expressionsprofils der
neurotrophen Faktoren zu sehen. Es zeigte sich erwartungsgemaB, dass die Marker der
Aktivierung (a-SMA und Vimentin) weniger stark exprimiert wurden. Auch Artemin und
GFRo2 nahmen an Intensitdt ab. Fiir Neurturin zeigte sich ein Wechsel der aktiven
tetrameren Isoform (55 kD) hin zur monomeren pro-Form (22 kD). Inwiefern sich eine
Behandlung mit Calcipotriol auf die Pathophysiologie auswirken kann, gilt es nun in

zuklnftigen Versuchsansatzen zu kléren.

Fur das genauere Verstandnis der Interaktion der Stern-, Karzinom- und Nervenzellen
waére es vor allem wichtig herauszufinden, ob Sternzellen auch durch die neurotrophen

Faktoren direkt stimuliert werden. Hierzu wére eine ahnliche Versuchsanordnung wie bei
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der Stimulation mit TGF-f denkbar. Was wdre das Resultat einer Ausschaltung der
Expression neurotropher Faktoren und Rezeptoren in Karzinomzellen und Sternzellen
zum Beispiel durch sSiRNA? Mdoglicherweise kdnnte man hierdurch zeigen, dass so das

Wachstum und die Invasivitat gehemmt werden.
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11. Zusammenfassung

Im Laufe der letzten Jahre haben sich in der Erforschung der beiden Krankheitsentitaten
Pankreaskarzinom und chronische Pankreatitis zwei Bereiche besonders etabliert:
Pankreatische Sternzellen und neurotrophe Faktoren. PSCs fiihren bei beiden Pathologien
vor allem zu einem desmoplastischen Umbau des Gewebes (Apte, Yang et al. 2013).
Neurotrophe Faktoren spielen hingegen eine wesentliche Rolle bei der perineuralen
Invasion der Karzinomzellen, und fiihren sowohl bei der CP, als auch beim PCA zu einer
Zunahme der Dichte und des Durchmessers der Nerven, und letztlich zu neuropathischen
Schmerzen (Ceyhan, Bergmann et al. 2009, Liu, Ma et al. 2012, Gao, Bo et al. 2015).
Hauptsachlich durch die Erkenntnis der engen Korrelation zwischen PNI und
fibrotischem Umbau des Gewebes, hat sich im Laufe der Zeit die Interaktion der
Karzinomzellen mit Nerven und Sternzellen als eine wichtige Schllsselposition der

Pathophysiologie herauskristallisiert (Demir, Friess et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass pankreatische Sternzellen, die aus
Ratten isoliert wurden, in der Lage sind neurotrophe Faktoren der GDNF-Familie zu
bilden. Dazu wurden die ruhenden PSCs zunéchst durch Behandlung mit TGF-$ oder
Hypoxie stimuliert, und anschliefend ihr Expressionsprofil neurotropher Faktoren zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf RNA-Ebene und Proteinebene bestimmt. Hier zeigte
sich, dass aktivierte PSCs tendenziell vermehrt GDNF, Neurturin und Artemin
produzieren. Der neurotrophe Faktor Persephin lieR sich nur in geringer Menge
nachweisen, und zeigte auf Stimulation hin keinen signifikanten Anstieg der Expression.
Neben den neurotrophen Faktoren an sich sind die PSCs auch in der Lage ihre

spezifischen Rezeptoren (GFRa1-4) zu exprimieren.

Anhand dieser neuen Erkenntnisse lassen sich mdgliche Rickschlusse auf die
pathophysiologischen Grundlagen pankreatischer Erkrankungen ziehen. Aktivierte PSCs
sezernieren neurotrophe Faktoren, die auto- und parakrin verstarkt PSCs weiter aktivieren
kdnnten, und so das Einwachsen von Nerven ins Gewebe vorantreiben, und die Invasivitat
der Karzinomzellen férdern. Die Inhibition neurotropher Faktoren, oder auch das
Targeting der PCSs selbst konnte neue Therapieansidtze in der Behandlung
neuropathischer Schmerzen darstellen, und mdglicherweise sogar letztendlich die

Behandlungschancen verbessern.
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