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Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) ist eine ttdliche Erkrankung, deren
Ursachen und Entstehung bislang nur schlecht verstanden werden. Als wichtiger Risikofaktor
fur seine Entstehung gilt die Pankreatitis. Zudem spielt die onkogene Mutation von Kras eine
kritische Rolle in der frihen Karzinogenese. Dennoch wurden auch in gesunden Individuen
onkogene Mutationen von Kras nachgewiesen. Im Mausmodell fuhrt eine Aktivierung von

G12D

Kras in embryonalen Vorlauferzellen des Pankreasepithels zur Entstehung von

préaneoplastischen Lasionen, die in einem Drittel der Tiere zu invasiven Tumoren im
Erwachsenenalter fortschreiten. Adulte Zellen hingegen sind fiir die Aktivierung einer Kras®'?°
Mutation zunéchst refraktar. Dies kann bei gleichzeitiger Induktion einer akuten oder
chronischen Pankreatitis durchbrochen werden. Es ergibt sich die Hypothese einer komplexen

Interaktion zwischen entzindlichen Mechanismen und onkogenem Kras in adulten Tieren.

In dieser Arbeit erheben wir in hoher zeitlicher Auflosung mittels histologischer Analysen und
Genexpressionsprofilen den Vergleich zwischen der vollstandigen Regeneration nach
Pankreatitis in WT Tieren und der induzierten Karzinogenese in p48°®™*;LSL-Kras®?®
transgenen Tieren. Wir nutzen ein in der Maus gut etabliertes Modell fir die induzierte
Pankreatitis mit repetitiver intraperitonealer Gabe von Caerulein im Alter von acht Wochen.
Versuchstiere werden innerhalb von vierzehn Tagen nach Induktion der Pankreatitis zu

dreizehn Zeitpunkten im WT und acht Zeitpunkten in transgenen Tieren untersucht.

Wir etablieren histologisch die Aufteilung der Regeneration im WT in drei klar abgrenzbare
Phasen von Inflammation, Regeneration und Refinement. Hierbei beobachten wir eine zeitlich
streng kontrollierte Proliferation des Mesenchyms und Progenitor-&hnlicher Zellen in der
Inflammation-Phase und sequenziell hierzu massive Proliferation von Epithelzellen des
azinaren Kompartiments in Regeneration- und Refinement-Phasen. In Kras Tieren im
Gegensatz zeigen wir eine UberschieRende Proliferation in Mesenchymalen und Progenitor-
ahnlichen Zelllinien mit Verlust der zeitlichen Regulierung. Analysen der differenziellen
Genexpression in WT Tieren untermauern die oben genannte Einteilung in drei Phasen. In
Kras®*P Tieren findet sich eine Persistenz des inflammatorischen Genexpressionsmusters

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum.

Ein anhaltendes inflammatorisches Genexpressionsmuster unter Kras Mutation fuihrt zu einer
Anderung des Proliferationsmusters nach Caerulein-induzierter Pankreatitis. Durch hierbei
Uberschiel3ende Proliferation verschiedener Zelltypen entsteht ein zellulares Mikroumfeld, in
dem die Bildung von PDAC favorisiert wird. Zukinftige Forschung sollte sich somit mit der
Interaktion von Mikroumfeld und Tumor beschéftigen, sowie Downstream Signalwege von

Kras und deren Einfliisse auf die Zellproliferation genauer beleuchten.






Abstract

Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is a deadly disease with largely unknown origins.
Pancreatitis is understood to be an important risk factor for PDAC. Furthermore, oncogenic
mutation of Kras plays a pivotal role in early carcinogenesis. However, Kras-mutations have
also been identified in healthy individuals. In the mouse model activation of Kras®*® in
embryonic precursor-cells of the pancreatic epithelium leads to development of preneoplastic
lesions that in one third of cases progress to invasive cancer in adult animals. Adult cells in

contrast are highly refractory to activation of a Kras®'?°

mutation. This being consistently
reversible by the induction of acute or chronic pancreatitis, leading to the hypothesis of a

complex interaction between inflammatory mechanisms and oncogenic Kras in adult animals.

Here, through histological analyses and gene expression profiling, we compare complete
organ regeneration in wild type (WT) to early carcinogenesis in p48°™™*:LSL-Kras®'?®
transgenic animals. Induction of pancreatitis is performed by a well-established technique of

repetitive intraperitoneal application of Cerulein in WT and Kras®*?P

mice, eight weeks of age.
To allow for high temporal resolution, animals are sacrificed at thirteen time points in WT and

eight time points in transgenic animals within fourteen days of induction of pancreatitis.

We histologically establish a subdivision of regeneration in three distinct phases of
inflammation, regeneration and refinement in WT. We determine that regeneration is
accomplished through strict temporal control of proliferation in mesenchymal and progenitor-
like cells during inflammation phase and subsequent massive proliferation of epithelial cells of
the acinar compartment in regeneration and refinement phases. In contrast, we show a loss of
temporal control on mesenchymal and progenitor-like cell-replication in Kras-transgenic mice.
Analyses of differential gene-expression-levels in WT substantiate the division in three phases
of regeneration and show persistence of the inflammatory gene expression profile in Kras-

transgenic animals throughout the whole observation period.

The proposed results show that a persistent Kras-induced inflammatory gene-expression-
profile results in a change in proliferation-regulation following Cerulein-induced pancreatitis
engendering the formation of a tumor-permissive microenvironment. Future research should
focus on the interaction of carcinoma and microenvironment, as well as on downstream signals

of Kras and their influence on cell-proliferation.
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Abbildung 12: Proliferationsdynamik von Amylase positiven Zellen: (A,B) Die Graphen zeigen Daten

der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Amylase in WT (schwarze
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Linie) und Kras®*?° Tieren (rote Linie) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O
angezeigt; (A) Amylase-positive Zellen zeigen im WT eine Proliferation mit zwei Gipfeln jeweils in der
Inflammation und Regeneration-Phase, wahrend in Kras®?® Tieren 36 h nach Caeruelingabe ein
maximum an Proliferation in diesem Kompartiment zu verzeichnen ist, ohne weiteren Gipfel
wahrend der Regeneration-Phase. (B) Der Prozentsatz von Amylase-positiven proliferierenden Zellen
an der Gesamtheit der proliferierenden Zellen zeigt ab der Regeneration-Phase eine fast
ausschlieBliche Proliferation in Amylase positiven Zellen im WT und gleichbleibend niedrigen Anteil
dieses Kompartiments zwischen 20 und 40 % an der Gesamtproliferation in Kras®?° Tieren. Die IF-
Bilder (C) zeigen repréasentative Schnitte der Amylase (Griin) und BrdU (rot) Co-Farbung in WT (linke
Spalte) und Kras®?? Maiusen (rechte Spalte). Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefirbt; (Kont.)
homogene Amylaseproduktion in Azinuszellen beider Genotypen, in Kras®*?° Tieren zeigen sich
Regionen mit praformierten ADMs vermindert Amylase-positiv; (24 h) Proliferation im interstitiellen
Raum und Amylase-negativen Zellen; (Tag 4) Die Amylase Expression ist nach Regeneration im WT
weitgehend reetabliert (Proliferation findet hauptsachlich in Amylase-positiven Zellen statt). In
Kras®'?PTieren zeigt sich eine mangelhafte Regeneration von Azinuszellen, wobei diejenigen
Azinuszellen die regeneriert sind eine starke Amylase-Produktion aufweisen (Proliferation findet sich
hauptsachlich in Amylase-negativen Zellen); (Tag 14) Reduzierte Proliferation in beiden Genotypen,
homogene Amylase-Produktion im WT, vereinzelt Amylase-positive Zellen in Kras®?® Mausen, ohne
proliferative Aktivitat. IF und quantitative Analyse veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016). ................ 48
Abbildung 13: IF-Farbung der Proliferation in Ck19 positiven Zellen: Die Bilder zeigen reprédsentative
Schnitte der CK19 (Rot) und BrdU (Griin) Co-Farbung in WT (linke Spalte) und Kras®?® M&usen
(rechte Spalte). Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Im WT keine Ck19 Expression in
Zellen auRerhalb von Pankreasgédngen, in Kras®?® Tieren zeigen Regionen mit praformierten ADMs
CK19 Expression in Zellen der ADMs; (12 h, 36 h) Im WT leichte Hochregulation der CK19 Expression,
bei nur vereinzelt Teilungen in diesen Zellen, CK19-positive Zellen in Kras®*?° Tieren proliferieren
verstarkt; (Tag 4) Im Laufe der WT Regeneration erneutes Abnehmen der Ck19 Expression und
Beschrankung auf Pankreasgangzellen. In Kras®*?® Tieren im Gegensatz Uberproduktion an CK19-
positiven Zellen; (Tag 14) unverdndertes Bild im WT, in Kras®??? Miusen, weiterhin deutliche CK19-
positivitdt in ADM, TC und AFL mit erhohter proliferativer Aktivitat in dieser Zellpopulation. ........... 50
Abbildung 14: Anzahl und Anteil der Ck19 positiven Zellen: (A, B) Die Graphen zeigen Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von CK19 in WT (schwarze Linie)
und Kras®?° Tieren (rote Linie) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt;
(A) CK19-positive Zellen zeigen im WT wahrend der gesamten Beobachtungsspanne nahezu keine

Proliferation, wiahrend in Kras®?° Tieren durchgehend eine verstérkte Proliferation in diesem
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Kompartiment zu verzeichnen ist. (B) Der Prozentsatz von CK19-positiven proliferierenden Zellen an
der Gesamtheit der proliferierenden Zellen verdeutlicht diese Erkenntnis weiter..........cccceeeeevveennnes 52
Abbildung 15: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Vimentin-positiven Zellen im WT:
Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Vimentin (Grin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT,
Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Vimentin positive Zellen bilden diinne
Trennmembranen zwischen Pankreasldppchen; (12 h) deutliche Hochregulation der Vimentin-
Expression, bei zahlreichen Teilungen im Vimentin-exprimierenden Mesenchym; (Tag 4) Weiterhin
Verdickung der Vimentin-positiven Trennschichten, jedoch Suppression der Proliferation im
Mesenchym; (Tag 14) erneut Bild wie in Kontrolltieren mit vereinzelt Proliferation in Vimentin-
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Abbildung 16: Anzahl Vimentin positiver proliferierender Zellen: Der Graph zeigt Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in Funktion der
Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl anin
der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. Die Proliferation von Vimentin positiven
Mesenchymzellen bleibt im WT streng limitiert auf die Inflammation-Phase. ...........cccccvveecvveeennneen. 54
Abbildung 17: Prozentsatz Vimentin positiver Zellen an der Gesamtteilungsrate: Der Graph zeigt
Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in
Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von
in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender
Zellen. Wahrend der Inflammation-Phase stellen mesenchymale Zellen den gréRten Anteil an der
Proliferation, bei Suppression der Proliferation in diesem Kompartiment mit Einsetzen der
REGENEIALION-PRASE. ....eeiiiiiiieiciiiee ettt e e e ete e e e ettt e e e st e e e e e s btaeeesbtaeeesbteeeesstaeessseeeesanseeeesanses 55
Abbildung 18: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in a-SMA-positiven Zellen im WT:
Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der a-SMA (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei
wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) AusschlieBlich Zellen in GefaRen zeigen a-SMA
Expression, dies ohne Proliferation; (12 h) leichte Aktivierung von pankreatischen Stellatumzellen mit
Lokalisation im interstitiellen Raum und gesteigerter Proliferation in dieser Zellpopulation im Rahmen
der Inflammation-Phase bis 36 h; (Tag 4) deutlicher Verlust an a-SMA positiven Zellen im Vergleich zu
Zeitpunkten der Inflammation-Phase (Proliferation ausschlieRlich in Zellen ohne a-SMA Expression);
(Tag 14) erneut Bild wie in Kontrolltieren. IF ver6ffentlicht in (B. Kong et al., 2016)............cccuveeenneeee. 56
Abbildung 19: Anzahl a-SMA positiver proliferierender Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in Funktion der
Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in

der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. Die Proliferation von a-SMA positiven
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Zellen bleibt im WT streng limitiert auf die Inflammation-Phase. Quantifizierung veroffentlicht in (B.
(e oY==l A | I 0 ) RSP 57
Abbildung 20:Prozentsatz a-SMA positiver Zellen an der Gesamtteilungsrate im WT: Der Graph zeigt
Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in
Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von
in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender
Zellen. AusschlielSlich wahrend der Inflammation-Phase stellt das a-SMA positive Zellkompartiment
einen signifikanten Anteil der sich teilenden Zellen von bis zu 11,3 %. Quantifizierung veroffentlicht in
(T e T o=y | B 0 ) 1RSSR 57
Abbildung 21: IF mit Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau)

gegengefarbt: Pdx1 pos. Zellen (Asterisken) vereinzelt bereits zu Beginn der Inflammation vorhanden

Abbildung 22: IF mit Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau)
gegengefarbt: Pdx1 pos. Gangdhnliche Strukturen (Quadrate) Pdx1 pos. Zellkerne aufRerhalb von
GaNGSTrUKLUIEN (ASTEIISKEN) ....eviieeiciieee ettt e e e et e e e et e e e e sbteeeeebteeessseeeesenseneeessteeesannes 59
Abbildung 23: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Pdx1-positiven Zellen im WT: Die
Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei
wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) AusschlieRlich Zellen in Langerhans’schen Inseln zeigen
Pdx1 Expression, dies ohne Proliferation; (36 h) mit fortschreiten der Inflammation-Phase prasentiert
sich eine groRe Mehrheit der exokrinen Zellen mit Pdx1 Expression im Zellkern und gesteigerter
Proliferation in dieser Zellpopulation; (Tag 3) deutliche Abschwachung der Pdx1-Positivitat in
exokrinen Zellen mit nur noch vereinzelter Proliferation, bei erhaltener Farbung von
Langerhans’schen Inselzellen (wenige Teilungen in der B-Zellpopulation, soweit morphologisch
festzustellen); (Tag 14) erneut Bild wie in KONtroltiEren. .........cccuveeceeeeiieciie e 60
Abbildung 24: Anzahl an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Pdx1 in Funktion der Zeit.
Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-
Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. Es findet sich eine geringe Proliferation von
Pdx1-positiven Zellen wéahrend der gesamten Regeneration, mit leichter Hiufung zum Zeitpunkt der
ausklingenden INfIamMmMaAtioN-PRASE. ............oooiiuiiii ittt e et e e e et e e e etre e e e eraeeaeeanes 61
Abbildung 25: Prozentsatz an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten
der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Pdx1 in Funktion der
Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-
Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. Zum

Ubergang zwischen Inflammation und Regeneration-Phasen findet sich ein Anstieg der Proliferation
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in Pdx1 positiven Zellen. Im Rahmen der Refinement-Phase ist die Proliferation in diesem
Kompartiment erneut mit der Proliferation in Kontrolltieren vergleichbar. .........cccccooeiiiinineennnnnen. 61
Abbildung 26: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Sox9-positiven Zellen im WT: Die
Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Sox9 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei
wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Sox9 Expression findet sich in Gangzellen (ohne
proliferative Aktivitat); (36 h) auch exokrine Zellen zeigen Sox9 Expression, zu diesem Zeitpunkt
gehauft Teilungen in Sox9-positiven Zellen; (Tag 4) Exokrine Zellen verlieren graduell die Sox9
Expression, Proliferation in diesem Kompartiment findet sich nur noch vereinzelt; (Tag 14) erneut
Bild wie in Kontrolltieren. IF veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016).......ccccecvveiieeeciieeciee e ecieeeieeeans 62
Abbildung 27: Anzahl an Sox9 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Sox9 in Funktion der Zeit.
Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-
Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. Es findet sich eine geringe Proliferation von
Sox9-positiven Zellen wahrend der gesamten Regeneration, mit leichter Haufung zum Zeitpunkt der
ausklingenden Inflammation- und beginnenden Regeneration-Phase. Quantifizierung veroffentlicht in
(ST oY Y=y =1 A ) RS ER 63
Abbildung 28: Prozentsatz an Sox9 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten
der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Sox9 in Funktion der
Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-
Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. Es
zeigt sich mit Ende der Inflammation- und Beginn der Regeneration-Phase ein hoher Prozentsatz von
bis zu 52,7 % aller teilenden Zellen mit Sox9 positiver co-Farbung. Im Verlauf ergibt sich ein erneuter
Abfall auf Werte um 10% mit Ende der Regeneration- und Refinement-Phasen. ..........cccoccvveeeeivnnennn. 64
Abbildung 29: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Vimentin-positiven Zellen in
Kras®?? M3usen: Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Vimentin (Griin) und BrdU (Rot) Co-
Farbung in Kras®?° Pankreata, Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefirbt; (Kont.) Es finden sich
zwei vorherrschende Bilder, einerseits eine, mit dem WT vergleichbare, Vimentin Expression in
mesenchymalen Trennmembranen im reguldren Pankreasgewebe (rechts) und im Gegensatz hierzu
starke Zunahme an Vimentin-positivem Stroma in Regionen mit praformierten ADMs (hier auch
vereinzelte Zellteilungen) (links); (12 h) Zunahme an Vimentin-positiven Zellen sowie deutliche
proliferative Aktivitdt im mesenchymalen Kompartiment; (Tag 4) Weiterhin auch im Vergleich zum
WT deutliche Uberproduktion an Stroma mit zahlreichen Zellteilungen; (Tag 14) Bild vergleichbar mit
Tag 4 unter Abnahme der Proliferation. ...t e e e e aa e e e e e 65
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Abbildung 30: Anzahl an Vimentin positiven proliferierenden Zellen in Kras im Vergleich zum WT:

Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression
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von Vimentin in WT (schwarz) und Kras®?° (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als
Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen
mit Expression des Markers. Im Vergleich zur Proliferation im WT, wo Teilungen in Vimentin-
positiven Zellen strikt begrenzt auf die Inflammation-Phase erscheinen, zeigt sich in Kras®?? Tieren
eine deutlich verlangert erhohte Proliferation von Vimentin-positiven Zellen mit langsamem Abfall
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Abbildung 31: Prozentsatz an Vimentin positiven proliferierenden Zellen in Kras®?® (rot) im Vergleich
zum WT (schwarz): Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in
Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von
in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender
Zellen. Prozentual stellen in Kras®?® Tieren Vimentin-positive Zellen einen dauerhaft hohen Anteil an
Sich teilenden Zellen UM B0 . .....cccuuieieeriiieiie ettt ettt ettt e sb e st e e sabe e sbaeesabeesabeessbeesaneeenanes 67
Abbildung 32: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in a-SMA-positiven Zellen in Kras®?°
Mausen: Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der a-SMA (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in
Kras®?P pankreata, Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) AusschlieRlich Zellen in
Gefdllen zeigen a-SMA Expression, dies ohne Proliferation; (12 h) erste Aktivierung von
pankreatischen Stellatumzellen mit Lokalisation interstitiellen Raum bei, im Vergleich zum WT,
steigender und gesteigerter Proliferation in dieser Zellpopulation; (Tag 4) weiterhin deutliche
Uberproduktion und Proliferation von aktivierten Stellatumzellen mit starker Abweichung zur
Prasentation des WT; (Tag 14) ADM, TC und AFL sind eingebettet in eine liberschieRende Menge an
desmoplastischem Stroma bestehend aus a-SMA positivem Mesenchym (es finden sich ebenso
weiterhin gesteigert Zellteilungen in aktivierten Stellatumzellen). IF veroffentlicht in (B. Kong et al.,

612D im Vergleich zum WT.

Abbildung 33: Anzahl an a-SMA positiven proliferierenden Zellen in Kras
Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in a-SMA positiven Zellen
bei WT (schwarz) und Kras®?® Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0
angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers. In Kras®*?° Tieren zeigt sich eine im Vergleich zum WT deutlich gesteigerte
Anzahl an Zellteilungen in a-SMA positiven Zellen, welche erst nach 7 Tagen riicklaufig ist und 14
Tage nach Induktion der Pankreatitis erneut Vergleichbar ist mit der Proliferation in Kontrolltieren
dieses Genotyps. Quantifizierung veréffentlicht in (B. Kong et al., 2016). .....cccouveeeeciieeeeciieeeecieeeeee 69

G120 jm Vergleich zum

Abbildung 34: Prozentsatz an a-SMA positiven proliferierenden Zellen in Kras
WT: Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in a-SMA positiven
Zellen bei WT (schwarz) und Kras®?° Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als

Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der prozentuale Anteil der proliferierenden Zellen mit
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Expression des Markers an der Gesamtzahl der in der S-Phase befindlichen Zellen. Prozentual stellen
a-SMA positive Zellen einen im Vergleich zum WT deutlich erhéhten Anteil der Teilenden Zellen nach
Pankreatitis dar. Quantifizierung veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016). .....cccceeeveiveeeeciieeeeciiee e, 70
Abbildung 35: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Pdx1-positiven Zellen in Kras®??
Mausen: Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in
Kras®?P pankreata, Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefirbt; (Kont.) Einerseits starke Pdx1
Expression in Zellen in praformierten ADMs, mit gehaufter Proliferation in diesen Zellen, andererseits
in regularem Pankreasgewebe Pdx1 Expression ausschlieBlich in Zellen in Langerhans’schen, dies
ohne Proliferation; (36h) mit fortschreiten der Inflammation-Phase prasentiert sich die groRe
Mehrheit der exokrinen Zellen mit Pdx1 Expression im Zellkern und gesteigerter Proliferation in
dieser Zellpopulation; (Tag 3) keine Abschwachung der Pdx1-Positivitat in exokrinen Zellen in ADM
und TCs mit weiterhin gesteigerter Proliferation, bei erhaltener Farbung von Langerhans’schen
Inselzellen (wenige Teilungen in der B-Zellpopulation, soweit morphologisch festzustellen); (Tag 14)
Metaplastisches Gewebe sowie TCs und AFLs zeigen starke Pdx1 Expression bei vereinzelten
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Abbildung 36: Anzahl an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen in Kras®**® im Vergleich zum WT: Die
Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Pdx1 positiven Zellen bei
WT (schwarz) und Kras®2?® Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0
angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers. In Kras®'?° Tieren findet sich bereits zu Beginn der Inflammation eine
erhohte Anzahl an Teilungen von Pdx1 positiven Zellen, dies steigend (iber die ersten 60h. Ab 84h
nach Induktion der Pankreatitis bis Tag 14 zeigt sich eine schrittweise Reduktion auf Werte wie in
KONTIOIEIEIEN. ..ttt st et e s b e s e e st e et e et e e sneesbeesane e 72

612D im Vergleich zum WT:

Abbildung 37: Prozentsatz an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen in Kras
Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Pdx1 positiven Zellen
bei WT (schwarz) und Kras®?® Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0
angezeigt. Betrachtet wird hier der prozentuale Anteil der proliferierenden Zellen mit Expression des
Markers an der Gesamtzahl der in der S-Phase befindlichen Zellen. Im WT zeigt sich tGber den
gesamten beobachtungszeitraum eine relativ konstant niedrige Proliferation in Pdx1 positiven Zellen,
welche jedoch zum Zeitpunkt von 36h einen signifikanten Anteil an allen teilenden Zellen ausmacht.
In Kras®2?P Tieren zeigt sich bereits in Kontrolltieren ein erhdhter Anteil an Proliferierenden Zellen als
Pdx1 positiv, dies relativ konstant um 20 % aller teilenden Zellen..........ccceveeeeeeciiieeee e 72
Abbildung 38: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Sox9-positiven Zellen in Kras®?°

Mausen: Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in

Kras®?P pankreata, Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengeférbt; (Kont.) Sox9 Expression findet sich
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in Gangzellen (ohne proliferative Aktivitat) sowie in Zellen praformierter ADM (mit im Vergleich zum
Normalgewebe erhéhter Teilungsrate); (36 h) Sox9 Expression dehnt sich auf nahezu alle Zellen des
Exokrinen Kompartiments aus, zu diesem Zeitpunkt eine dem WT vergleichbare Teilungsrate in Sox9-
positiven Zellen; (Tag 4) kein Verlust von Sox9 Expression in exokrinen Zellen, Proliferation in diesem
Kompartiment bleibt deutlich Gber das Level des WT erhoht; (Tag 14) Zellen in ADM, TC und AFL
zeigen deutliche Sox9 Expression mit weiterhin gesteigerter Proliferation Sox9-positiver Zellen. IF
veroffentlicht in (B. KONg €t al., 2016). ....cocuieiiieeiieeee et eee et et se e e tte e s te e e seeeesteeesaeesnneeenes 73
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Abbildung 39: Anteil an Sox9 positiven proliferierenden Zellen in Kras im Vergleich zum WT: Die
Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Sox9 positiven Zellen bei
WT (schwarz) und Kras®?° Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O
angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers. Im Vergleich zum WT zeigen Kras®'?° Tiere einen steileren Anstieg der
Proliferation von Sox9 positiven Zellen, auch findet sich im starken Kontrast zum WT im Verlauf kein
kompletter Riickgang der Proliferation in diesem Kompartiment. Quantifizierung veroffentlicht in (B.
(e oY==l o | I 0 ) SRR 74
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Abbildung 40: Prozentsatz an Sox9 positiven proliferierenden Zellen in Kras im Vergleich zum WT:
Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Sox9 positiven Zellen bei
WT (schwarz) und Kras®2?° Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0
angezeigt. Betrachtet wird hier der prozentuale Anteil der proliferierenden Zellen mit Expression des
Markers an der Gesamtzahl der in der S-Phase befindlichen Zellen. Im Vergleich zum WT zeigen
Kras®?P Tiere keine klar zeitlich gesteuerte Proliferation von Sox9 positiven Zellen, ihr Anteil an allen

Zellteilungen steigt bis 36h schrittweise an und verbleibt bis zum Ende der Beobachtungsspanne auf

erhohten Werten. Quantifizierung veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016). ......ccccovvevivevcieeeciieeeveeeee, 75
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1 Einleitung

Chronische Entziindungen stehen in diversen Organsystemen in Verbindung mit dem
Auftreten von Krebserkrankungen (Lowe and Storkus, 2011). Hierzu gehdren unter anderem
Lunge (Freire et al., 2013; Wilson et al., 2008), Magen (Besséde et al., 2014), Kolon (Dubois,
2014), Prostata (Elkahwaji, 2012; Kwon et al., 2014) und Gallenblase (Hundal and Shaffer,
2014; Xie et al., 2014). Auch im Falle des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas (PDAC)
wird ein Zusammenhang mit einer entzindlichen Verletzung des Organs (Pankreatitis)
gesehen (Hamada et al., 2014). Durch welche Faktoren jedoch diese beiden

Krankheitsentitdten in Verbindung stehen ist bis dato nicht abschlielend geklart.

1.1 Pankreatitis und Pankreaskarzinom: Epidemiologie

Die chronische Pankreatitis (CP) ist mit einer mittleren Inzidenz von 5,5 Fallen pro 10°
Einwohner/Jahr eine relativ seltene Erkrankungen in der westlichen Zivilisation (De-Las-
Heras-Castafno, 2014), die wohl am haufigsten durch exzessiven Alkoholgenuss entsteht
(Ngjgaard et al., 2010). Epidemiologische Betrachtungen sind zu dem Schluss gekommen,
dass Patienten mit CP ein erhdhtes Risiko haben, ein PDAC zu entwickeln (OR 10,35 fir PC
bei Patienten mit CP, und OR 2,12 fur Patienten mit akuter Pankreatitis. RR 6,9 im Vergleich
zur gesunden Bevolkerung). Hierbei ist das Risiko an PDAC zu erkranken im ersten Jahr nach
Diagnose der CP am héchsten mit einer OR von 23.30 (95% CI: 13.95-38.93) (Bang et al.,
2014). Diese Wahrscheinlichkeit variiert jedoch stark im Vergleich zwischen unterschiedlichen
Studien (Bang et al., 2014; Lévy et al., 2006; Spanier et al., 2013; Tinto et al., 2002), was auch
daran liegen kénnte, dass ein grof3er Teil der chronischen Pankreatitiden durch bis dahin nicht
diagnostizierte tumorbedingte Gangobstruktionen hervorgerufen wird (Bracci et al., 2009;
Olson, 2012). Die CP ist dennoch nicht als einziger auslésender Faktor zu sehen. Weitere
bekannte Risikofaktoren fiir das PDAC kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum Einen
sind Umweltfaktoren zu nennen: chronischer Nikotinabusus (Siegel et al., 2012), tibermaRig
fettreiche Ernahrung, Fettleibigkeit (Bracci, 2012), langjéhrig bestehender Diabetes mellitus
(Li, 2012), Infektion mit Helicobacter Pylori und vermutlich auch massiver Alkoholabusus
(Duell, 2012), sowie zum Anderen die genetisch pradisponierenden Faktoren, zum Beispiel
erhohtes PDAC Vorkommen in der Familie, BRCA2 Expression und Blutgruppe A, B oder AB
(Risch, 2012). Hierbei macht die erbliche Form des PDAC 5-10% aller Falle aus (Tong et al.,
2014). Das Pankreas Karzinom steht mit 2,2% weltweit an 13. Stelle aller
Krebsneuerkrankungen. Hierbei ist die Mortalitdtsrate mit 3,5% aller Tode aufgrund von
Krebserkrankung sehr hoch (Tong et al., 2014). Das PDAC stellt mit Uber 85% Prozent aller
Krebserkrankungen des Pankreas den groften Anteil dar (Reid et al., 2013). Mit einer 5-Jahres
Uberlebensrate von weniger als 5% und einem medianen Uberleben von weniger als 6

Monaten, gilt es als eine der tddlichsten Krebserkrankungen tberhaupt (Hezel et al., 2006).



1.2 Anatomie und Histologie des Pankreas

Der Pankreas ist ein exo- und endokrines Organ, das in verschiedenen Saugetierspezies eine
unterschiedliche Lage und Aufbau zeigt. Im Menschen liegt er retroperitoneal im Oberbauch
in enger Beziehung zum Duodenum und der Milz und zeigt einen kompakten Aufbau, der die
Aufteilung in Kopf, Corpus und Schwanz erlaubt. In der Maus hingegen findet man einen
diffusen Aufbau genannt ,mesenterisch®, insofern als dass der Pankreas verteilt im
duodenalen Mesenterium liegt. In beiden Spezies gliedert er sich in unregelmafige Lappchen
die um einen zentralen Gang, den ductus pancreaticus der ins Duodenum miindet, gruppiert
sind. Der Pankreas besteht histologisch aus drei Hauptkompartimenten. Den gréf3ten Anteil
stellt das exokrine Kompartiment dar. Dieses besteht aus den Pankreasgéngen sowie den
exokrinen Azinuszellen. Der ductus pankreaticus verastelt sich in der Peripherie des Organs
zu vielen kleinen Gangen, an deren Ursprung jeweils ein Azinus sitzt. Dieser stellt eine
Agglomeration von Azinuszellen dar, die zur Produktion und Sekretion von
Verdauungsenzymen dienen. Verbunden sind Gang- und Azinuszellen durch die
Zellpopulation der zentroazinaren Zellen. Ein weiteres wichtiges Kompartiment des Pankreas
sind endokrine Zellen. Hier sind verschiedene Typen bekannt die jeweils Hormone vor allem
zur Regulation des Blutzuckerspiegels freisetzen kdnnen und gruppiert in Langerhans’schen
Inseln im gesamten Organ verteilt sitzen. Dazu gehdren a-Zellen, 3-Zellen, 6-Zellen, PP-Zellen
und e-Zellen. Das dritte Kompartiment des Pankreas ist das Mesenchym, das aus einer
Vielzahl an Stitz und Immunzellen besteht und die Pankreas Lappchen unterteilt. In diesem
Raum verlaufen auch Blut und LymphgefaRe sowie Pankreasgange und Nerven (Treuting et
al., 2012).

1.3 Entstehung des PDAC aus Vorlauferlasionen (Adenom-Karzinom-—

Sequenz)
Eine Vielzahl an Studien hat sich in den letzten Jahrzehnten mit der histologischen
Aufarbeitung des PDAC beschéftigt. Begriindet auf Vorerkenntnissen von Sommers et al.
(Sommers et al., 1954) und bestétigt durch Cubilla und Fitzgerald et al. wurde erkannt, dass
das duktale Karzinom auf dem Boden dedizierter Vorlauferlasionen entsteht (Cubilla and
Fitzgerald, 1976). Histologische Untersuchungen ergaben, dass papillare, duktale
Hyperplasien in Pankreata mit Krebs signifikant haufiger vorkommen. Ebenso kamen
signifikante Zellatypien nur vor, wenn im untersuchten Organ Krebs vorzufinden war. (Cubilla
and Fitzgerald, 1976; Hruban et al., 2000b). Hierbei befanden sich Zonen mit héhergradiger
Atypie haufig innerhalb Zonen niedriggradiger Atypie, was ebenso fir eine schrittweise
Entartung und Tumorprogression aus intraduktaler Proliferation zu invasivem duktalem

Karzinom spricht (Furukawa et al. 1994). Im Jahr 2003 gelang es Hingorani et al. mit Hilfe des
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durch onkogenes Kras induzierten Mausmodells fur die PDAC Entstehung zu beweisen, dass
die in der Maus gefundenen Pankreatische Intraepitheliale Neoplasien (PanIN) exakt dem Bild
der menschlichen L&asionen entsprechen. Ebenso bestétigten sie, dass sich das invasive
PDAC im Rahmen der Kras Mutation aus der PanIN als Vorlauferlasion entwickelt (Hingorani
et al., 2003). Hiermit wurde zuerst die Annahme begriindet, dass die Entstehung des PDAC
ahnlich wie weitere gastrointestinale Tumoren auf einer Adenom-Karzinomsequenz beruht.
(Aichler et al., 2012, Brune, Abe and Canto, 2006; Liszka et al., 2011). Dabei entsteht eine
Primarlasion ohne malignen Charakter, die sich im Verlauf zu einer malignen Neoplasie
weiterentwickelt. Weitere Vorlaufer des PDAC sind die intraduktale papillar-muzindse
Neoplasie (IPMN), die muzinds-zystische Neoplasie (MCN) und die atypical flat lesion (AFL)
die ebenso einen duktalen phanotyp zeigen (Aichler et al., 2012; Hruban et al., 2000b).

Es ist bisher in Ermangelung von extensiven lineage tracing Experimenten noch nicht
abschlielend geklart, welche Zellpopulation des Organs als Ursprungszelle des PDAC
gewertet werden darf. Derzeit vorherrschende Meinung ist, dass sich das PDAC auf dem
Boden einer azinar zu duktalen Metaplasie (engl. acinar-to-ductal metaplasia ADM) entwickelt
(Guerra et al., 2007; Habbe et al., 2008; Kong et al., 2011).

1.4 Histologische Charakterisierung der PDAC Vorlauferlasionen

Die Bildung von ADM findet unabhangig von PanIN-Bildung statt (Zhu et al., 2007). Sie ist
relativ haufig (auch in gesunden Individuen)(Esposito et al., 2007) und wird charakterisiert
durch eine erhohte Zellteilungsrate mit De- und Redifferenzierung von azinaren Zellen, mit
einer fraglich transienten Metaplasie vom azindren zum duktalen Zelltypus. Aichler et al.
beschreiben sie als h6chst wahrscheinlichen Ursprung fir PDAC (Aichler et al., 2012). Azinare
Zellen die eine ADM untergehen exprimieren in der Folge Marker die im adulten Pankreas
typisch sind fur das duktale Kompartiment wie u.a. den Marker Cytokeratin 19 (CK19) (Prévot
et al., 2012; Zhu et al., 2007).

In der ADM finden sich tubulare Komplexe (TC) (Vgl. Abbildung 1), die definiert werden als
zylindrische Rohren ausgekleidet mit einreihigem Epithel von flachen gangahnlichen Zellen, in

denen Mitosen zu verzeichnen sind (lovanna, 1996). Die TC entstehen ebenso durch



Dedifferenzierung aus azinaren Zellen (Bockman, 1997; lovanna, 1996; Reid and Walker,
1999).
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Abbildung 1: H+E Farbung von Pankreasgewebe mit TC mit grof3en (A) und kleinen (B) Zellen (Strobel et al., 2007b)

Nach dem Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz, entwickelt sich hierauf die intraepitheliale
Neoplasie (PanIN). Sie zeigt drei bzw. vier Grade (Reid et al., 2013). Grad IA wird
charakterisiert durch den Austausch von normalem niedrig kuboidalem Epithel durch
einreihiges hochprismatisches Epithel ohne Zellatypien oder architektonische Komplexitat.
Grad IB zeigt erste Bildung von Papillen. In Grad Il finden sich Zellatypien sowie der Eindruck
von mehrreihigem, hochprismatischem Epithel. PanIN 1l zeigt schlie3lich starke Zellatypie,
Nekrose, Mitosen, Bildung von komplexen Papillen und Verlust der Zellpolaritat (Vgl.
Abbildung 2).

) RS
— Normal —{} PanIN-1A 4}— PanIN-1B - }—— PanIN-2

— Her-2/neu - - plé
K-ras

Abbildung 2: Progressionsmodell der PDAC Histologie und Mutationssequenz mit Anmerkung der Reihenfolge der
anfallenden Mutationen im Verlauf (Hruban et al., 2000a). Zunéchst zeigt sich normales niedrig kuboidales Epithel
(Azinuszellen). In PanIN-IA finden sich erste Mutationen typischerweise Kras und Her2/neu in hochprismatischem
Epithel. PanIN IB zeigt sich mit Papillenbildung und Beginn von p16 Mutationen. In PanIN Il finden sich zunehmend
Zellatypien, mehrreihiges hochprismatisches Epithel und p16 Mutation. In PanIN Ill zeigen sich zunehmend
Mutationen, Zellatypie, Nekrose und Mitosen sowie komplexe Papillen.

Weiter in Frage kommende Vorlauferlasionen wurden als atypical flat lesions (AFLs) erstmals
2012 von Aichler et al. beschrieben. Sie werden histologisch charakterisiert als tubulare
Strukturen in Regionen von ADM, die kuboidale Zellen mit vergréRertem hyperchromatischem
Zellkern, ein hohes Verhaltnis von Kernvolumen zu Zytoplasma sowie im Vergleich mit
anderen Vorlauferlasionen - inklusive der PanIN - deutlich erhdhte Mitoseraten aufweisen.

4



Auch das umliegende Stroma ist bei den AFLs als charakteristisch anzusehen, mit einer

Vielzahl an spezifisch angeordneten Spindelzellen (Aichler et al., 2012).

Abbildung 3: H+E Farbung von Pankreasgewebe der Maus mit AFL bestehend aus lobulérer Struktur mit kuboidalen
Zellen in charakteristisch angeordnetem umgebendem Stroma (Aichler et al., 2012)

1.5 Histologie des PDAC

Die typische Histologie des PDAC stellt sich als invasive Form seiner Vorlaufer dar und zeigt
komplex verzweigte drisenartige Strukturen, die mit niedrigen kuboidalen, aber auch
hochprismatischen  Zellen gesdumt sind wund Zellatypien sowie intrazellulare
Muzinansammlungen zeigen (Reid et al., 2013). Hierbei ist das Durchbrechen der
Basalmembran mit Invasion des umgebenden Gewebes Grundbedingung der histologischen
Diagnose. Des Weiteren zeigt sich eine weitreichende zufallsartige Verteilung der Neoplasien

sowie eine Infiltration des umgebenden stark fibrotischen desmoplastischen Bindegewebes.

1.6 Genetische Merkmale des PDAC

Laut genetischer Analysen weisen, je nach Quelle, 80-95% aller PDAC Patienten eine
Mutation im Kras Protoonkogen auf (Reid et al., 2013; Yachida et al., 2012; Yan et al., 2005).
Bereits unter PDAC Vorlauferlasionen kann ein, nach Grad der Entartung steigender,
Prozentsatz als positiv fir onkogenes Kras gewertet werden (36% in PanIN 1A, 44% in PanIN
IB und 87% in PanIN Il und Ill) (L6hr et al., 2005). Die h&ufigste Lokalisation ist eine
Punktmutation am Lokus 12 genannt Kras®*?° (Hruban et al., 2000b). Hierbei wird Glycin durch
Asparaginsaure ersetzt (Hingorani et al., 2003). Eine Mutation in der Familie der RAS-Proteine
wird in vielen weiteren Krebsformen ebenso als Ausléser angesehen. Diese Familie besteht
aus vier weitgehend homologen Varianten, dem Hras, Nras, sowie Kras4A und B. Hras
Mutationen finden sich haufig bei Kopf-Hals und Hauttumoren, Nras Mutationen haufig bei
hamatopoetischen Neoplasien und Kras Mutationen sind am haufigsten zu finden in Tumoren
der Lunge (Non-small-cell-lung-cancer NSCLC), in kolorektalen Malignomen und im

Pankreaskarzinom (Pylayeva-Gupta et al., 2011).



Weitere Gene die im Falle des menschlichen PDAC héaufig Veranderungen aufweisen sind
Her2-neu (70%), p16 Mutation oder Promotor Methylierung, Uber-Expression von p53 (50-
75%), Verlust von DPC4/SMAD4 (deleted in pancreatic carcinoma locus 4) (55%), Mutation
von BRCAZ2 (7-10%) und in weniger als 5% der Falle Mutationen in den Genen LKB1/STK11,
MKK4, TGFR (transforming growth factor beta) und RB1Rretinoblastom)...(Hruban et al.,
2000a; Whitcomb and Pogue-Geile, 2002; Yan et al., 2005). Es wird bis heute davon
ausgegangen, dass diese Mutationen so etwas wie eine ,Mutationssequenz® aufweisen,
insofern als dass zunachst eine Kras oder Her2-neu Mutation vorzufinden ist, auf die sodann
die weiteren Mutationen aufsatteln (siehe Abbildung 2) (Hruban et al., 2000b, 2000a). Insofern

gilt die Mutation im Kras-Gen quasi als initialer ,Hit“ der die Krebserkrankung auslost.

1.7 Funktionsweise der Ras-Proteinfamilie

Im gesunden Organismus ist die Ras-Familie eine Gruppe an GTP-asen die als
Signaltransduktor zwischen Zelloberflache und intrazellularen Signalwegen fungiert. Sie
oszillieren zwischen einem aktivierten Zustand, in dem sie an GTP gebunden sind und einem
inaktiven, an GDP gebundenen Zustand. Hierbei wirken Guanin-Nukleotid Austausch Faktoren
(engl.: guanin-nucleotide exchange factors (GEF)) aktivierend, indem sie den Austausch von
GDP durch GTP vermitteln. Die Signalweiterleitung erfolgt durch eine Konformationsanderung,
die die Verbindung von Ras mit der Raf Effektorkinase ermdglicht (Berg et al., 2007). Die
neuerliche Inaktivierung von Ras findet zum einen durch die Ras-intrinsische GTPase
Funktion, zum anderen durch extrinsische GTPase aktivierende Proteine (GAP), welche die
Hydrolyse beschleunigen statt. Hierdurch kann das Ras Signal zeitlich gesteuert dediziert
abgeschaltet werden. (Pylayeva-Gupta et al., 2011).

Ubergeordnetes Signal

GTP 3 GDP
$ Raf

Ras e

B - .

Ras Mutation

Aktivierung diverser
Signalwege

Abbildung 4: Aktivierung und Inaktivierung von Ras-Proteinen: inaktives RAS hat GDP gebunden. Durch
Vermittlung von Guanin nucleotide exchange factors (GEF) wird GDP zu GTP phosphoryliert und so RAS aktiviert.
Dies flihrt zu einer Raf-gestiitzten Aktivierung intrazellularer Signalwege. Die natirliche Inaktivierung von RAS iiber
GTPase-aktivierende Proteine (GAP) wird durch die Mutation vermindert. Hieraus folgt eine dauerhafte Aktivierung.
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1.8 Effekt der Mutation im Ras Protoonkogen

Kras Mutationen haben zur Folge, dass sowohl die intrinsische als auch die extrinsische
GTPase Funktion, also die Hydrolyse von an Kras gebundenem GTP zu GDP, geschwacht
wird (Hingorani et al., 2003). Die Mutation am Lokus G12 beispielsweise (98% der im
Menschen gefundenen Kras Mutationen im Pankreas) verhindert die Bildung von van der
Waals Bindungen zwischen Ras und GAP durch sterische Behinderung. Hierdurch kommt es
nicht zum Kontakt der katalytischen Zentren, woraus eine deutlich geschwachte GTPase-
Funktion resultiert (Eser et al., 2014; Pylayeva-Gupta et al., 2011). Somit bleibt Kras verlangert
an GTP gebunden und der Ras-Signalweg aktiv. Im Endeffekt fihrt die Ras-Mutation zu einer
kontinuierlichen Aktivierung nachgeschalteter Signalwege, die in ihrer Gesamtheit viele der
charakterisierenden Merkmale von Malignitat antreiben konnen. Hierzu gehodren die
andauernde  Proliferation von Zellen, der Apoptose-stopp, die metabolische
Umprogrammierung im Sinne des Warburgeffekts, die Aktivierung und onkogene Veranderung
des Tumorstromas, das Entgehen der kérpereigenen Immunantwort, sowie die Zellmigration

und Metastasierung (Pylayeva-Gupta et al., 2011).

Trotz der Tatsache, dass die Mutation von Kras offenbar durch Steuerung der genannten
Zusammenhadnge auslosend fir die pankreatische Karzinogenese ist, lasst die bisherige
Literatur nicht darauf schliel3en, dass es tatsachlich Unterschiede im Effekt der Aktivierung
von mutiertem Kras zu nicht mutiertem Kras gibt. Genauer ist bisher ungeklart, ob eine Kras
Mutation weitere Signalwege eroffnet, die ohne Mutation nicht aktiviert werden, oder ob
vielmehr die verlangerte Aktivierung des intrinsischen Signalweges genigt, um die

Karzinogenese anzutreiben.

1.9 Begriundung fur die Nutzung des Tiermodells

Hypothetisch erfolgt auch im Menschen die PDAC-Karzinogenese nur unter Zusammenspiel
von CP und gleichzeitig vorhandener Kras Mutation. Eine wichtige Schwierigkeit in der
Erforschung des Zusammenhangs der beiden Faktoren ist die Tatsache, dass im Menschen
der Zeitpunkt der friihen Karzinogenese meist “verpasst® wird und somit die Untersuchung der
frihen Zeitraume im Menschen nicht stattfindet (Hingorani et al.,, 2003). Gerade PDAC
Patienten kommen in Folge spét einsetzender, unspezifischer Symptome haufig erst im
fortgeschrittenen Stadium in arztliche Behandlung. Haufig infiltriert das PDAC bei Diagnose
bereits umliegende Strukturen, wie die Gallengange oder das Duodenum (Reid et al., 2013).
Zudem ist die Gewinnung von menschlichem Pankreasgewebe schwierig und in Gesunden
oder Patienten mit Entzindung ohne Verdacht auf ein Karzinom nicht indiziert. Es stellt sich
also die Herausforderung ein Modell zu etablieren, in dem diese frihe Phase der
Karzinogenese beobachtet und beeinflusst werden kann. Da bisher trotz extensiver

Forschungsarbeit auf dem Gebiet keine Méglichkeit der Frihdiagnose, bzw. der Diagnose im



prainvasiven Stadium, entwickelt werden konnte, muss auf andere Modelle zuriickgegriffen
werden. Dies ist im Tiermodell insofern gegeben, als dass einerseits gezielt einzelne
Mutationsereignisse durch gentechnische Veradnderung, sowie Umweltfaktoren eingebracht
werden kénnen und andererseits auch eine pharmakologische Behandlung durchgefihrt
werden kann. Es lasst sich somit im Tiermodell kontrolliert und voraussehbar die
Karzinogenese initiieren und auf diese Weise friihe Zeitpunkte beobachten und manipulieren.
Gerade in der Forschung an Saugetieren besteht, aufgrund der relativ hohen genetischen
Ahnlichkeit, die Mdglichkeit Forschungsergebnisse teilweise auf Ereignisse in der humanen
Pathogenese zu Ubertragen. Demensprechend ist es sinnvoll fiir die Forschung an der frilhen

Karzinogenese auf Tiermodelle zurlickzugreifen.

1.10 Caerulein-induzierte Pankreatitis

Mit dem Ziel die CP als Tumorinitierenden Faktor zu erforschen wurden verschiedene Wege
der CP-Induktion im Tiermodell eingefihrt. Bereits 1896 beschrieb Hans Chiari die
Autodigestion durch vorzeitige interstitielle Aktivierung von Zymogenen als Pathogenese fur
die Pankreatitis im Menschen ein (Chiari, 1896). Lampel und Kern stellten 1977 die
Administration des Cholezystokininanalogons Caerulein zur Sekretionsstimulation als
Moglichkeit vor, um in Nagetieren eine chemisch induzierte Pankreatitis, die der im Menschen
beobachteten akuten interstitiellen Pankreatitis analog zu sehen ist, hervorzurufen (Lampel
and Kern, 1977).

Caerulein ist ein kinstlich synthetisiertes Decapeptid (Anastasi et al., 1967; Bernardi et al.,
1967), welches als Gastrin, Bradykinin und Cholezystokinin-Pankreozymin Analogon die
Magensauresekretion sowie, in diesem Fall ausschlaggebend, die Pankreassekretion
stimuliert (Erspamer et al., 1967). In Nagetieren (Maus und Ratte) ist festzustellen, dass eine
normale bis maximale Stimulation mit Caerulein zu einer Steigerung der Pankreassekretion
von Protease-reichem Sekret fiihrt. Bei supramaximaler Stimulation hingegen kehrt sich die
Situation um, die Sekretion von Pankreasflissigkeit in das Gangsystem wird drastisch
reduziert, und es kommt zum Sekretstau, sowie zur Cathepsin B vermittelten interstitiellen
Proteasenaktivierung (Trypsinogen), was schlie3lich zur Autodigestion des Organs und zu
extensivem Azinuszellschaden fuhrt (Adler et al., 1982; Halangk et al., 2000). Die Behandlung
von Versuchstieren mit Caerulein hat den Vorteil, dass sie relativ wenig invasiv ist, in Mausen
wird das Medikament Ublicherweise intraperitoneal injiziert (Adler et al., 1982), des Weiteren
ist sie leicht skalierbar durch Variation von Einzeldosis und Applikationsdauer und schlie3lich
sind die Ergebnisse leicht reproduzierbar und inter-individuell wenig variabel. Hier verwendete
Protokolle sind die Applikation von acht stiindliche Dosen Uber zwei Tage fir das Studium der

Regeneration nach akuter Pankreatitis (Jensen et al., 2005). Um die chronische Pankreatitis



zu untersuchen, eignen sich einmal tagliche Injektionen an 5 Tagen pro Woche tber mehrere
Monate (Guerra et al., 2011, 2007).

In der Maus heilt eine solche chemisch induzierte Pankreatitis nach Absetzen der
Caeruleinbehandlung innerhalb von 14 Tagen folgenlos ab. Auch nach langerer
Caeruleinapplikation von bis zu 3 Monaten wird eine spontane Remission ohne bleibende
Schéaden beobachtet (Guerra et al., 2011).

1.11 Regeneration nach Caerulein-induzierter Pankreatitis in Wild Typ

Nagetieren
In der Ratte wurde zuerst festgestellt, dass sich im Wildtyp die vollstandige Regeneration nach
Caerulein induzierter Pankreatitis als Abfolge von azinar zu duktaler Metaplasie (ADM) gefolgt
von erneuter Redifferenzierung zum azinaren Zelltyp vollzieht (Reid and Walker, 1999). Es
kommt zu einer transienten Dedifferenzierung von exokrinen Zellen (Jensen et al., 2005; J. P.
Morris et al., 2010). Diese Dedifferenzierung ist gekennzeichnet durch Aktivierung von
embryonalen Signalwegen wie Notch (De La O et al., 2008; Miyamoto et al., 2003), Hedgehog
(Fendrich et al., 2008) und Wnt (J. Morris et al., 2010; J. P. Morris et al., 2010; Zhang et al.,
2013). Hierdurch ergibt sich eine erneute Expression von pankreatischen Stammzellmarkern

in azinaren Strukturen.

Zu den re-exprimierten Markern gehort unter diversen anderen der HMG-box
Transkriptionsmarker Sox9. Im adulten Pankreas ist die Sox9 Expression auf Gangzellen und
zentroazinare Zellen beschrankt (Seymour et al., 2007). Im Rahmen von ADM weitet sich die
Sox9 Expression auf ehemals azindre Zellen aus. Auch PanINs und PDAC sind positiv fur
diesen Marker (J. P. Morris et al., 2010; Prévot et al., 2012). Wahrend der Embryogenese
konnen Sox9 exprimierende Stammzellen alle drei epithelialen Zellinien des Pankreas bilden
(Furuyama et al., 2011; Solar et al., 2009). Des Weiteren bilden sie auch im gesunden adulten
Organ eine Population, die stammzellahnlich, die Fahigkeit besitzt, das exokrine Kompartiment
bestehend aus Azinus und Gangzellen zu erneuern (Furuyama et al., 2011). Hierbei ist nicht
klar, ob sich diese Kompartimente aus den Sox9 exprimierenden Gangzellen oder aus
dedifferenzierten, erneut Sox9 exprimierenden Azinuszellen Gangzellen bilden. Sox9
exprimierende Zellen in Pankreasgéngen, sowie die erwdhnte residierende Sox9
exprimierende stammzellahnliche Population sind allerdings gegeniber der durch onkogenes
Kras induzierten Karzinogenese sehr resistent (Jensen et al., 2005; Kopp et al., 2012). Im
Gegensatz hierzu stellen azinare Zellen, die im Rahmen der Inflammation eine
Dedifferenzierung und ADM durchfiihren, einen Zellpool dar, aus dem sich, durch onkogenes
Kras Signal, maligne Vorlauferlasionen bilden (De La O et al., 2008; Habbe et al., 2008; J. P.
Morris et al., 2010). Diese Zellpopulation azinaren Ursprungs tragt, im Zustand der ADM,

gangzelltypische Marker wie Sox9 oder Ck19. Die Expression von Sox9 in azinaren Zellen ist
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in diesem Zusammenhang von hdchster Wichtigkeit, da sie die Bildung der ADMs vorantreibt
und fir das Entstehen von PanINs notwendig ist (Kopp et al., 2012).

Des Weiteren findet sich eine Re-expression des Transkriptionsfaktors Pdx1 (Pancreatic and
duodenal homeobox 1). Das humane homologe Gen ist das Ipfl. In der Maus ist Pdx1 wéhrend
der Embryogenese einer der frihesten Marker von Pankreaszellen, die in der Folge alle drei
epithelialen pankreatischen Zelllinien bilden (Gu et al., 2002; Offield et al., 1996; Ohlsson et
al., 1993). Beobachtungen von Pankreasagenesie in Tieren mit Pdx1 Mutation lassen darauf
schlie3en, dass Pdx1 eine Schlisselfunktion in der allgemeinen Pankreasentwicklung innehat
(Jonsson et al., 1994; Offield et al., 1996). Im adulten Pankreas ist die Pdx1 Expression auf
endokrine [3-Zellen (Offield et al., 1996; Ohlsson et al., 1993) sowie einen kleinen Teil von
exokrinen und Gangzellen beschrankt (Stoffers et al., 1999; Wu et al., 1997). Im Rahmen von
Pankreatitis und PDAC findet sich sowohl im Mensch, als auch im Mausmodell eine erneute
allgemeine Aktivierung der Pdx1 Expression im azinaren Kompartiment (Jensen et al., 2005;

Koizumi et al., 2003). Die Expression von Pdx1 in diesen Zellen fuhrt zu ADM.

Im umgebenden Mesenchym zeigt sich bereits eine Stunde nach Caeruleinapplikation ein
exzessives interstitielles Odem (Lampel and Kern, 1977), sowie erhohte proliferative Aktivitat
(Jensen et al., 2005). Es kommt zu einer entziindlichen Aktivierung des Mesenchyms. Bei
einer verlangerten entzindlichen Reaktion des Pankreas in Form einer chronischen
Pankreatitis findet sich schlieB3lich eine narbige Fibrosierung des Organs (Apte et al., 2011).
Sowohl Inselzellen als auch duktale Zellen bleiben durch die Caerulein induzierte Pankreatitis
unbeeintrachtigt was ihre Proliferationsaktivitat angeht (Jensen et al., 2005). Diese
Kompartimente sind gleichzeitig refraktar, der onkogenen Kras induzierten Karzinogenese
gegeniuber (Kopp et al.,, 2012). Im Falle der Regeneration kommt es im Wild Typ zur
Redifferenzierung und Wiederaufnahme des azindren Programms, sowie Reorganisation der
Mikrostruktur des Organs. Somit ist auch hier die akute oder chronische Pankreatitis nicht als
singularer Ausloser fur PDAC zu identifizieren. Es wurden daher auch in der Maus als

Modellorganismus Mutationen des Kras-Gens untersucht.

1.12 Bisher aus dem Tiermodell der Kras Mutation gezogene Schllisse

Durch kunstliches Einbringen einer Kras -Mutation in exokrine Zellen des Pankreas kann die
Frequenz mit der Pankreaskarzinome entstehen deutlich erhdht und eine Beobachtung der
Karzinogenese in der Maus erméglicht werden (Guerra et al., 2007; Hingorani et al., 2003; J.
Morris et al., 2010). Hierbei ist der in der Maus entstehende Tumor dem menschlichen PDAC
sehr gut vergleichbar (Hingorani et al., 2003). Daher kann die Maus als Modellorganismus fur

diese Krebsart verwendet werden.
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Die Kras Mutation fuhrt zu einer stark verdnderten Reaktion auf die Caerulein-induzierte
Pankreatitis. In diesen Mausen zeigt sich ein Regenerationsblock mit dauerhafter Aktivierung
der oben erwdhnten embryonalen Signalwege Uber die Zeitspanne der WT Regeneration
hinaus (J. P. Morris et al., 2010). Nach einer bisher noch nicht genau festgelegten Zeitspanne
findet sich ein Progress von ADM und TC und es bilden sich PanINs. Im Verlauf kommt es zu

einer Entartung und es entsteht PDAC.

Frihere Untersuchungen konnten beweisen, dass eine Kras Mutation in der Maus nur dann
zu PDAC fuhrt, wenn die Expression der mutierten Genversion bereits ab einem frihen
embryonalen Entwicklungsstadium stattfindet. Individuen, die mutiertes Kras erst ab Erreichen
des Erwachsenenalters exprimieren zeigen keine Tumorentstehung. Hier wird die
Karzinogenese hingegen initiiert, wenn zu der Expression von onkogenem Kras eine
entzindliche Reaktion im Pankreas hinzukommt. Dabei ist es unerheblich, ob zunachst eine
Aktivierung der Expression von onkogenem Kras und im Anschluss die Entztindung induziert
wird, oder ob zunachst das entziindliche Milieu geschaffen, und die Expression von mutiertem
Kras im Nachhinein induziert wird. Diese Studien belegen ebenso, dass auch verkirzte
Perioden der Pankreatitis im Mausmodell unter Kras®*?® Einfluss zu PDAC fiihren (Guerra et
al., 2011).

Hierzu ist zu erwéhnen, dass die Schadigung des Organs und die hiermit vermittelte
Ausschittung von Wachstumsmediatoren (growth-factors) ein der Kras-Aktivierung
vorgeschaltetes Signal ist (Devita et al., 2012). Es wurde festgestellt, dass niedrige Level von
aktivem onkogenem Kras, wie sie im nicht entziindeten Pankreas vorliegen, nicht ausreichend
sind eine Metaplasie hervorzurufen (Daniluk et al., 2012; Ji et al., 2009). Eine Pankreatitis
hingegen geht einher mit deutlich erhéhter Kras-Aktivierung. Im Falle einer Kras Mutation ist
durch den unter Abschnitt 1.8 dargelegten Mechanismus die nachfolgende Inaktivierung von
Kras gehemmt und es entsteht tber langere Zeitraume ein erhéhtes Signal von onkogenem
Kras. Unter diesen Umstanden wird wiederum die Formation von préaneoplastischen Zellen
vermittelt, sodass entziindungsinduzierte erhdhte Spiegel an Kras Aktivierung als karzinogen

gelten missen (Daniluk et al., 2012).

Somit verursacht die Mutation von Kras in der Maus eine Reihe an dauerhaften

Veranderungen in deren Folge eine ansonsten harmlose Pankreatitis zu PDAC wird.

1.13 Ziel dieser Arbeit

Der Vorgang der Regeneration aber auch der friilhen Karzinogenese ist ein komplexer und
dynamischer Prozess, an den es sich lohnt von verschiedenen Betrachtungswinkeln aus eine
Néherung zu erreichen. Dies st unter anderem durch die Betrachtung von

Regulationsmechanismen Uber die Zeit der frihen Regeneration bzw. Karzinogenese auf
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Ebene der klassischen Organhistologie, aber auch der Proteinexpression und
Proliferationsdynamik in histologischen Schnitten und der biochemischen Analyse von

Genexpression zu bewerkstelligen.

In der bisherigen Forschung fehlend ist eine hohe zeitliche Aufschlisselung der histologischen
Ereignisse wahrend der frihen Karzinogenese. Eine Vorarbeit von Sina Fritzsche konnte,
Ergebnisse zum zeitlichen Ablauf der Regeneration auf histologischer Ebene und zur
allgemeinen Proliferationsdynamik im WT erbringen. Es fehlen bisher aber Vergleichbare
Analysen in Tieren mit Kras Mutation und ihr Vergleich mit der WT Regeneration. Ebenso
fehlen Analysen zur Proliferation in den verschiedenen Zellkompartimenten, die zur
Repopulation des Pankreas filhren. Mit dem RNA Array kann zudem das gesamte
Transkriptom analysiert und so die Veranderungen der Genexpression im Verlauf der Zeit im

G120 yerdeutlicht werden. Aus diesen Daten besteht die

Vergleich zwischen WT und Kras
Mdglichkeit Expressionssignaturen zu erstellen, sowie Regulationsnetzwerke nach ihrer
Aktivitat zu analysieren und Vergleiche mit bereits vorhandenen Datensatzen aus anderen

Spezies oder anderen Krankheitsentitaten anzustellen.

Daher ist die Aufgabe dieser Arbeit der direkte und zeitlich stark aufgegliederte Vergleich der
Entziindungsantwort zwischen WT und Kras®'?°-Tieren. Zusétzlich soll die Evolution des
zellularen  Umfeldes betrachtet werden und ein Informationspool Uber die
Transkriptionsunterschiede zwischen WT und Kras®'?" fiir weitere Forschung bereitgestellt
werden, sowie erste Ergebnisse, die sich aus dem Vergleich der Expressionsmuster ergeben,

erlautert werden.

In dieser Arbeit soll die haufigste Variante der Kras Mutation die Mutation am Genlokus

KraSGlZD

untersucht werden. Diese Mutation wird in vielen genetisch veréanderten
Mausexperimenten verwendet und ist somit bereits sehr gut untersucht (Figura et al., 2014;
Guerra et al., 2003, 2007, 2011; Habbe et al., 2008; Ling et al., 2012; J. P. Morris et al., 2010;

Morris et al., 2014).
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2 Material

Tabelle 1: Laborequipment

Gerat Hersteller
Flow hood Heraeus® ;I’Sg;n;o Fisher Scientific, Waltham MA

Multifuge Heraeus® 3SR

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA
(USA)

Elektrophorese Zubehor

Whatman, Géttingen

Elektrophorese Stromversorgung

Lifetechnologies, Darmstadt

Spectrophotometer NanoDrop® 2000

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA
(USA)

Tissue Lyser

Qiagen, Hilden

UV Transilluminator

VWR, Darmstadt

Trocknungsofen

Advantage lab, Schilde (Belgium)

Einbettungs Station EG1160

Leica Microsystems, Nussloch

Mikroskop Axioskop 40

Carl Zeiss, Oberkochen

Mikroskop-Camera AxioCam ICc3

Carl Zeiss, Oberkochen

Mikroskop DM E

Leica microsystems, Wetzlar

Mikroskop Axio Imager M2

Carl Zeiss, Oberkochen

Magnetisches Ruhrgeréat IKA, Staufen
Mikrotom RM2255 Leica Microsystems, Nussloch
Schdttler IKA, Staufen

Tissue Float Bath

GFL, Burgwedel

Vacuum Tissue Processor ASP200 S

Leica Microsystems, Nussloch

Autoclave VX75

Systec, Wettenberg

Waage

Sartorius analytic, Géttingen

Zentrifuge 5414 R

Eppendorf, Hamburg

Gefrierschrank -20°C

Bosch, Miinchen

Gefrierschrank -80°C

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA
(USA)

Kihlschrank fur Ethidiumbromid; Betec
personal cooler and warmer

ProTec Germany, Neu-Isenburg

Kuhlschrank 4° KBS, Mainz

Ice flaker AF100 Scotsman,Vernon Hills IL (USA)
Mikrowelle Sharp, Hamburg

pH-Meter WTW, Weilheim

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

Vortex Mixer

Neolab, Heidelberg

Wasserbad

Julabo, Seelbach

Wasser-Reinigungs-System Milli-Q

Millipore, Schwalbach

LightCycler 480

Roche Applied Science, Mannheim
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Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Dulbecco’s PBS

PAA, Pasching (Austria)

30% Wasserstoff Peroxid

Carl Roth, Karlsruhe

Bovine Serum Albumin (=BSA); Albumin
Fraktion V

Carl Roth, Karlsruhe

Zitronensdure Monohydrat

Carl Roth, Karlsruhe

Dako EnVision + System-HRP Labelled
Polymer Anti-mouse

Dako, Carpinteria CA (USA)

EosinY

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethanol (50%, 70%, 96%, 99,8%)

Apotheke, Klinikum rechts der Isar, Miinchen

Hydrochlorsaure

Apotheke, Klinikum rechts der Isar, Miinchen

Hematoxylin

Merck, Darmstadt

Liquid DAB + Substrate Chromogen
System

Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Denmark

Methanol

Merck, Darmstadt

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

Mounting Medium Vectamount™

Vector Laboratories, Burlingame CA (USA)

Roticlear

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid Apotheke, Klinikum rechts der Isar, Miinchen
Tris Base Carl Roth, Karlsruhe
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe

5-Bromo-2"-Deoxyuridine

Sigma-Aldrich, Steinheim

Buprenorphin Temgesic®

Essex Pharma, Miinchen

Caerulein C9026

Sigma-Aldrich, Steinheim

NaCl 0,9% Loésung

B. Braun, Melsungen

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

6x Loading dye

Fermentas, St. Leon-Rot

37% Formaldehyd

Carl Roth, Karlsruhe

Dimethyl Formamid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Agarose Broad Range

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol absolute for analysis

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Carl Roth, Karlsruhe

Oligonukleotid-Primer

Metabion, Martinsried

Rnase away Spray7000TS1

Thermo Fisher
Massachusetts, USA

Scientific, Waltham,

Tri-Reagent Sigma-Aldrich, Steinheim
Isofluran Abbott, Wiesbaden
Flussiger Stickstoff Tec-Lab, Konigstein
NacCl Carl Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd 8%

Apotheke, Klinikum rechts der Isar, Minchen
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Triton x100

Carl Roth, Karlsruhe

PBS Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

Fluoreszenz Mounting Medium

Dako, Agilent Technologies, Glostrup, Denmark

Retrievagen A

BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Borsaure

Carl Roth, Karlsruhe

Ethylenediaminetetraacetic acid (=EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe

DNA Leiter/GeneRuler 1kb

Fermentas #SM0311/2/3

Tag Mix: jumpStart RED tag Ready Mix

Sigma ,P0982-100RXN

Tabelle 3: Puffer und Lésungen

Reagenzien Menge \ Chemikalie
21,09¢g Citrat (Zitronensaure)
20x Citrat Puffer 500ml ddHO
pH ausgleichen auf 6,0 mit 5N NaOH
. 20ml Citrat Puffer 20x
1x Citrat Puffer
ad 400ml ddHO
85¢g NaCl
12,19 Tris Base
10x TBS (Tris Buffered Saline) | 800ml ddH-O
pH ausgleichen auf 7,4  with 5N HCI
ad 1l H.O
100ml TBS 10x
TBS/0,1% BSA 1g BSA
ad 1l ddH-0

TBS/0,1% BSA T

0,5% Tween20 In TBS/0,1% BSA

Blocking Puffer

3% BSA in 1XTBS

Endogene Peroxidase | 100 ul 30% Hydrogen Peroxide
Inaktivierung 900 pl Methanol
1,59 Eosin Y
Eosin 300ml Ethanol 96%
150 pl Essigsaure 100%
605,5¢g Tris Base Puffer
i 275,149 Borsaure
25x TBE (= Tris Borat EDTA)
0,69 EDTA
add to 2| ddH.0
1x TBE | 0,4l 25x TBE
(=Elektrophorese Puffer) add to 1! ddH,0
100ml TBE
Elektrophorese Gel 0.89 Agarose
Iml Formalinaldehyd
3,5ul Ethidiumbromid
Elektrophorese Master Mix 2u Loading .dye (6%
4ul Formamin
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2ul ddH-O
1lug Probenmaterial
12,5ul Taq Mix
10,5 ul Millipore Wasser
PCR Master Mix 1u Primer (sense + antisense)
1 pl (Zugabe erst spater) gDNA bzw. H,O
25 ul Gesamt
Wasch Puffer 0,5% Tween20 in 1XTBS
209,29 MOPS 1,0M
121,29 Tris Base 1,0M
20x Elektrophorese Puffer 20g SDS 69,3mM
69 EDTA free acid 20,5mM
add to 1l dH,O
Elektrophorese Puffer 30ml 20x Elektrophorese Puffer
add to 600ml dH,O
500 mM Tris pH 8,0
0,001 M EDTA
Lyse Puffer 1% SDS
0,1 mM NaCl
20mg/ml ErsoeteFl)rL]j?fse?) K (25ul/500 pl
6,25l Proben Puffer
2,5ul Reducing Agent
Master Mix I%?O;élé - (20 pg Lysis Puffer
20 pg in Probenmaterial
80g PFA
PFA 8%: Apotheke Rl 55¢g PBS Pulver Biochrom L
add to 1000ml dH.0
pH 7,4 Natronlauge

Tabelle 4: Reagenzien Kits

Kits

Hersteller

LightCycler® 480 Proben Master

Roche Applied Science, Mannheim

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden
Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien Hersteller

Skalpell (steril, zum Einmalgebrauch)

Feather, Osaka (Japan)

Spritzen filter (25mm)

(USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA

Deckglaser

Menzel Thermo Scientific, Braunschweig
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Dako Pen

Dako Denmark, Glostrup (Denmark)

Einbettungs Kassetten

Carl Roth, Karlsruhe

Mikrotom Klingen Leica 819

Leica, Nussloch

Paraffin Histosec Pastillen, ohne DMSO

Merck, Darmstadt

Securline markerll/superfrost

Aspen surgical, Caledonia M| (USA)

Superfrost® Ultra Plus Slides

Menzel Thermo Scientific, Braunschweig

96-well PCR microplate

Starlab, Hamburg

LightCycler 480 sealing foil

Roche Applied Science, Mannheim

GeneChip® Mouse Gene 1.0 ST Array

Affymetrix, Santa Clara CA (USA)

Pipettenspitzen

Brand, Essex CT (USA)

Falcon™ Rohrchen (15ml, 50ml)

BD, Heidelberg

Micro-Fine 1 ml (U100) Insulinspritze 0,33
mm (29G) x 12,7 mm

BD, Heidelberg

Micro-Fine 0,3 ml (U100) Insulinspritze
0,30 mm (30G) x 8 mm

BD, Heidelberg

Pipetten Peglab, Erlangen
Pipettenspitzen Starlab, Hamburg
Pipetboy Integra, Fernwald

Serologische Pipetten (10ml, 25ml, 50ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Tabelle 6: Software

Software Provider
Computer Hardware Medion
Computer Software Windows 7

Ascent Software=nanodrop?

Thermo Fisher Scientific

GraphPad Prism

Graphpad Software

Excel Microsoft

LightCycler™ 480 Software Roche Applied Science, Mannheim
Word Microsoft

Mendeley Mendeley Ltd.

Mousometer fur Windows 98/XP

Machart Studios

Windows Paint Microsoft

Nanodrop 2000 software Thermo Fisher

Axiovision software Carl Zeiss AG

Tabelle 7: Primare Antikorper

Primarantikorper | Anw. | Wirt Verdinn. | Hersteller Ordernum.

Amylase (G-10) | IF Maus 1:8000 Santa Cruz Biotech., | sc-46657
Heidelberg, Germany

Brdu IF Ratte 1:50 Santa Cruz Biotech., | sc-56258
Heidelberg, Germany
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BrdU (Bu20a) IF, Maus 1:1400 Cell Signaling | 5292
IHC Technology, NEB,
Frankfurt/Main,
Germany
Ck19/Tromalll | IF Ratte 1:150 Developmental TROMA-II
Studies  Hybridoma
Bank (lowa, USA)
PDX1 IF Kaninchen | 1:1000 Abcam, Cambridge, | ab47267
UK
SMA-alpha IF Maus 1:1000 Dako, Hamburg, | M0851
Germany
Sox9 IF Kaninchen | 1:2500 Merck Millipore, | AB5535
Billerica, MA, USA
Vimentin IF Kaninchen | 1:100 Abcam, Cambridge, | 92547
UK
Tabelle 8: Fluoreszenzantikérper und -Farbstoffe
Fuoreszenzantikorper Verdiinnung | Exzitation | Emission | Hersteller | Ordernummer
Chicken anti rabbit IgG 1:200 488 519 griin | Alexa A21441
fluor,
Invitrogen,
Carlsbad,
CA, USA
Goat anti rat IgG 594 1:200 590 617 rot Alexa Al11007
fluor,
Invitrogen,
Carlsbad,
CA, USA
Goat anti mouse 1gG 488 | 1:200 488 520 grin | Dako,
Hamburg,
Germany
Fluoreszenzfarbstoff
DAPI 1:15000 358 461 blau | Dako,
Hamburg,
Germany
Tabelle 9: IHC sekundéarer Antikdrper
Antikorper Verdunnung | Hersteller
Amersham ECL Anti-mouse IgG HRP - linked whole Ab | ready to use | GE
Healthcare,
Freiburg,
Germany
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3 Methoden

Planung von Experimenten: Dr. Phd. Bo Kong, PD Dr. Christoph Michalski, Prof. Dr. Jorg
Kleeff, Nora Behler, Sina Fritzsche, Nataliya Valkovskaya

Mauszucht: Nadja Maeritz, Manja Thorwirth, Janina Schéffer, Irina Fuchs

Tierbehandlung, Organentnahme: Nora Behler, Sina Fritzsche, Nataliya Valkovskaya, Chenjia

Tao, Nadja Maeritz

Genotypkontrolle: Irina Fuchs

Farbungen und Quantifizierung/Auswertung:
HE: Nora Behler, Sina Fritzsche, AG Prof. Dr. Esposito
IF: Nora Behler
IHC: Nora Behler

RNA-Isolation und Qualitatskontrolle:

Isolation und Qualitatskontrolle: WT: Nora Behler, Sina Fritzsche,

Nataliya Valkovskaya
Isolation und Qualitatskontrolle: Kras: Nora Behler

Array: Wt+Kras: Helmholtzzentrum: AG Prof. Dr. Martin Irmler, Dr. Philip

Bruns

Bioinformatische Analyse: Dr. Philip Bruns

3.1 Experimenteller Aufbau

In friheren Arbeiten wurde beschrieben, dass sich die Regeneration nach inflammatorischem
Insult in Wild Typ Mausen innerhalb von 7 Tagen vollzieht (Carriére et al., 2009; Jensen et al.,
2005). In Mausen, die onkogenes Kras®'?" tragen, vollzieht sich in diesem Zeitraum die friihe
Karzinogenese. Daher muss der frihe Zeitraum der Reaktion auf Inflammation kleinschrittig
aufgeteilt werden, um den genauen Prozess der Regeneration nachvollziehen zu kénnen. So
wurden fur WT Mause Studien zu den Zeitpunkten 3h, 12h, 24h, 36h, 48h, 60h, 72h, 84h, 96h,
Tag 5, 6, 7, 14 und Kontrollen angestellt. Fiir Kras®*?® Mause wurden die Zeitpunkte 3h, 12h,
24h, 36h, 60h, 84h, Tag 7, 14 und Kontrollen betrachtet. Pro Zeitpunkt wurden jeweils
mindestens drei Versuchstiere betrachtet. WT und Kras®?® M&use wurden an zwei
aufeinander folgenden Tagen je achtmal in stiindlichem Abstand mit Caerulein behandelt. Der

Zeitpunkt der letzten Caerulein Administration wurde als Stunde 0 und Tag 0 des Experiments
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festgelegt. In den festgelegten Absténden (s.0.) zu diesem Zeitpunkt wurden jeweils Organe
fur die Experimente entnommen und der histologischen und transkriptionellen Analyse

zugefuhrt. Abbildung 5 zeigt schematisch den Versuchsaufbau.

Caerulein Stunden Tage
D-1 DO 3 12 24 36 48 60 72 84 96 D5 D6 D7 D14
-------------- | | | | | | | | | | | |,-----llll ’
WT 9 0 90 90 @ 0 Q0 @ 9 Q Q ¢ Histologie
¢ @ 0 @ @ @ @ @ @ 90 @ @ RNA Analyse
KrasGé20 @ Q@ Q ©Q Q Q Q Q@ Histologie
e @ @ @ @ @ Q © RNA Analyse
Abbildung 5: Versuchsaufbau
3.2 Mausgenotypen
P48Cre/+;Kras®'?° Mause mit einem C57BL/6J Hintergrund wurden, in den

Mauszuchtraumen des Klinikums Rechts der Isar, Miinchen in der Arbeitsgruppe unter Herrn
Prof. Roland M. Schmidt und JTS (Abteilung Gastroenterologie, Klinikum Rechts der Isar, TU
Minchen), durch Kreuzung einer Mauslinie, die das Loxp-STOP-Loxp- Kras®*?® (LSL-
Kras®'?®; 008179) Gen enthalt mit Mausen, die Gentrager der pankreasspezifischen Cre-
Rekombinase Ptf1a®™®* (auch p48°®™*) sind, erzeugt. Diese Tiere tragen das Kras Gen unter
dem Promotor von Ptfla. Die Konjugation mit Ptfla®* aktiviert die Expression von
onkogenem Kras®?" in fast allen Azini und einem kleinen Anteil von endokrinen und
Gangzellen (Heiser et al., 2008). Verpaarung und Aufzucht der Mause wurde in den
Mauszuchtraumen des Klinikums Rechts der Isar durchgefihrt. Vor Caeruleinbehandlung
wurde bei diesen Tieren eine erste Genotypisierung durchgefiihrt mit Gewebe aus dem Ohr,
die nach demselben Protokoll verlief, wie unter Absatz 3.3.5 beschrieben. Nur ordnungsgemarf
transgene Tiere, die den fur die weiteren Untersuchungen “richtigen P48Cre/+;Kras®?®
Genotyp trugen, wurden fur den Fortgang der Experimente vorgesehen. Wildtypmause (WT;
C57BL/6J) wurden bei Charles River Laboratorien (Sulzfeld, Deutschland) erworben. Die Tiere
wurden zur Eingewohnung in den Laborraumlichkeiten einen Tag vor Behandlungsbeginn

eingesetzt.
3.3 Behandlung

3.3.1 Caerulein

Die Mause wurden nach einem bereits etablierten Protokoll mit dem Hormon Caerulein
behandelt (Jensen et al., 2005). Tiere im Alter von 8 Wochen (WT) und 8 bis maximal 9
Wochen (Kras®'?P), bei einem durchschnittlichen Gewicht von 19,1+2,1 g bei WT und 21,5+3,3

G12D

g bei Kras wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 8 Mal, jeweils im Abstand von 1
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h mit einer i.p. Injektion von 2 pg Caerulein in 100 pl 0,9% NaCl-Losung behandelt. Hierbei
wurden die Behandlungen an beiden Tagen zur jeweils selben Uhrzeit begonnen (Abbildung
5). Kontrolltiere wurden nach demselben Protokoll an 2 Tagen mit jeweils 8 i.p. Injektionen von

100 pl NaCl behandelt und eine Stunde nach der letzten Behandlung getétet.

3.3.2 Temgesic

Um Pankreatitis induzierte Schmerzen und die daraus folgende Stressreaktion bei den
Versuchstieren zu vermindern, wurde jeweils einmalig an beiden Tagen der Caeruleininjektion
im Vorfeld der ersten Injektion ein s.c. Bolus von Temgesic (1 mg/kg KG Buprenorphin)

appliziert. Diese Vorgehensweise wurde ebenso fir alle Kontrolltiere angewandt.

3.3.3 BrdU

Unter dem Vorhaben der exakten Quantifizierung von proliferierenden Zellen wurde allen
Tieren 2 h vor dem Gewinnen der Organe eine einmalige Dosis von 2,5 mg (100 pl BrdU-
I6sung enthalt 25 mg/ml) BrdU in 100 pl 0,9 % NaCl-ldsung i.p. verabreicht. BrdU fungiert bei
der Zellteilung als Thymidinanalogon und wird bei der DNA-Replikation an der Stelle von
Thymidin in den entstehenden Strang eingebaut. Es markiert spezifisch Zellen, die sich zum
Zeitpunkt der Injektion in der S-Phase der Zellteilung befinden und erlaubt so die Identifikation

dieser Zellen in der Farbung.

3.3.4 Organgewinnung

Zur Gewinnung der Organe wurden die Tiere zunachst mit Hilfe von Isofluran per inhalationem
betaubt und anschlieBend durch Genickbruch getétet. Durch einen queren Bauchschnitt wurde
das Peritoneum eréffnet und Milz sowie Pankreas en bloc entnommen. Der Pankreas wurde
nach Entnahme zerteilt und sowohl zur Bewertung der Histologie als auch zur RNA Analyse
verwendet. Bei Kras®?® Mausen wurde zur spateren Kontrolle des Genotyps ein Stiick

Schwanz entfernt und in flissigem N; eingefroren.

3.3.5 Genotypisierung
Zur Uberpriifung der Einbringung von Kras®*?® sowie Ptf1a®®*in die Mausen wurde, nach
Entnahme der Organe, vor der weiteren Analyse eine erneute Genotypisierung durchgefihrt.

Hierzu wurde aus den Schwanzspitzen der Kras®**® Mause genomische DNA gewonnen.

3.3.5.1 Gewinnung genomischer DNA
Zur Gewinnung von genomischer DNA werden die entnommenen Schwanzspitzen lysiert und
DNA isoliert.

In je 500 pl Tail-Lysis-Puffer wurden die Schwanzspitzen bei 55°C und 650rpm Uber Nacht im
Thermoschuttler geschittelt. Die DNA wurde im Puffer geldst und die Zelliberreste durch 10

Minuten Zentrifugieren abgesetzt. Im Anschluss wurde die DNA durch Zugabe von Isopropanol
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ausgefallt, durch Zentrifugieren isoliert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 70% EtOH
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurde das gewaschene Pellet bei 37°C

luftgetrocknet. Zur Elution der DNA wurde H2Ogest Verwendet und bei 55°C fiir 15 min inkubiert.

3.3.5.2 Vervielfaltigung genomischer DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction PCR)
Die Polymerase Kettenreaktion dient der Vervielfaltigung spezifischer bekannter DNA
Sequenzen zur Feststellung des Vorhandenseins einer bekannten Gensequenz in einer
Probe. Hierbei wird die Probe in mehreren wiederholten Zyklen mit den zur in vitro-Replikation
noétigen Enzymen, DNA Bausteinen (Basen) und Primer inkubiert. Es werden folgende Schritte
im Einzelnen wiederholt: Trennung der beiden DNA-Strdnge durch Hitzedenaturierung;
Hybridisierung von zugegebenen Primer-Basen-Oligomeren an den Matrizenstrang; Synthese
des komplementéren Stranges, initiiert durch Primerbindung. Hierdurch kann der gefragte

DNA-Abschnitt in mehreren Zyklen exponentiell amplifiziert werden.

Der Mastermix fiir die PCR Amplifikation wurde wie folgt angesetzt:

Master Mix Fir eine Probe

Taq Mix 12,5pl

Millipore Wasser 10,5 pl

Primer (sense + antisense) 1l

gDNA bzw. H,O 1 u (Zugabe erst
spater)

Gesamt 25 pl

Die Synthesereaktion wurde mittels Standardprotokoll wie folgt durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung 1min 95°C
Amplifikation 40 Zyklen 30 sec (Denaturierung) 95°C
30 sec (Hybridisierung) 58°C
1 min (Elongation) 72°C
Finale Elongation 10 min 72°C

Nach Beendigung der PCR Reaktion wurde die gewonnene DNA mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt. Die Biopsien von transgenen Mausen zeigen im Gellauf zwei Banden, wéahrend

Wild Typ Proben eine bilden.
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3.3.5.3 DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erlaubt DNA Fragmente durch Anlegen eines elektrischen Feldes nach
ihrer Gré3e aufzutrennen. Das Agarosegel bestand in unserem Fall aus 1% Agarose mit
1XTBE Laufpuffer und 5ul Ethidiumbromid. Neben negativ und positiv Kontrollen fur die
gesuchten DNA Abschnitte (Kras®?® bzw. Ptf1a®*) und einer DNA Leiter, um die
BandengréfRe zu detektieren wurde die DNA (Ladepuffer bei diesem Protokoll schon im
Mastermix enthalten) in das Gel eingebracht und fiir 30 min bei einer Spannung von 50-100V
aufgetrennt. GroRe Fragmente wandern langsamer im Gel als kleine Fragmente. bei
unterschiedlicher Lange des transgenen (TG) und WT-DNA-Fragments ist so eine

Unterscheidung zwischen erfolgter Mutation und WT mdoglich.

Tabelle 10: erwartete DNA-Fragmentlangen, Kras und Ptfla

WT TG
Kras | 272 bp 192bp
Ptfla | 324 bp 1115 bp

AbschlieRend wurde das Gel unter UV Transillumination auf Vorhandensein des gewiinschten

Genotyps untersucht. (Vgl. Abbildung 6).

KrasGb

Ptfla<e/+

neg.pos. 1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Kontrollen

Abbildung 6: Ergebnis der Gelelektrophorese zur Kontrolle des Genotyps von links: DNA-Leiter, negativ Kontrolle
(keine heterogene Mutation des gesuchten Genlokus), positiv Kontrolle (heterogene Mutation des gesuchten
Genlokus) Nummer 1-18: Tier-Proben. Tier 1 ist negativ fur Kras®?°Mutation, Tier 16 ist negativ fir
Ptf1acre*Mutation, alle weiteren tragen an beiden Loci die gewiinschten heterogenen Mutationen.

3.4 Transkriptionsanalyse
Die Transkirptionslevel wurden im WT zu 13 Zeitpunkten und in Kras®?? Mausen zu 9
Zeitpunkten nach Caeruleingabe bestimmt. Fir jeden Zeitpunkt wurden drei Versuchstiere

untersucht. Siehe Abbildung 5: Versuchsaufbau

3.4.1 RNA isolation
Ein Stlick Pankreas von ca. 2 mm?3 angrenzend an die Milz wurde sofort nach Entnahme in
350 pl einer Lésung von 50 pl B-Mercaptopurinol in Iml RLT Puffer Gberfuhrt, in den Tissue

Lyser gegeben. Hier wird das Gewebe innerhalb von 3 Minuten mechanisch durch eine
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beigegebene Metallkugel zerschlagen und ein zellfreier Extrakt hergestellt. Die RNA-Isolierung
wurde nach Vorgaben des RNeasy-Kits von Quiagen unter strengen Zeit- und
Hygienevorgaben durchgefihrt. Unmittelbar nach dem RNA-Elutionsschritt in 30 pl H.O wurde
die gewonnene RNA im Verhéltnis 2:1 geteilt. Die Hauptfraktion von 20 ul der Probe wurde
zur spateren Verwendung im RNA-Array sofort in flussigem N2 schockgefroren und im
Anschluss auf -80°C gelagert. Mit weiteren 10 ul wurde unmittelbar eine Qualitatskontrolle

vorgenommen.

3.4.2 Qualitatskontrolle
Die Qualitatskontrolle der RNA vor der Auswertung im RNA Array umfasst drei Schritte, von

denen zunachst zwei an der kleineren Testfraktion im lokalen Labor vorgenommen wurden.

Zunéchst wurde eine Spektrophotometrische Untersuchung der RNA durchgefuhrt. Hierbei
wird die Absorption der in H>O eluierten RNA gemessen. Betrachtet wurde die Konzentration
der RNA in der Probe sowie die Reinheit der RNA Uber den 260/280 Absorptionswert. Dies
dient der Feststellung, inwiefern die RNA bereits degeneriert ist und ob sich Verunreinigungen
in der Probe finden. Hierbei diente das H»O, das zur Elution der RNA verwendet wurde als
Kalibrierflissigkeit. Proben galten bei dieser Methode als verwertbar, wenn die Konzentration
der RNA Uber 100 ng/ul lag und der 260/280 Wert im Bereich tber 2,0 lag.

Der zweite Schritt der Qualitatskontrolle erfolgte mittels Gelelektrophorese. Hierbei wandern
kurze Fragmente in gleicher Zeit weiter als lange Fragmente. Als Hauptmasse der isolierten
RNA stellen die 28S und die 18S Einheit der ribosomalen RNA bei geringem Zersetzungsgrad
und somit hoher Qualitat der RNA zwei gut demarkierte Banden im Gel dar (Vgl.: Abbildung
7). Nur wenn beide Banden abgrenzbar waren, wurde die RNA zur weiteren Analyse
zugelassen. Zur Durchfihrung der Gelelektrophorese wurde, entsprechend der zuvor mit der
Nanodrop-Technologie gemessenen Konzentration der RNA in der Probe, 1-10 pul RNA dem

Auftragspuffer beigemischt und fir 10 min auf 60°C inkubiert.

Auftragspuffer: Agarosegel:

2 pyl H:0 100 ml TBE

4 pl Formamid 0,8 g Agarose

2 pl 6 x Loadingdye 1 ml Formalinaldehyd < Kochen
1-10 pyl RNA 3,5 pl Ethidiumbromid beimischen
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Anschlieend wurde sie in 0,8 % Agarosegel mit Etidiumbromid eingebracht und bei 150 V

aufgetrennt. Visualisierung der RNA im Gel wurde erreicht durch UV-Durchleuchtung.

A B

28S

188

Abbildung 7: RNA Gel-Elektrophorese, (A) sichtbar sind die 28S und die 18S Untereinheit der Ribosomen; (B)
degenerierte RNA

3.4.3 Transport

Der Transport der Hauptfraktion in die Labors des Helmholzzentrums erfolgte unter Kiihlung
der RNA-Proben auf Trockeneis. Am Bestimmungsort wurden die Proben bis zur
Weiterverarbeitung auf -80°C gekdihlt.

Der dritte Schritt der Qualitatskontrolle vor der Untersuchung im RNA-Array wurde im

Anschluss an den Transport in die Laboratorien des Helmholtzzentrums durchgefuhrt.

3.4.4 RNA-Arrays und Computeranalyse
Eine ausfiihrliche Beschreibung der Bioinformatischen Methoden findet sich in der Arbeit von
P. Bruns (Bruns, 2016).

Der RNA-Array ist eine Technik die die quantitative Analyse der Genexpression des gesamten
Transkriptoms erlaubt. Hierbei werden auf einen kleinen Chip mehrere Tausend Gensonden
aufgebracht die fur bekannte Exons in bestimmten Gensatzen (z.B. Maus) stehen. Durch
Zufigen der Probe und eines Fluoreszenzfarbstoffes kann die Intensitat des Signals pro

Gensonde festgestellt und so die Genexpression quantifiziert werden.

Fur die Analyse wurden Microarrays vom Typ Affymetrix GeneChip Mouse Gene 1.0 ST
verwendet. Die im Affy Paket enthaltene Software RMA aus dem Programm Bioconductor/R
wurde zur Normalisierung der erhaltenen Daten verwendet (Gautier et al., 2004, lhaka and
Gentleman, 1996). Gene ohne signifikante Expressionsschwankung wurden mit der nsFilter

Funktion durch vorgegebene Parametrisierung erkannt und verworfen (Gentleman et al.,
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2017). Der durch Filterung erhaltene Genpool mit differenzieller Expression wurde fir die

weiteren Analysen verwendet.

Diejenigen 50% der gefundenen differentiell exprimierten Gene, die die hdchste Varianz in
allen untersuchten Proben aufwiesen, wurden fir die Principal Component Analyse (PCA)
verwendet. Die PCA kann zur Analyse und visuellen Darstellung des Ablaufes der
Regeneration in einem Genotyp auf Ebene der Genexpression benutzt werden. Hierbei
erscheint der Messpunkt flir das Transkriptionsmuster eines Versuchstiers jeweils an einer
korrespondierenden Position eines zweidimensionalen Koordinatensystems, in dem jede
mdogliche Position fur eine Auspragung des Genexpressionsmusters steht. Benachbarte

Punkte zeigen eine Ahnlichkeit im Expressionsmuster an.

Zur besseren Vergleichbarkeit der beiden untersuchten Genotypen wurde zusétzlich eine
PARAFAC Analyse (canonical polyacidic decomposition) des gesamten erhaltenen
Datensatzes durchgefihrt. Hierzu wurde die Anwendung PTAK, enthalten im R Softwarepaket,
eingesetzt (Leibovici and Sabatier, 1998), wobei Zeitpunkte die nur im Wildtyp untersucht
worden waren aufler Acht gelassen wurden. PARAFAC ist eine Methode die die
Dekomposition der Tensoren in einzelne Werte erlaubt und eine lineare Aufzeichnung der
Proben ergibt. Bei Darstellung im gleichen Koordinatensystem, bzw. mit gleicher
Achsskalierung ermdglicht die PARAFAC-Analyse den direkten Vergleich der Antwort beider
Genotypen.

3.5 Farbungen

Entnommene Organe wurden fir die Histologie in 4% PFA in PBS fir mindestens 12 h,
maximal 24 h fixiert und im Anschluss mit dem Leica Vacuum Tissue Processor vorbereitet
(Protokoll siehe Tabelle 11: Protokoll zur Gewebeentwasserung) und mithilfe der Leica
Einbettungsstation in Paraffin gebettet. Es wurden Schnitte von jeweils 3,5 um Dicke
angefertigt, nach Uberfihrung in ein Wasserwarmebecken zur Glattung auf Glasslides
aufgebracht und bei 37°C Uber Nacht fixiert.

Tabelle 11: Protokoll zur Gewebeentwasserung

Reagent Time (h)
Ethanol 70% 0,45
Ethanol 80% 0,45
Ethanol 96% 1,00
Ethanol 96% 1,00
Ethanol 100% 1,00
Ethanol 100% 1,00
Ethanol 100% 1,00
Xylene 0,45
Xylene 1,00
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Xylene 1,15

Paraffin Wachs 1,00

Paraffin Wachs 1,00

Paraffin Wachs 1,00
3.5.1 H&E

Die H&E Farbung dient der histologischen Begutachtung des Gewebes. Hierbei erscheinen
Zellkerne blau und Zytoplasma sowie Zellmembranen rosa. Im Einzelnen wurden folgende
Schritte durchgefiihrt:

Tabelle 12: Vorgehensweise fir die H&E Farbung

1 | Deparaffinierung | Roticlear 3x10 min

2 | Rehydrierung Ethanol 100% 3x2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 70% 2 min
Ethanol 50% 2 min

3 | Waschen H2Odest 2 min

4| 1. Farbeschritt | Hamatoxylin 40 sek

5 | Waschen H-0O laufend 15 min

6 | 2. Farbeschritt | EosinY 4-10 sek

7 | Waschen H2Ogest einige Male schwenken

8 | Dehydrierung Ethanol 70% 30 sek
Ethanol 96% 1 min
Ethanol 100% 3x2 min
Roticlear 3x5 min

9 | Fixierung Vectramount Mountingmedium

3.5.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient der Sichtbarmachung von Proteinen mithilfe von spezifischen
Antikdrpern gegen das untersuchte Protein. Hierbei wird der an das Protein gebundene
Antikorper (Priméarantikdrper) mit einem weiteren Antikorper (Sekundarantikérper), der
spezifisch auf die Fc-Region des Primarantikbrpers reagiert, konjugiert. An den
Sekundarantikorper ist eine Peroxidase gebunden, die in Verbindung mit dem im Anschluss
hinzugefiigten Wasserstoffperoxid gebundenen Chromogen DAB (3,3 -Diaminobenzidin)
einen Enzym-Substratkomplex bildet. Es wird hierdurch an der Stelle, wo Primarantikdrper an
das Gewebe gebunden ist, das Chromogen DAB durch Oxidation in einen braunen Farbstoff

umgewandelt. Dieser ist lichtmikroskopisch sichtbar. Mit Hamatoxylin werden zuséatzlich die
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Zellkerne gegengefarbt. Die verwendeten Antikorper und Verdiinnungen finden sich in

Abschnitt 2, Tabelle 7 und Tabelle 9

Immunhistochemiefarbungen wurden nach Standardprotokoll durchgefiihrt, wobei folgende

Schritte Anwendung fanden:

Tabelle 13: Vorgehensweise fiir die Immunhistochemie

1 | Deparaffinierung Roticlear 3x10 min

2 | Rehydrierung Ethanol 100% 3x2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 70% 2 min
Ethanol 50% 2 min

Waschen PBS 5 min schutteln
Antigendemaskierung Citratpuffer 15 min (600 W
Mikrowelle)
5 | Abkuhlen 20°C 60 min
6 | Waschen TBS+ 0,1% BSA 2x5 min
schutteln
Umrandung der Gewebeschnitte Pap-Pen
8 | Endogene Peroxidase | Methanol+ 3% H,0; 10 min
Inaktivierung
Permeabilisierung
9 | Waschen TBS+ 0,1% BSA 3x5 min
schutteln
10 | Blocken TBS+ 3% BSA 60 min

11 | Primarantikdrper

Entsprechend verdinnt in
TBS+ 3% BSA

Uber Nacht bei
4°C

12 | Waschen TBS+ 0,1% BSA 3x5 min
13 | Sekundarantikérper 20°C 60 min
14 | Waschen TBS+ 0,1% BSA 3x10 min
15 | DAB-Chromogen Reaktion Unter mikroskopischer
Kontrolle und stoppen in H.O
16 | Hamatoxylin 15 sek
17 | Waschen H-0 laufend 15 min
18 | Dehydrierung Ethanol 70% 3 min
Ethanol 96% 3 min
Ethanol 100% 3x3 min
Roticlear 3x5 min
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19 | Fixierung Vectramount

Mountingmedium

3.5.3

Die Immunfluoreszenzfarbung funktioniert ahnlich wie die Immunhistochemie mit der Antigen-

Immunfluoreszenz

Antikorper-Reaktion und macht ebenso die spezifisch untersuchten Proteine, hier mithilfe der
Fluoreszenzmikroskopie, sichtbar. Hierbei ist an den Sekundarantikorper bereits ein
Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) gebunden, der bei Anregung mit kurzwelligem Licht
sichtbar fluoresziert. Der Nachteil dieser Technik ist die verminderte Sichtbarkeit der
umgebenden histologischen Begebenheiten, da nur fluoreszierende Bereiche sichtbar
werden. Vorteil dieser Technik ist die Moglichkeit der guten farblichen Unterscheidung von
Moglichkeit
festzustellen, ob die untersuchten Proteine ortlich simultan exprimiert sind. Im Anschluss
die Nuklei DAPI

gegengefarbt. Die verwendeten Antikérper und Verdinnungen finden sich in Abschnitt 2,

mehreren gleichzeitigen Farbungen unterschiedlicher Antigene mit der

werden mit dem Chromatinmarker (4",6-Diamino-2-phenylindol)

Tabelle 7 und Tabelle 8

Immunfluoreszenzfarbungen wurden nach Standardprotokoll

durchgefihrt:

Tabelle 14: Vorgehensweise fir die Immunfluoreszenz

mit folgenden Schritten

1 | Deparaffinierung Roticlear 3x10 min
2 | Rehydrierung Ethanol 100% 3x5 min
Ethanol 96% 8 min
Ethanol 70% 2 min
Ethanol 50% 2 min
Waschen H2Odest 2x5 min schutteln
4 | Antigendemaskierung Citratpuffer 15 min (600 W
Mikrowelle)
Abkuhlen 20°C 30 min
6 | Waschen H2Odest 2x5 min schutteln
PBS 5 min schutteln
7 | Umrandung der Gewebeschnitte | Pap-Pen
8 | Blocken PBS+ 3% BSA+ 0,3% Triton | 60 min
X 100 (Blocklésung)
9 | Primarantikorper Verdinnt in Blocklésung Uber Nacht bei 4°C
10 | Waschen TBS+ 0,05% Tween 20 3x5 min schutteln
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Ab diesem Punkt im dunklen

arbeiten
11 | Sekundarantikérper Verdinnt in Blocklésung 60 min bei 20°C
12 | Waschen TBS 3x5 min schutteln
13 | Gegenfarbung mit DAPI 3 min
14 | Waschen TBS 2 min schutteln
15 | Fixierung Alexafluor Mountingmedium

3.5.4 Mikroskopie

Von jedem Individuum wurden Schnitte angefertigt, die représentative Teile des entnommenen
Pankreasgewebes und keine Randbezirke des Organs darstellten. Zur Quantifizierung wurden
je funf Bilder in der VergroRerungsstufe 200x pro Individuum angefertigt. Die jeweiligen
Bildausschnitte wurden zufallig aus dem Gesamtgewebe gewahlt, wobei darauf geachtet
wurde, alle Quadranten des Gewebes darzustellen.

Aufgrund von Neuerungen in der Mikroskopietechnik im Laufe der Arbeit zeigen sowohl die
Amylase, als auch die Sox9 Farbung eine geringere Flache (354,8um x 262,7um) an
Pankreasgewebe als die weiteren IF Farbungen (697,2um x 522,3um). Diese Differenz muss
bei der Auswertung und dem Vergleich der jeweiligen Zellanzahlen beachtet werden. Bilder
der Amylase und Sox9 Reihen wurden aufgenommen mit einem Axioskop 40 von Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Deutschland. Die Axiovison Software diente der Bildaufnahme sowie der
digitalen Uberlagerung der verschiedenen Fluoreszenzkanale. Bilder der restlichen IF Reihen
sowie HE Bilder wurden mit dem Mikroskop Axio Imager M2, und wiederum der Axiovision
Software bearbeitet. IHC Bilder zur Ermittlung der Proliferation in Kras®*?® M&usen wurden
ebenso mit dem letzteren Mikroskop und somit vergroRertem Bildausschnitt aufgenommen.
Zur besseren Vergleichbarkeit mit Daten, die Proliferation bei Regeneration nach Pankreatitis
in WT Méausen betreffend, wurden diese im Nachhinein mithilfe von Microsoft Paint auf die
geringere GroflRe zurechtgeschnitten. Dies hat zur Folge dass die kleinen Bilder im
Durchschnitt 400 Zellen zeigen, wahrend man in den gro3en Bildern im Durchschnitt von 1600
Zellen pro Gesichtsfeld ausgehen kann. Dies hat zur Folge, dass wir fur die kleinen Bilder
aufgrund der deutlich geringeren Stichprobe von einem grofR3eren Fehler in der Auswertung

ausgehen mussen.

3.5.5 Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Anzahl fur den jeweiligen Marker positiver Zellen wurden histologische
Aufnahmen in Microsoft Paint aufgerufen. Jede als positiv gewertete Zelle wurde mit einem
farbigen Punkt markiert. Hierbei entsprach jede Markierung einem einzelnen Mausklick. Die

getatigten Mausklicks wurden maschinell mit Hilfe eines Freeware Computerprogramms, dem
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Mousometer®,gezahlt. Die jeweils zusétzlich zu den Zell-Markierungen getatigten Mausklicks
wurden im Nachhinein von dem Ergebnis des Mousometers abgezogen. Alle Bilder der
gleichen Farbungsreihe wurden im selben Durchgang quantifiziert, um personen- und

tagesabhangige Schwankungen in der Auswertung zu minimieren.
Quantifizierung der verschiedenen Farbungen:

Die Farbung fur Amylase reagiert sehr spezifisch und sensibel. Dennoch sind Zellkerne die zu
Amylase-positiven Zellen gehéren nicht immer eindeutig von Zellkernen umgebender Zellen
zu unterscheiden, da Amylase positive Zellen relativ grof3 sind und in der IF keine gut sichtbare
Abgrenzung zu umgebenden Nachbarzellen zeigen. Aus diesem Grund wurden nur solche
Zellkerne als Amylase positiv gewertet, die von mindestens drei Seiten eine stark Amylase
positive Umrandung zeigten. Aus der Wertung ausgeschlossen wurden BrdU-positive Kerne,
die nur vor einem Amylase-positiven Schatten standen sowie Zellkerne die am auf3eren Rand
einer Amylase-positiven Zelle salRen. Dies geschah in der Annahme, dass sich Zellkerne in
Azinuszellen typischerweise zwar randstandig aber eindeutig intrazellular befinden und dass
die Wertung von deutlich membran-standigen BrdU-positiven Kernen als Amylase-positiv, eine

falschliche Wertung von in Wirklichkeit Amylase-negativen Zellen zur Folge hatte.

Als Vimentin positiv wurden Zellen dann gewertet, wenn der BrdU markierte Zellkern eng und
spezifisch von Vimentin positiver Membran umgeben war (Vgl. Abbildung 15). Ebenso verhielt
es sich mit CK19-positiven, BrdU-positiven Zellen (Vgl. Abbildung 13).

Die Sox9 Farbung wurde als positiv gewertet, wenn der Nukleus der Zelle sich deutlich positiv
vom Hintergrund und von der Farbung von Zellkernen abhob, die als negativ zu werten sind,
wie in diesem Fall die Zellkerne Langerhans‘scher Inseln (Vgl. Abbildung 26, Abbildung 38).
Die Pdx1 Farbung wurde als positiv gewertet, wenn der Nukleus der Zelle sich deutlich positiv
vom Hintergrund abhob und bei Anwesenheit von Pdx1 positiven Zellen in Langerhans'schen
Inseln kein, im Vergleich mit letzteren, deutlich verringertes Ansprechen auf die Farbung
aufwies (Vgl. Abbildung 23, Abbildung 35).

3.6 Statistik

Fur die statistischen Analysen wurde GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA, USA)
oder IBM SPSS 19 (Statistical Package for the Social Scinences, IBM, NY, USA) verwendet.
Der Chi-Quadrat Test oder Fisher exakt Test wurden verwendet, um die Verteilung von
kategorischen Faktoren verschiedener Gruppen zu vergleichen. Alle Experimente wurden

zumindest drei Mal wiederholt. Der T-Test wurde fiir den Vergleich von Gruppen verwendet.

1 Mousometer: http://www.mousometer.de/download/ Version fiir Windows 98/XP, © 2012 Sven Bader -
Alle Rechte vorbehalten, Zugriffsdatum 07.06.2013
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Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt. Ergebnisse werden dargestellt als

Mittelwert mit Standardabweichung.
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4 Ergebnisse

Teile dieses Abschnitts (Unterabschnitte 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.6 und 0) einschlieBlich
Abbildungen und Graphen wurden adaptiert aus Kong, Bruns, Behler et al., 2016 (Bo Kong et
al., 2016). Bioinformatische Analysen wurden durch Dr. P. Bruns durchgefihrt. IHC sowie H&E
Farbungen im Wildtyp wurden durch S. Fritzsche durchgefihrt. Genaue Aufgliederung von
Kontributionen siehe Abschnitt O.

4.1 Histologische Analyse der frihen Karzinogenese

41.1 Kras®?P

Analysiert wurden H&E-Farbungen von Pankreata Kras®'?°

mutierter Tiere aus dem Zeitraum
zwischen 3h und 14 Tagen nach Caeruleininjektion sowie von Kontroll-Tieren. Die hier
beschriebenen Ergebnisse sind zu vergleichen mit Ergebnissen der Regeneration in WT-
Tieren (Bo Kong et al.,, 2016), in Abbildung 8 sind zudem die WT Ergebnisse zur
vergleichenden Ansicht dargestellt.

Bei 8 Wochen alten Kras®™P Kontrolltieren zeigten sich unterschiedliche Bezirke im
Pankreasgewebe. Vorherrschend war ein, dem Wild Typ vergleichbares, normales
Organmuster mit deutlich pr&dominanten Azinuszellen, vereinzelt Pankreasgdngen und
morphologisch normalen Langerhans‘schen Inseln. Im Unterschied zu WT M&usen zeigte sich
jedoch bereits fokal eine Vakuolisierung von Azinuszellen, sowie vereinzelt Metaplasien von
azinaren zu duktalen Strukturen (ADM) (Vgl.: Abbildung 8 B).

Drei Stunden nach Caerulein-Behandlung fand sich durchgehend eine Vakuolisierung von
Azinuszellen, sowie erweiterte bis zystische Pankreasgange (Vgl.: Abbildung 8 D). Im Verlauf
von 24 Stunden zeigten sich Azini mit wachsenden Lumina, zunehmende Entziindung und
Odem sowie initiale TC (Vgl.: Abbildung 8 F). Frithestens nach 12 Stunden waren PanIN |
vereinzelt zu finden. Nach 36h kam es zur vollen Manifestation von TC bei abnehmender
Entziindung und beginnender L&appchen-Fibrose (Vgl.: Abbildung 8 H). Bis 84 h kam es zu
einer Regeneration vereinzelter kleiner Organbereiche mit intakten Azinuszellen. Zu diesem
Zeitpunkt zeigten sich jedoch anfangliche atypische flat lesions (AFL) bei weiterhin
bestehender Fibrose (Vgl.: Abbildung 8 J,K). Nach 14 Tagen waren Lappchen mit TC, Fibrose
und AFL zu finden, teilweise mit soliden AFL die sich als hochgradig karzinomverdachtig
darstellten. Allgemein war die Organarchitektur jedoch erhalten bei auffallig erweiterten

Pankreasgéngen und nur vereinzelter azinérer Regeneration (Vgl.: Abbildung 8 O,P).
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Die in im Rahmen der Vorarbeit (Bo Kong et al., 2016) auf Basis der Analysen von Sina
Fritzsche durch die Autoren getatigte Einteilung der Regeneration von WT Pankreata in drei
Phasen findet in Kras®*?® Mausen keine Entsprechung. Die Regeneration hier ist inkomplett

und Zonen ohne Regeneration zeigen Zeichen einer frihen Karzinogenese.
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Abbildung 8: A-D, H&E Farbung von Paraffinschnitten von WT Pankreata, zwischen 3h und 36h nach
Caeruleinapplikation zeigen sich vakuolisierte Azinuszellen, Apoptosen, Odem sowie Immunzellinfiltration.
Entsprechend wurde dieser Zeitraum als ,Inflammation-Phase® bezeichnet. (MaRstabsbalken: 50 pm). E, Die
.Regeneration-Phase”, zwischen 48h und Tag 5, prasentiert sich mit Regeneration von azindrem Gewebe sowie
Ruckgang von Apoptose und Odem F-G, Zwischen Tag 7 und Tag 14 wird das Bild im WT bestimmt vom
regenerierten azindren Kompartiment, diese Zeitspanne wurde ,Refinement-Phase” genannt. A-G: Farbungen aus
Vorarbeit durch Sina Fritzsche. H-K, H&E Farbung von Paraffinschnitten von Kras®!?P Pankreata, zwischen 3h und
36h nach Caeruleinapplikation zeigen sich vakuolisierte Azinuszellen, Apoptosen, Odem sowie Immunzellinfiltration
und anfangliche Bildung von TCs, L-P, Proben zwischen 48h und Tag 14 werden durch blockierte Regeneration
mit Stabilisierung des inflammatorischen Programms und erhéhter Immunzellinfiltration charakterisiert. Zu diesen
Zeitpunkten zeigt sich starke TC, ADM und AFL Bildung. Histologische Schnitte teils veréffentlicht in (B. Kong et
al., 2016).

4.2 Quantitative Analyse der Genexpression

Das bioinformatische modeling mittels Principal Component Analyse (PCA) mit denjenigen
50% der Gene mit der héchsten Varianz zwischen allen Proben (10,360 Gene), durch Dr. P.
Bruns ergab, analog zu den Ergebnissen der histologischen Auswertung, dass im WT die
Genexpression einem Zyklischen Muster folgt. Hierbei hat jeweils ein Tier ein bestimmtes
Genexpressionsmuster. Dieses Muster Kkorrespondiert mit einer Position in einem
zweidimensionalen Koordinatensystem. So wird jedem Tier nach Funktion seiner
Genexpression eine Position in dem Koordinatensystem zugewiesen, wobei Tiere mit
ahnlicher Genexpression sich hier ndher beieinander finden, als Tiere mit unterschiedlicher
Genexpression. Unbehandelte Kontrolltiere glichen, im Expressionsmuster, Tieren zum
Zeitpunkt der Refinement-Phase und Tiere in den Inflammation- und Regeneration-Phasen
unterschieden sich voneinander und den beiden anderen Gruppen. Fir jede Phase wurde ein
Konfidenzellipsoid berechnet der das Areal anzeigt in dem sich eine Probe, die zu der
jeweiligen Phase gehoért, mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% befinden muss. Die
Verbindung der Mittelpunkte der jeweiligen Konfidenzellipsoide lieR ein geschlossenes
Zyklisches Muster von Kontrolle zu Inflammation und Gber Regeneration zurtick zu einer, der
Kontrolle ahnlichen, Refinement-Phase, genannt “end-to-end” Muster (Vgl Abbildung 9 A)
erkennen. Dies bestatigt einen zeitlich stark kontrollierten und koordinierten Ablauf der
Regeneration im WT. Die Phasen, die in der histologischen Auswertung festgelegt wurden,

konnten somit in den Genexpressionsmustern rekapituliert werden.

Im Kras®*P Pankreas bestétigte die Genexpressionsanalyse ebenso die Erkenntnisse aus der
Histologischen Auswertung. Hier war auffallig, dass, ahnlich wie im WT, Kontrollproben
untereinander eine starke Ahnlichkeit aufwiesen wahrend Proben aus keiner anderen Phase
Ahnlichkeit mit der Genexpression unbehandelter Tiere zeigten (Vgl.: Abbildung 9 B). Vielmehr
wurde klar, dass die Genexpression bei Regeneration nach Caeruleingabe bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes keine Rickkehr zur Ursprungsexpression erkennen lief3. Dies kann
als ,end-to-open” Muster bezeichnet werden. Erkennbar ist es ebenso an der Verbindung der
Mittelpunkte der sich stark Uberlappenden Konfidenzellipsoide. Proben aus allen Stadien der
Entzindungsantwort waren heterogen verteilt und es lie3 sich keine eindeutige Aufteilung in

Phasen vornehmen.
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Abbildung 9: PCA der Genexpressionsmuster. Die kleinen Kreise zeigen das Genexpressionsmuster jeweils eines
Individuums an, die Farben designieren die Zugehdorigkeit des jeweiligen Individuums zu den vorher festgelegten
Phasen der Regeneration, Grun=Kontrolle; Gelb=Inflammation; Rot=Regeneration; Blau=Refinement. Die
Ellipsoide veranschaulichen ein 95% Konfidenzintervall, in dem Proben der jeweiligen Phase mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95% lokalisiert sind. (A) WT Daten; Die Probe von Tag 14, die im Cluster der Regeneration-
Phase lokalisiert ist wird als Ausreif3er angesehen. Die Pfeile indizieren den Zeitlichen Ablauf der transkriptionellen
Veranderungen und demonstrieren, dass die Regeneration in WT Tieren einen kreisférmigen Verlauf nimmt mit
einem ,end-to-end“ Muster (B) Kras®'?P Daten; Hier zeigen die Pfeile die inkomplette Regeneration und ein ,end-
to-open“ Muster. PCA-Plots verdffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Um den direkten Vergleich von beiden Genotypen auf Ebene der Genexpression zu
ermdglichen, wurde im Anschluss eine PARAFAC Analyse verwendet. Diese Anwendung
ergibt eine einheitliche lineare Transformation des Datensatzes. Zur besseren Visualisierung
wurde dennoch fir jeden Genotyp eine eigene Grafik mit jeweils identischer Achsen
Skalierung erzeugt (Abbildung 10). Wie zuvor im PCA Plot beschrieben folgte auch hier die
Regeneration im WT einem kontrollierten Prozess, wobei Proben aus der Inflammation-Phase
den groRten Unterschied zu Kontrollen aufwiesen und Proben aus spéateren Phasen
schrittweise zu Expressionsmustern &hnlich der Kontrollproben zurtickkehrten (Vgl.: Abbildung
10 A).

In Kras®?? Méausen zeigte diese Darstellung erneut keine Regeneration im Sinne einer
Normalisierung von Genexpressionsmustern (Vgl.: Abbildung 10 B). Alle Proben der
Versuchsgruppe bildeten hier einen heterogenen Pool und waren untereinander relativ
ahnlich. Die ersten Proben die von den Pendants im WT abwichen waren Proben die zeitlich
der Regeneration-Phase entsprachen (nach 48h) Interessant war hierbei, dass in der Tat die
Genexpression der Inflammation-Phase in beiden Genotypen sehr ahnlich war. Erkennbar war
dies daran, dass 10 von 12 Proben der Inflammation-Phase von Kras®*?® Tieren innerhalb der
Grenzen des 95% Konfidenzellipsoids fur Proben des WT lagen. Alle Zeitpunkte des Kras®'?®
Genotyps betrachtet, fanden sich 74% (17/23) aller Caeruleinbehandelten Proben im

Konfidenzellipsoid der WT Inflammation-Phase. Zusatzlich waren vier der Ubrigen sechs
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Proben, die aul3erhalb des Ellipsoids lagen, naher am Zentrum des WT Inflammation-Phasen
Ellipsoids gelegen, als an jedem anderen und zeigten somit eine groRere Ahnlichkeit mit dieser
als mit jeder anderen Phase. Somit ergab sich dass 91% (21/23) der Kras®*?® Proben die
hochste Ahnlichkeit mit der Genexpression der WT Inflammation-Phase haben (Abbildung 10
A).

Hieraus ist zu schliel3en, dass die Aufteilung der WT Regeneration in drei Phasen auch auf
Ebene der Genexpression valide ist. Ebenso stellen wir fest, dass die Inflammationsantwort in
Kras®*?P Pankreata keine solchen Phasen aufweist. Gleichzeitig beweisen wir, dass die Initiale
Veranderung der Genexpression in beiden Genotypen sehr gut vergleichbar ist. Somit ist
festzustellen dass initial durch die Kras Mutation keine Veranderung in der
Entzindungsantwort stattfindet. Eine starke Abweichung findet sich erst ab einem Zeitpunkt,
wo in WT Tieren die Reparatur des geschadigten Organs einsetzt. Zu diesem Zeitpunkt wird
durch onkogenes Kras die Normalisierung der Genexpressionsmuster verhindert. Die Tiere

werden in einem Inflammatorischen Status gehalten, der der Inflammation-Phase im WT

gleicht.
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Abbildung 10: die PARAFAC-Analyse, eine 3-fach Faktorisierung der transkriptionellen Profile, erlaubt den direkten
Vergleich beider Genotypen. Die farbigen Kreise zeigen wiederum das Genexpressionsmuster jeweils eines
Individuums, die Farben designieren die Zugehorigkeit des jeweiligen Individuums zu den vorher festgelegten
Phasen der Regeneration (Vgl.: Abbildung 9). Die Ellipsoide veranschaulichen ein 95% Konfidenzintervall, in dem
Proben der jeweiligen Phase mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% lokalisiert sind. Zur besseren Ubersichtlichkeit
finden sich WT Daten im linken und Kras®!2P Daten im rechten Fenster, wobei im rechten, Kras®!2P Fenster ein
orange umrandeter Ellipsoid das 95% Konfidenzintervall der WT Inflammation anzeigt. Alle Proben von Kras®?P
Mausen - Mit Ausnahme der Kontrollen - zeigen groRe Ahnlichkeit mit WT Proben der Inflammation-Phase, sodass
davon auszugehen ist, dass die Entziindungsantwort in Kras®?® Tieren, auch auf Ebene der Transkription, von
einer anhaltenden Entziindung charakterisiert wird. PARAFAC-Analyse veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016).
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4.3 Analyse der allgemeinen Proliferationsdynamik in Kras®'?P Mausen

In Kras®'?® Kontrolltieren zeigte sich ein niedriger Proliferationsindex, von durchschnittlich 1%
(Abbildung 11 B), éhnlich dem, der in WT Pankreata beobachtet wird (Bo Kong et al., 2016).
Vermehrte Zellteilungen fanden sich gehauft in den vorbeschriebenen Regionen mit azinarer
Vakuolisierung und praformierten ADMs. Drei Stunden nach Caerulein Applikation waren
vermehrte Zellteilungen vor allem im mesenchymalen Raum und in geringerer Auspragung in
Zellen erweiterter Azini zu sehen (Abbildung 11 B). Es fand sich ein starker Anstieg des
Zellteilungskoeffizienten zwischen Kontrolltieren und Tieren 24 h nach Caeruleingabe, von den
im Pankreas ublichen 1 % auf bis zu 13 % (Abbildung 11 A). Nach 36 h konzentrierten sich
die Zellteilungen vor allem auf die entstandenen TCs sowie auf Azini mit erweiterten Lumina
(Abbildung 11 B). 60 h nach Caeruleingabe fand sich ein Abfall auf ca. 9 %, der jedoch keine
signifikante Anderung zu den benachbarten Peaks darstellte (24 h zu 36+60 h p=0,1023; t-test
und 84 h zu 36+60 h p=0,2303; t-test). Bis 84 h nach Behandlung zeigte sich ein erneuter
tendenzieller Anstieg auf 13 %. In der folgenden Zeit bis Tag 7 fand sich weiterhin eine
gesteigerte, jedoch im Vergleich zu Zeitpunkt von 84 h stark abfallende Proliferation von 4,3
%, im Verbund von ADMs und TCs. An Tag 14 war keine signifikant gesteigerte Proliferation
mehr zu erkennen (Abbildung 11 A). Der weiterhin vorhandene Zellturnover von 2,7 %
konzentrierte sich vor allem auf AFLs, ADMs und TCs. Dieser Proliferationsquotient zeigt
allerdings keine signifikante Steigerung zu der Proliferation die in der Vorarbeit im WT

festgestellt werden konnte.

Wie in vorherigen Studien beschrieben teilt sich die Proliferation zur Regeneration nach
entzindlichem Insult im WT Pankreas in zwei Phasen mit einem klaren Bruch nach 24h der
Regeneration (Bo Kong et al., 2016). In Kras®?*® Mausen hingegen zeigte sich keine klare

Abgrenzung zweier proliferativer Phasen.
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Abbildung 11: Analyse der allgemeinen Proliferationsdynamik in Kras®?P Pankreata: (A) Der Graph zeigt den
Zeitlichen Verlauf des Proliferationsquotienten in Kras®?® Mausen. Daten von Kontrolltieren wurden als Zeitpunkt
0 dargestellt. Die Phasen der Regeneration im WT sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. Die Daten wurden
durch Quantifizierung von positiver nukleérer BrdU Féarbung und Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamatoxylin
erzeugt. Die Proliferation in Kras®*?P Tieren zeigt keine Adharenz an die im WT festgelegten Phasen (B) IHC Bilder
von Kras®?P Tieren mit Farbung fir BrdU (Maf3stabsbalken: 50 um). IHC und quantitative Analyse veroffentlicht in
(B. Kong et al., 2016).

4.4 Analyse der Proliferation im azindren Kompartiment

Um festzustellen, ob diese Unterschiede in der Zellproliferation zwischen WT und Kras®?°

Regeneration der Deregulation von Proliferation in unterschiedlichen Organkompartimenten
geschuldet ist, wurde die Zellteilungsrate mit besonderem Augenmerk auf die
Proliferationsdynamik der verschiedenen Zellpopulationen analysiert. Hierzu wurde der S-
Phase-Marker BrdU in Kombination mit weiteren Zelltyp-spezifischen Markern verwendet um
die Teilungsrate in azindren, mesenchymalen, duktalen und stammzelldhnlichen Zellen zu

ermitteln. Somit wurden Zeitabhangige und Zelltypspezifische Proliferationsanalysen inklusive
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der Anzahl an proliferierenden Zellen, sowie der jeweiligen Proportion zur allgemeinen

Mitoserate fir WT und Kras®**° M&use erzeugt.

Azinuszellen stellen den grof3ten Teil des exokrinen Pankreas und werden spezifisch durch
den Einfluss von Caerulein zerstort (Vgl. Abschnitt 1.10). Erwartungsgemafn miisste diese
Population den hochsten Proliferationsindex aufweisen, um die Funktion des Organs
wiederherzustellen. Als Azinuszellen werden im Folgenden solche Zellen bezeichnet, welche
eine positive Farbung fir Amylase und somit einen Marker fir differenzierte exokrine

Pankreaszellen aufweisen.

Die Analyse der azinaren Proliferation mittels Co-Farbung von Amylase mit BrdU ergab bis 24
h nach Caeruleingabe eine Konzentration der Proliferation auf Zellen im interstitiellen Raum
(Abbildung 12C). Ab Beginn der Regeneration-Phase setzte vermehrt die Proliferation in
Amylase positiven Zellen ein. 60 h nach Caeruleingabe war sie quasi ausschlief3lich in diesem
Kompartiment lokalisiert. Erwartungsgemal entsprach das Organbild von WT Mausen 14
Tage nach Caeruleinadministration wieder nahezu dem eines Kontrolltieres mit geringer

Proliferation sowohl im azinaren Kompartiment als auch in Zellen des interstitiellen Raums.

In starkem Kontrast hierzu stand die Entwicklung des aziniren Kompartiments in Kras®'?"

Pankreata (Abbildung 12 C). Hier zeigte sich nach 36 h eine starke Uberproliferation von
Amylase negativen Zellen mit zusatzlich schrittweisem Verlust der Amylaseproduktion in
Zellen die morphologisch dem azindren Kompartiment angehdrten. Diese Entwicklung setzte
sich fort, bis ab 60 h nach Caeruleingabe. Zu diesem Zeitpunkt war die Amylaseproduktion auf
wenige regenerierte Azini pro GF sowie auf einzelne Zellen in TCs beschrankt. Die
Proliferation konzentrierte sich hierbei vor allem auf Amylase negative Zellen. Am Tag 14
waren wenige regenerierte Azini zu erkennen, ebenso fanden sich einige Amylase-positive
Zellen die morphologisch jedoch keine Ahnlichkeit mit typischen Azinuszellen hatten.

Zellteilungen vollzogen sich jedoch zum grof3ten Teil in Amylase-negativen Zellen.

Es fand sich somit eine stark divergente Entwicklung, was die Proliferation, sowie die
Amylaseproduktion und demzufolge die Funktionalitat im epithelialen Kompartiment von WT
bzw. Kras®'?® Pankreata nach induzierter Pankreatitis betraf. Zur genaueren Quantifizierung
der Unterschiede wurden sowohl die in Teilung begriffenen Zellen gesamt, als auch die
Amylase produzierenden, sich teilenden Zellen gezahlt und in Relation zu einander betrachtet
(Abbildung 12 A,B).

In WT Mausen waren 2 Phasen der Azinuszellproliferation zu erkennen mit einem ersten
Maximum nach 24 h bei durchschnittlich 24 Zellen pro GF und einem zweiten Maximum bei
Tag 4 und durchschnittich 38 Zellen pro GF. Somit war die Anzahl proliferierender

differenzierter Azinuszellen wéhrend der Regeneration-Phase signifikant héher als wahrend
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der Inflammation-Phase (p = 0,016; t-test) (Abbildung 12 A). Ebenso war prozentual der Anteil
der Amylase positiven an den proliferierenden Zellen wahrend der Inflammation-Phase
erniedrigt bei nur 63 % (50,5 % nach 3 h und Steigerung auf 75 % nach 36 h) im Vergleich zu
96 % wahrend der Regeneration-Phase (p < 0,0001; t-test) (Abbildung 12 B). Diese Zahlen
zeigen eine zeitweise Herabregulation der Proliferation in Amylase positiven Zellen wahrend
der Inflammation-Phase zugunsten der Vermehrung anderer Zelltypen, mit einer zeitlich
regulierten Zunahme der azindren Proliferation im Rahmen der Organreparatur ab ca. 24-36

h nach inflammatorischem Insult.

Bei Betrachtung des proliferativen Verlaufs in Kras®'?® Pankreata fiel auf, dass die Anzahl an
proliferierenden Azinuszellen wahrend der ersten 24 h, entsprechend der Inflammation-Phase,
den Ergebnissen der Wild Typ Tiere vergleichbar war (Abbildung 12 A). Erste Unterschiede
zeigten sich ab 36 h, wo in WT Tieren die Anzahl an proliferierenden Azinuszellen auf
durchschnittlich 9,5 (+ 2,5) Zellen pro GF absank, wahrend in Kras®'?® Tieren die Anzahl bei
durchschnittlich 26 (+ 1,2) Zellen pro GF ihr Maximum erreichte (p=0,0033; t-test). Nach 60 h,
entsprechend der Regeneration-Phase in WT Pankreata, war die Anzahl an proliferierenden
Azinuszellen in Kras®?® Mausen erniedrigt, bei durchschnittlich 7,5 (+ 1,1) pro GF in Kras®*?®
Tieren. Der Unterschied zwischen den Genotypen war bei anteiliger Betrachtung der
proliferierenden Azinuszellen an der gesamt Proliferation (Abbildung 12 B) Giber den gesamten
Beobachtungszeitraum signifikant. Er betrug durchschnittlich 31 % aller sich teilenden Zellen
und war somit signifikant reduziert im Vergleich zu, sowohl dem Prozentsatz der Inflammation-
Phase von 63 % (3 h — 36 h), als auch der Regeneration- und Refinement-Phase von 96 %
(48 h bis D 14) bei den untersuchten WT Mausen. (p<0.0001; t-test).

In der Gesamtschau sprechen diese Daten fir eine Uberproduktion an nicht azinaren Zellen
in Kras®?® Pankreata, deren Zellulare Identitat bislang ungeklart ist. Ebenso findet sich eine
Uberproduktion an nicht azinaren Zellen im WT, hier allerdings streng begrenzt auf den
Zeitraum der Inflammation-Phase. Zur Klarung der Identitat der weiteren sich teilenden Zellen
wurden Marker fur die Ubrigen Kompartimente ausgewahlt und die Proliferation in den selbigen

ebenso quantifiziert. Zundchst wurde dies fur den Wildtyp vorgenommen.
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Abbildung 12: Proliferationsdynamik von Amylase positiven Zellen: (A,B) Die Graphen zeigen Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Amylase in WT (schwarze Linie) und
Kras®1?P Tieren (rote Linie) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt; (A) Amylase-positive
Zellen zeigen im WT eine Proliferation mit zwei Gipfeln jeweils in der Inflammation und Regeneration-Phase,
wahrend in Kras®?P Tieren 36 h nach Caeruelingabe ein maximum an Proliferation in diesem Kompartiment zu
verzeichnen ist, ohne weiteren Gipfel wahrend der Regeneration-Phase. (B) Der Prozentsatz von Amylase-
positiven proliferierenden Zellen an der Gesamtheit der proliferierenden Zellen zeigt ab der Regeneration-Phase
eine fast ausschlie3liche Proliferation in Amylase positiven Zellen im WT und gleichbleibend niedrigen Anteil dieses
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Kompartiments zwischen 20 und 40 % an der Gesamtproliferation in Kras®?P Tieren. Die IF-Bilder (C) zeigen
reprasentative Schnitte der Amylase (Griin) und BrdU (rot) Co-Farbung in WT (linke Spalte) und Kras®'?P Mausen
(rechte Spalte). Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) homogene Amylaseproduktion in Azinuszellen
beider Genotypen, in Kras®'?P Tieren zeigen sich Regionen mit praformierten ADMs vermindert Amylase-positiv;
(24 h) Proliferation im interstitiellen Raum und Amylase-negativen Zellen; (Tag 4) Die Amylase Expression ist nach
Regeneration im WT weitgehend reetabliert (Proliferation findet hauptséachlich in Amylase-positiven Zellen statt). In
Kras®1?P Tieren zeigt sich eine mangelhafte Regeneration von Azinuszellen, wobei diejenigen Azinuszellen die
regeneriert sind eine starke Amylase-Produktion aufweisen (Proliferation findet sich hauptsachlich in Amylase-
negativen Zellen); (Tag 14) Reduzierte Proliferation in beiden Genotypen, homogene Amylase-Produktion im WT,
vereinzelt Amylase-positive Zellen in Kras®?P Mausen, ohne proliferative Aktivitat. IF und quantitative Analyse
veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

4.5 Analyse der Proliferation in ADM und duktalem Kompartiment
Als Marker fur das duktale Kompartiment wurde Cytokeratin 19 (CK19) gewahlt.

In WT Tieren war zu jedem Zeitpunkt ein sehr schwaches Ansprechen auf die CK19 Farbung
zu erkennen (Abbildung 13). Nach Caeruleinexposition kam es zu einer kurzzeitigen hoch
Regulation der Expression welche sich bis zu 4 Tage fand. In diesem Zeitraum kam es nur in
vereinzelten Fallen zu Proliferation in CK19 positiven Zellen. In Kontroll Tieren sowie bei
Zeitpunkten Uber 48 h nach Behandlung fand sich CK19 Expression ausschlief3lich in

Pankreasgangen ohne Proliferation in diesen Zellen.

In starkem Kontrast zum WT fand sich die CK19 Expression in Kras®!?® Pankreata (Abbildung
13). Bei Kontrolltieren zeigte sich, dhnlich dem Wild Typ, eine sehr schwache Expression in
Pankreasgéngen und GefalRen. Zusatzlich war eine Hochexpression in vereinzelten Regionen
mit ADM zu erkennen. Hier fanden sich vermehrt Zellteilungen in CK19 positiven Zellen. Drei
Stunden nach Caeruleinapplikation waren Verénderungen nur sehr schwach ausgepragt und
dem Bild in Wild Typ M&usen vergleichbar. Beginnend ab zwo6lf Stunden nach Exposition stieg
der Anteil an CK19 positiven Zellen, mit Farbung vor allem der erweiterten Azini. Nach 24 h
waren sowohl erweiterte Azini als auch beginnende TCs positiv fir CK19 mit zahlreichen
Zellteilungen in CK19 positiven Zellen. Gleichbleibend bestand dieses Bild bis zum Ende der

Beobachtungsspanne.
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Abbildung 13: IF-Farbung der Proliferation in Ck19 positiven Zellen: Die Bilder zeigen représentative Schnitte der
CK19 (Rot) und BrdU (Griin) Co-Farbung in WT (linke Spalte) und Kras®2® Mausen (rechte Spalte). Nuklei wurden
mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Im WT keine Ck19 Expression in Zellen au3erhalb von Pankreasgangen, in
Kras®1?P Tieren zeigen Regionen mit praformierten ADMs CK19 Expression in Zellen der ADMs; (12 h, 36 h) Im
WT leichte Hochregulation der CK19 Expression, bei nur vereinzelt Teilungen in diesen Zellen, CK19-positive Zellen
in Kras®?P Tieren proliferieren verstarkt; (Tag 4) Im Laufe der WT Regeneration erneutes Abnehmen der Ck19
Expression und Beschréankung auf Pankreasgangzellen. In Kras®!2P Tieren im Gegensatz Uberproduktion an CK19-
positiven Zellen; (Tag 14) unverandertes Bild im WT, in Kras®?P Mausen, weiterhin deutliche CK19-positivitat in
ADM, TC und AFL mit erhohter proliferativer Aktivitat in dieser Zellpopulation.
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Die Quantifizierung aller CK19 positiven proliferierenden Zellen ergab wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums eine signifikant gesteigerte Teilungsrate dieser Zellpopulation in
Kras®*P Pankreata im Vergleich zu WT Pankreata. (Mean WT 3 h bis D 14 0,4 (+ 0,15) / GF;
Mean Kras®*?® 3 h bis D 14 7,5 (= 1,3) / GF; p<0,0001; t-test) (Abbildung 14 A). Hier fanden
sich durchgehend nach Caeruleinapplikation keine bis maximal 1,6 Zellen pro GF 72 h nach
Behandlung. Ebenso war in WT Kontrolltieren keine signifikante Proliferation in CK19 positiven
Zellen zu verzeichnen. Kras®*" Mé&use zeichneten sich bereits ohne Caeruleinapplikation
durch einzelne Ck19 positive ADMs aus in denen durchschnittlich 3,6 Zellen pro GF in Teilung
begriffen waren. Die Anzahl an proliferierenden Zellen steigerte sich von 5 Zellen pro GF zum
Zeitpunkt von 3 h bis auf maximal 13,3 Zellteilungen pro GF nach 24 h. Diese Anzahl blieb
konstant bis 80h nach Behandlung und sank daraufhin bis Tag 14 auf durchschnittlich 3,4
Zellen pro GF.

Prozentual gesehen ergab sich ein ahnliches Bild (Abbildung 14 B). Sowohl Kontrolltiere des
WTs als auch Tiere an Tag 14, dem Endpunkt der Refinement-phase, zeigten keine
Proliferation in Ck19 positiven Zellen. Wahrend der Inflammation-Phase, bis zu 24 h, zeigte
sich ein Maximum an bis zu 7,9 % der Proliferation, die in Ck19 exprimierenden Zellen
stattfand. Wahrend der Regeneration-Phase war die Expression von Ck19 in WT Tieren erneut
auf Gangstrukturen sowie GefalRe begrenzt, hier betrug der Anteil an Ck19 Zellen
durchschnittlich 2,6 % aller proliferierenden Zellen.

Bei Kras®? Mausen betrug der Ck19 positive Anteil an sich teilenden Zellen in der
Kontrollpopulation 19,1 %. In der Inflammation-Phase war ein Anstieg von 16,5 % drei Stunden
nach Behandlung auf bis zu 34 % nach 36 Stunden zu erkennen. Wahrend der Regeneration-
Phase machten CK19 positive Zellen eine Fraktion von 28,9 % aus, mit sinkender Tendenz
bis Tag 7 auf 16,7 % und erneutem tendenziellem Anstieg auf bis zu 27,4 % 14 Tage nach

Caeruleinexposition.

Zusammenfassend ist die CK19 Expression in WT Pankreata deutlich geringer als in Kras®'?®

Pankreata, auch die vorubergehende ADM-Formation in WT Tieren nach Caerulein-
induziertem, inflammatorischem Insult zeigt nur geringe CK19 Positivitat bei geringer
proliferativer Aktivitat. Im Gegensatz hierzu zeigt der Pankreas von Tieren mit onkogener
Kras®'?® -Mutation in Reaktion auf Entziindung eine Hochregulation der CK19 Expression in

ADM, AFL und PanIN Lasionen mit erhdhter proliferativer Aktivitat in diesen Geweben.
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Abbildung 14: Anzahl und Anteil der Ck19 positiven Zellen: (A, B) Die Graphen zeigen Daten der quantitativen
Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von CK19 in WT (schwarze Linie) und Kras®*?P Tieren (rote
Linie) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt; (A) CK19-positive Zellen zeigen im WT
wahrend der gesamten Beobachtungsspanne nahezu keine Proliferation, wéahrend in Kras®'? Tieren durchgehend
eine verstarkte Proliferation in diesem Kompartiment zu verzeichnen ist. (B) Der Prozentsatz von CK19-positiven
proliferierenden Zellen an der Gesamtheit der proliferierenden Zellen verdeutlicht diese Erkenntnis weiter.
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4.6 Analyse der Proliferationsdynamik in Mesenchym und

Stammzelldhnlicher Population im WT

4.6.1 Proliferation im Mesenchym
Histologisch sind in den friihen Zeitraumen der Regeneration des WTs viele Zellteilungen im
interstitiellen Raum zu erkennen. Zu diesem Ziel wurden die Marker Vimentin und a-SMA

gewahlt und die Proliferation gewebespezifisch betrachtet.

4.6.1.1 Vimentin

Betrachtung der stromalen Entwicklung anhand einer Farbung fir Vimentin lie3 erkennen,
dass in WT Tieren wahrend der Inflammation-Phase ein starker Zuwachs an Mesenchym zu
verzeichnen ist, im Vergleich zu Kontrolltieren wo das Stroma nur dinne Trennschichten
zwischen verschiedenen Azini und Pankreaslappchen bildete. Wahrend der ersten 36 h der
Regeneration zeigte sich eine stark erhdhte Zellteilungsrate in Vimentin positiven Zellen. Im
Anschluss hieran, wiederum zeitlich streng reguliert, fand nahezu keine Zellteilung mehr in
mesenchymalem Gewebe statt, wobei der vermehrte Anteil an Vimentin positiven Zellen noch
bis ca. funf Tage nach Caeruleinapplikation erhalten blieb. Ab dem siebten Tag war ein
erneuter Rickgang der Vimentin positiven Zellen erkennbar (Abbildung 15).

WT

Kont.

Tag 4

Abbildung 15: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Vimentin-positiven Zellen im WT: Die Bilder
zeigen reprasentative Schnitte der Vimentin (Grin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI
(Blau) gegengefarbt; (Kont.) Vimentin positive Zellen bilden diinne Trennmembranen zwischen Pankreaslappchen;
(12 h) deutliche Hochregulation der Vimentin-Expression, bei zahlreichen Teilungen im Vimentin-exprimierenden
Mesenchym; (Tag 4) Weiterhin Verdickung der Vimentin-positiven Trennschichten, jedoch Suppression der
Proliferation im Mesenchym; (Tag 14) erneut Bild wie in Kontrolltieren mit vereinzelt Proliferation in Vimentin-
positiven Zellen.
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Die Anzahl an Vimentin positiven proliferierenden Zellen variierte in WT Mausen zeitlich
begrenzt stark (Abbildung 16). In Kontrolltieren war sie sehr niedrig mit durchschnittlich 0,2
Zellen pro GF. Zwischen drei und 24 Stunden, in der Inflammation-Phase, stieg diese Anzahl
stark an auf durchschnittlich 19,6 Zellen pro GF. Nach 36 h waren nur mehr 1,9 Vimentin
exprimierende Zellen pro GF in Teilung begriffen. Diese Anzahl variierte im Anschluss kaum
noch bis einschlieB3lich Tag 14 um einen Durchschnitt von 1,7 Zellen pro GF wahrend der
Regeneration- und Refinement-Phase. Es bestand also eine signifikante Hochregulation der
Proliferation wahrend der Inflammation-Phase mit abruptem Umschwung auf Proliferation in

anderen Kompartimenten nach 36 Stunden.
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Abbildung 16: Anzahl Vimentin positiver proliferierender Zellen: Der Graph zeigt Daten der quantitativen
Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als
Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression
des Markers. Die Proliferation von Vimentin positiven Mesenchymzellen bleibt im WT streng limitiert auf die
Inflammation-Phase.

Im Folgenden soll wiederum der Anteil an proliferierenden Meschenchymzellen (BrdU und
Vimentin-positive) an allen proliferierenden Zellen (BrdU-positive) betrachtet werden
(Abbildung 17). Hierbei ist auffallig, dass im gesunden WT Organ ein sehr hoher Anteil von 89
% an proliferierenden Zellen auf das Bindegewebskompartiment entfallt. Wahrend der
Inflammation-Phase betragt der Anteil voribergehend bis zu 97,8 % nach drei Stunden mit
einem rapiden Abfall auf nur noch 15,6 % nach 36 Stunden. Zwischen 36 h und Tag 7 bleibt
der Prozentsatz an proliferierenden Zellen mit mesenchymaler Identitat nahezu Konstant um
9,6 % (Mean 36 h bis D 7). Im vollstandig regenerierten Organ befinden sich wieder 68,5 % (D

14) aller teilenden Zellen im Bindegewebe.
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Abbildung 17: Prozentsatz Vimentin positiver Zellen an der Gesamtteilungsrate: Der Graph zeigt Daten der
quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in Funktion der Zeit. Kontrolltiere
wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. Wéahrend der Inflammation-Phase stellen
mesenchymale Zellen den grofiten Anteil an der Proliferation, bei Suppression der Proliferation in diesem
Kompartiment mit Einsetzen der Regeneration-Phase.

4.6.1.2 A-SMA

Alpha smooth muscle actin (a-SMA) ist ein Protein das in glatter Muskulatur, vor allem von
Gefalien, sowie teils in der Darmwand und dem Myometrium vorkommt (Shynlova et al., 2005;
Skalli et al., 1989, 1986). Im Pankreas weist a-SMA Expression auf3erhalb von Zellen der
GefalRwande auf die Aktivierung von pankreatischen Stellatumzellen hin, die sich in
myofibroblasten-ahnliche Zellen verwandeln (Apte et al., 1999; Mews et al., 2002; Nagashio
et al.,, 2004) und die Fibrosierung des Pankreas vermitteln. Im gesunden Pankreas ist
demnach die a-SMA Expression auf GefaBwande beschrankt, bei chronischer Pankreatitis

finden sich aktivierte a-SMA positive PSCs in fibrotischen Regionen (Nagashio et al., 2004).
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Abbildung 18: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in a-SMA-positiven Zellen im WT: Die Bilder zeigen
représentative Schnitte der a-SMA (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau)
gegengefarbt; (Kont.) Ausschlie3lich Zellen in GefalRen zeigen a-SMA Expression, dies ohne Proliferation; (12 h)
leichte Aktivierung von pankreatischen Stellatumzellen mit Lokalisation im interstitiellen Raum und gesteigerter
Proliferation in dieser Zellpopulation im Rahmen der Inflammation-Phase bis 36 h; (Tag 4) deutlicher Verlust an o-
SMA positiven Zellen im Vergleich zu Zeitpunkten der Inflammation-Phase (Proliferation ausschlie3lich in Zellen
ohne a-SMA Expression); (Tag 14) erneut Bild wie in Kontrolltieren. IF verdffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Die Betrachtung von WT Kontrolltieren zeigte die erwartete Verteilung von a-SMA positiven
Zellen ausschlieBlich in BlutgefalBwanden (Abbildung 18). Caeruleinapplikation Uber zwei
Tage bewirkte bereits drei Stunden nach Beendigung der Behandlung eine leichte Aktivierung
von PSCs mit schwach a-SMA positiven Zellen im Interstitium. Bei WT Tieren war ein Gipfel
dieser Entwicklung nach 12 h bis 24 h zu erkennen mit erneutem Rickgang der a-SMA
positiven Zellen nach 36 h. In diesem friilhen Zeitraum, entsprechend der Inflammation-Phase,
waren gesteigert Zellteilungen in aktivierten PSCs zu erkennen. Im Anschluss hieran war die

a-SMA Farbung wiederum auf glatte Muskelzellen in GefaRwanden beschrankt.

Die quantitative Analyse illustriert, dass die Proliferation von aktivierten PSCs in WT Tieren
auf die Inflammation-Phase limitiert war (Abbildung 19). In Kontrolltieren zeigte sich keine
Proliferation von a-SMA positiven Zellen, es fand sich nach 12 Stunden ein Maximum an 10,3
teilenden, a-SMA exprimierenden Zellen pro GF mit einem Abfall bis 36 h auf 3,1 Zelle pro GF.
Ab Beginn der Organreparatur nach 48 h war keine signifikante Proliferation in a-SMA
positiven Zellen mehr zu erkennen, die Anzahl betrug durchschnittlich 0,4 Zellen pro GF (Mean
48 h bis D 14).
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Abbildung 19: Anzahl a-SMA positiver proliferierender Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der quantitativen
Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als
Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression
des Markers. Die Proliferation von a-SMA positiven Zellen bleibt im WT streng limitiert auf die Inflammation-Phase.
Quantifizierung verdffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Prozentual gesehen zeigte sich ein vergleichbares Bild mit starker zeitlicher Limitierung der
Proliferation in WT Pankreata auf die Inflammation-Phase (Abbildung 20). Hier lag der
maximale Anteil der a-SMA exprimierenden Zellen an der proliferierenden Zellpopulation 12
Stunden nach Caeruleingabe bei 11,3 %. Nach 48 h entfielen auf die a-SMA positiven Zellen
nur noch 15 % der Gesamtproliferation. Wahrend des gesamten restlichen
Beobachtungszeitraums blieb die Proliferation in diesem Kompartiment auf durchschnittlich 1

% der gesamten Zellteilung beschrank.
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Abbildung 20:Prozentsatz a-SMA positiver Zellen an der Gesamtteilungsrate im WT: Der Graph zeigt Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in Funktion der Zeit. Kontrolltiere
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wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. AusschlieBlich wahrend der Inflammation-
Phase stellt das a-SMA positive Zellkompartiment einen signifikanten Anteil der sich teilenden Zellen von bis zu
11,3 %. Quantifizierung verdffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Im gesunden Pankreas des WTs ist demnach die a-SMA Expression auf GefalRwéande
beschréankt. Unter Einfluss von akutem Organschaden werden kurzfristig im Rahmen der
Inflammation-Phase in WT Pankreata die PSCs aktiviert und a-SMA in Teilen des Interstitiums
exprimiert unter gesteigerter Proliferation in diesem Kompartiment. Zeitlich streng reguliert
findet sich eine Beendigung der Proliferation in diesem Kompartiment mit Beginn der

Regeneration-Phase.

4.6.2 Proliferation in einer Stammzellmarker exprimierenden Zellpopulation

Es wurde vorgeschlagen dass im Rahmen von entziindlichen Prozessen im Pankreas einige
Zellen azindren Ursprungs erneut Merkmale von pluripotenten Stammzellen exprimieren
kénnen und somit in einen Zustand versetzt werden, das Organ zu repopulieren (Desai et al.,
2007; Kong et al., 2011; Strobel et al., 2007a; Yanger and Stanger, 2011). Typische Marker

fur pankreatische Vorlauferzellen sind Pdx1 und Sox9.

4.6.2.1 Pdx1

Das Pankreasgewebe wurde durch Farbung analysiert auf Koexpression von Pdx1l mit
Positivitat fir BrdU. Im gesunden erwachsenen Pankreas findet sich eine Pdx1 Expression
ausschlieBlich in Beta Zellen der Langerhans’schen Inseln. Wahrend der embryonalen
Entwicklung ist Pdx1 in undifferenzierten epithelialen Zellen des Pankreas zu finden. (Jensen
et al., 1996; Ohlsson et al., 1993)

Wie vorbeschrieben (Jensen et al., 2005) zeigte sich bei WT Kontrolltieren ohne
Caeruleinbehandlung positive Pdx1 Farbung nur in Nuclei der Langerhans’schen Inselzellen.
Ebenso wie vorbeschrieben konnten wir zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Proliferation in
Zellen feststellen, die morphologisch den Langerhans’schen Inseln zuzurechnen waren.
Bereits 3 Stunden nach Caeruleingabe waren allerdings einzelne Zellen mit den Inselzellen
vergleichbarer Pdx1 positiver Farbung zu erkennen (Abbildung 21). Diese Zellen befanden
sich nicht in morphologisch typischer Anordnung fir Betazellen als Zellkonglomerat. Hier ist
aufgrund der mangelnden Insulin Co-farbung keine ausreichende Aussage dartiber zu treffen
ob es sich um versprengte einzelne Betazellen handelt oder in der Tat erste neuerliche

Expression von Pdx1 im exokrinen Kompartiment darstellt. Zudem waren selten nach 3 und
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nach 24 h auch Gangahnliche Strukturen mit positiver Farbung fur Pdx1 zu erkennen
(Abbildung 22).

3h

Abbildung 21: IF mit Pdx1 (Grin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt:
Pdx1 pos. Zellen (Asterisken) vereinzelt bereits zu Beginn der Inflammation vorhanden

Ab einem Zeitpunkt von 24 h waren zunehmend auch in azinaren Gebilden Zellen mit positiver
Pdx1-Farbung zu erkennen (Abbildung 23). Dieser Zustand war stark zunehmend bis 36 h
nach Behandlung, wo nahezu alle Epithelialen Zellen den embryonalen Marker exprimierten.
Gegensatzlich zu friheren Erkenntnissen konnten wir nach 72 Stunden bereits eine starke
Abschwéchung der Pdx1l Expression erkennen, die deutlich hinter der von Inselzellen
zurlckblieb.

3h 3h

24h

Abbildung 22: IF mit Pdx1 (Grin) und BrdU (Rot) Co-Férbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt:
Pdx1 pos. Gangahnliche Strukturen (Quadrate) Pdx1 pos. Zellkerne auf3erhalb von Gangstrukturen (Asterisken)
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Abbildung 23: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Pdx1-positiven Zellen im WT: Die Bilder zeigen
représentative Schnitte der Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau)
gegengefarbt; (Kont.) AusschlieRlich Zellen in Langerhans’schen Inseln zeigen Pdx1 Expression, dies ohne
Proliferation; (36 h) mit fortschreiten der Inflammation-Phase présentiert sich eine grof3e Mehrheit der exokrinen
Zellen mit Pdx1 Expression im Zellkern und gesteigerter Proliferation in dieser Zellpopulation; (Tag 3) deutliche
Abschwéchung der Pdx1-Positivitét in exokrinen Zellen mit nur noch vereinzelter Proliferation, bei erhaltener
Farbung von Langerhans’schen Inselzellen (wenige Teilungen in der R-Zellpopulation, soweit morphologisch
festzustellen); (Tag 14) erneut Bild wie in Kontrolltieren.

Die Betrachtung der Anzahl der zum jeweiligen Zeitpunkt proliferierenden Pdx1
exprimierenden Zellen zeigte, dass in NaCl behandelten WT Tieren nahezu keine Proliferation
(0,2 Zellen pro GF) in dieser Zellpopulation stattfand (Abbildung 24). Wahrend der
Inflammation-Phase bis 36 h nach Behandlungsende fand sich eine tendenziell steigende
Anzahl von 2,5 Zellen pro GF nach 12 h, auf 6,1 Zellen pro GF nach 36 h. Diese Anzahl sank
auf minimale Werte von durchschnittlich 2,3 pro GF zwischen 48 h und Tag fiinf und kehrte

nach 14 Tagen erneut auf kontrollwerte von 0,2 Zellen pro GF zurick.
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Abbildung 24: Anzahl an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der quantitativen
Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Pdx1 in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als
Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression
des Markers. Es findet sich eine geringe Proliferation von Pdx1-positiven Zellen wahrend der gesamten
Regeneration, mit leichter Haufung zum Zeitpunkt der ausklingenden Inflammation-Phase.

Anteilig an allen jeweils proliferierenden Zellen machte die Pdx1 positive Zellpopulation in
gesunden WT Kontrolltieren 8,9 % aus (Abbildung 25). Nach 3 h war ihr Anteil bei
vernachlassigbaren 0,3 %. Eine signifikante Erh6hung des Prozentsatzes von Pdx1 positiven
Zellen an proliferierenden Zellen zeigte sich nach 36 h wo sie 23,2 % ausmachten. Zwischen
Tag 5 und Tag 7 zeigte sich ein weiterer Gipfel von 8,4 % an Tag 5 bzw. 10,6 % an Tag 7. Am

Ende des Beobachtungszeitraums machten Pdx1 positive Zellen 3,6 % aller proliferierenden

Zellen aus.
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Abbildung 25: Prozentsatz an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der
guantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Pdx1 in Funktion der Zeit. Kontrolltiere
wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. Zum Ubergang zwischen Inflammation und
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Regeneration-Phasen findet sich ein Anstieg der Proliferation in Pdx1 positiven Zellen. Im Rahmen der Refinement-
Phase ist die Proliferation in diesem Kompartiment erneut mit der Proliferation in Kontrolltieren vergleichbar.

4.6.2.2 Sox9

Im Menschen ist Sox9, ein Transkriptionsfaktor der Sry/HMG box, essentiell fir eine normale
Entwicklung sowohl des exokrinen als auch des endokrinen Pankreas. Haploinsuffizienz fuhrt
zu Defekten in beiden Zelllinien. In adulten Mausen kann Sox9 in Zellen groRerer
pankreatischer Gange detektiert werden, sowie in einigen Betazellen in Langerhans‘schen
Inseln (Lynn et al.,, 2007). In Antwort auf Caerulein-induzierte Pankreatitis zeigt sich
regelmafig eine erneute Expression von Sox9 in urspringlich azinaren Zellen. Die Formation
von PDAC Vorgangerlasionen ist abhangig von ektoper Sox9 Expression (Kopp et al., 2012).
Aufgrund dessen wurde des Weiteren Pankreasgewebe auf Proliferation in Sox9 positiven

Zellen untersucht.

Im WT-Kontroll-Pankreas beschréankte sich die Expression von Sox9 erwartungsgemar auf
Zellen der exokrinen Gangstrukturen (Abbildung 26). Bereits drei Stunden nach Caeruleingabe
zeigte sich in diesen Tieren eine vermehrte Expression von Sox9 in Zellen, die morphologisch
nicht eindeutig Gangstrukturen zuzuordnen waren. Zu diesem, sehr frihen Zeitpunkt fanden
sich nur vereinzelt Uberlappungen der Sox9 und BrdU Farbung. Die positive Sox9 Farbung
war nach 24 h maximal und nahm im Anschluss bis 48 h ab. Ab diesem Zeitpunkt war erneut

eine Verteilung der Sox9 positiven Zellen wie in Kontrolltieren zu erkennen.

WT
. - - 36h
) - - h

Abbildung 26: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Sox9-positiven Zellen im WT: Die Bilder zeigen
reprasentative Schnitte der Sox9 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung im WT, Nuklei wurden mit DAPI (Blau)
gegengefarbt; (Kont.) Sox9 Expression findet sich in Gangzellen (ohne proliferative Aktivitat); (36 h) auch exokrine
Zellen zeigen Sox9 Expression, zu diesem Zeitpunkt geh&uft Teilungen in Sox9-positiven Zellen; (Tag 4) Exokrine
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Zellen verlieren graduell die Sox9 Expression, Proliferation in diesem Kompartiment findet sich nur noch vereinzelt;
(Tag 14) erneut Bild wie in Kontrolltieren. IF veréffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Die Analyse der Anzahl an Sox9 positiven Zellen ergab einen Anstieg der Proliferation in der
Inflammation-Phase von nahezu keinen Teilungen in Kontrolltieren (0,1 Zelle pro GF) bis zu
einem Maximum an 7,4 Zellen pro GF nach 24 Stunden (Abbildung 27). Im Anschluss zeigte
sich eine langsame Abnahme der Zellteilungszahl Sox9 positiver Zellen auf Werte &hnlich der

Kontrollpopulation nach Tag 14 (0,2 Zellen pro GF).
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Abbildung 27: Anzahl an Sox9 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der quantitativen
Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Sox9 in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als
Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression
des Markers. Es findet sich eine geringe Proliferation von Sox9-positiven Zellen wahrend der gesamten
Regeneration, mit leichter Haufung zum Zeitpunkt der ausklingenden Inflammation- und beginnenden
Regeneration-Phase. Quantifizierung verdffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Des Weiteren war auffallig, dass Sox9 positive Zellen in Kontrolltieren nur einen Anteil von
5,6% an allen proliferierenden Zellen darstellten (Abbildung 28). Bis 12 h nach Caeruleingabe
war dieser Anteil relativ konstant (8,6 %). Im Anschluss ergab sich ab 24 h ein starker Anstieg
bis zum Zeitpunkt von 36 h auf 52,7 % der Proliferation in Wild Typ Pankreata. Nach einer
erneuten Abnahme auf durchschnittlich 6 % an Tag 4 kam es zu einem zweiten, kleineren
Gipfel an Tag 5, an dem Sox9 positive Zellen erneut 20,6 % aller proliferierenden Zellen
stellten. An Tag 14 waren noch 13,5 % aller teilenden Zellen Sox9 positiv. Dies zeigt keinen

signifikanten Unterschied zur Proliferation in Kontrolltieren.
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Abbildung 28: Prozentsatz an Sox9 positiven proliferierenden Zellen im WT: Der Graph zeigt Daten der
quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Sox9 in Funktion der Zeit. Kontrolltiere
wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-Phase befindlichen Zellen mit
Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. Es zeigt sich mit Ende der Inflammation- und
Beginn der Regeneration-Phase ein hoher Prozentsatz von bis zu 52,7 % aller teilenden Zellen mit Sox9 positiver
co-Farbung. Im Verlauf ergibt sich ein erneuter Abfall auf Werte um 10% mit Ende der Regeneration- und
Refinement-Phasen.

4.7 Analyse der Proliferationsdynamik in Mesenchym und

Stammzellahnlicher Population in Kras®!?P Tieren

Vergleichend soll im Folgenden die Proliferation in KrasG12D Tieren betrachtet werden.

4.7.1 Proliferation im Mesenchym

Das Mesenchym ist bekannt flr seine Tumor-verlaufsférdernde Wirkung in verschiedenen
Geweben wie der Haut, der Brustdriise (Kalluri and Zeisberg, 2006; Orimo et al., 2005) und
der Prostata (Olumi et al., 1999). Die Vermutung wurde geauf3ert dass dies auch eine seiner
Funktionen im PDAC ist, in Hinsicht darauf, dass das Tumorstroma einen grol3en Teil von

Pankreastumoren ausmacht (Maitra and Hruban, 2008).

4.7.1.1 Vimentin

Eine vorhandene Kras®?®

-Mutation veranderte die mesenchymale Reaktion auf den
Caerulein induzierten Entziindungsreiz grundlegend. Hier fand sich in Kontrolltieren zunachst
eine dem WT ahnliche (Abbildung 15) Verteilung von Vimentin exprimierenden Zellen als
Stutz- und Bindegewebszellen zwischen morphologisch normalen Azini (Abbildung 29). In
Zonen fokaler ADMs fand sich bereits zu diesem Zeitpunkt eine stark vermehrte Vimentin
positive Zellpopulation. In diesen Regionen waren Teilungen gesteigert auch in nicht Vimentin
positiven Zellen zu verzeichnen. Drei Stunden nach Caeruleinadministration stellte sich der

erste Zuwachs an Mesenchym im gesamten Pankreasgewebe dar mit einem grof3en Anteil an
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sich teilenden Zellen im Vimentin positiven Zellkompartiment. Diese Entwicklung war anders
als in WT Pankreata Uber den Zeitpunkt von 36 h anhaltend mit stetigem Zuwachs an Vimentin
exprimierendem Bindegewebe und gesteigerter Proliferation in selbigem. Nach 84 Stunden
waren grol3e Teile des Gewebes aus Stroma bestehend, das sowohl Regionen mit ADMs und
TCs umgab, als auch teilweise regenerierte azindre Strukturen. An Tag 14 zeigte sich keine

Abnahme von Vimentin positivem Mesenchym mit weiterhin Zellteilungen in diesem Gewebe.

Krast2D

12h

Tag 4 Tag 14

Abbildung 29: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Vimentin-positiven Zellen in Kras®'?® Mausen:
Die Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Vimentin (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in Kras®?P Pankreata,
Nuklei wurden mit DAPI (Blau) gegengeféarbt; (Kont.) Es finden sich zwei vorherrschende Bilder, einerseits eine,
mit dem WT vergleichbare, Vimentin Expression in mesenchymalen Trennmembranen im reguléren
Pankreasgewebe (rechts) und im Gegensatz hierzu starke Zunahme an Vimentin-positivem Stroma in Regionen
mit praformierten ADMs (hier auch vereinzelte Zellteilungen) (links); (12 h) Zunahme an Vimentin-positiven Zellen
sowie deutliche proliferative Aktivitat im mesenchymalen Kompartiment; (Tag 4) Weiterhin auch im Vergleich zum
WT deutliche Uberproduktion an Stroma mit zahlreichen Zellteilungen; (Tag 14) Bild vergleichbar mit Tag 4 unter
Abnahme der Proliferation.

In Kras®'?? Mausen zeigte sich ein dem WT vergleichbarer Anstieg der Proliferation Vimentin
positiver Zellen von unbehandelten Tieren zu Tieren drei Stunden nach Caeruleingabe. Die
Werte um 3 h und 12 h waren denen der WT Population hahezu identisch. Nach 24 h Stunden
zeigte sich allerdings statt eines diskreten Abfalls von 23 Zellen pro GF auf 17,8 Zellen pro
GF, ein weiterer Anstieg auf bis zu durchschnittlich 32,2 proliferierenden Vimentin
exprimierenden Zellen pro GF (Abbildung 30). Auch wahrend des Zeitraums nach 36 h
entsprechend der WT-Regeneration-Phase fand sich keine Herabregulation der
Bindegewebsproliferation in Pankreata mit onkogenem Kras®*?°, Zwischen 36 und 84 Stunden
nach Behandlung fanden sich durchschnittlich 24 Zellen pro GF, mit schliel3lich nach 7 Tagen
fallender Tendenz auf 12,5 pro GF und 3,7 Zellen pro GF nach 14 Tagen. Hiermit zeigte sich
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eine gesteigerte Proliferation in mesenchymalen Kompartiment in Kras®?® Mausen, die sich

auf den gesamten Beobachtungszeitraum erstreckte.
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Abbildung 30: Anzahl an Vimentin positiven proliferierenden Zellen in Kras®*?P im Vergleich zum WT: Die Graphen
zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Zellen mit Expression von Vimentin in WT (schwarz)
und Kras®'?P (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O angezeigt. Betrachtet wird hier die
absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. Im Vergleich zur Proliferation
im WT, wo Teilungen in Vimentin-positiven Zellen strikt begrenzt auf die Inflammation-Phase erscheinen, zeigt sich
in Kras®'?P Tieren eine deutlich verlangert erhohte Proliferation von Vimentin-positiven Zellen mit langsamem Abfall
erst nach 7 Tagen.

In Kontrolltieren mit mutiertem Kras®*?°

war der Anteil von Vimentin positiven Zellen an der
proliferierenden Population tendenziell erniedrigt gegeniber WT Tieren (Abbildung 31). Nach
drei Stunden stieg dieser Prozentsatz auf bis zu 83,8 %, um bis 36 h nach
Caeruleinbehandlung auf durchschnittlich 48 % abzufallen. Wéhrend des gesamten restlichen
Beobachtungszeitraums entfiel ein relativ Konstanter Anteil von zwischen maximal 68,6 %
nach 60 h bis minimal 53,2 % an Tag 14 der proliferierenden Zellen auf das mesenchymale

Kompartiment.
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Abbildung 31: Prozentsatz an Vimentin positiven proliferierenden Zellen in Kras®*?® (rot) im Vergleich zum WT
(schwarz): Die Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Funktion der Zeit.
Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier der Anteil von in der S-Phase befindlichen Zellen
mit Expression des Markers an der Gesamtheit Proliferierender Zellen. Prozentual stellen in Kras®'?P Tieren
Vimentin-positive Zellen einen dauerhaft hohen Anteil an sich teilenden Zellen um 60 %.

4.7.1.2 a-SMA

Tiere mit Expression von onkogenem Kras®'?®

zeigten, wie oben beschrieben, bereits ohne
Caeruleinbehandlung fibrotische Areale mit ADM-formation. In diesen Arealen war auch in
Kontrolltieren eine Aktivierung von PSCs mit gesteigerter Proliferation zu finden. Beginnend
mit drei Stunden, aber im Vergleich zum WT gesteigert erst nach 12 bis 24h, stellte sich eine
starke Aktivierung von PSCs dar mit a-SMA positiven Zellen die samtliche Azini umgaben und
eine deutlich gesteigerte Proliferationsrate aufwiesen (Abbildung 32, Abbildung 34). Mit
zunehmendem fibrotischem Umbau des Pankreasgewebes in Kras®?® M&usen war eine
anhaltende a-SMA positive Population an Zellen zu beobachten mit, den gesamten

Beobachtungszeitraum umfassender erhohter, proliferativer Aktivitét.
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Abbildung 32: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in a-SMA-positiven Zellen in Kras®'?® Mausen: Die
Bilder zeigen reprasentative Schnitte der a-SMA (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in Kras®?P Pankreata, Nuklei
wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Ausschlie3lich Zellen in GefaRen zeigen a-SMA Expression, dies
ohne Proliferation; (12 h) erste Aktivierung von pankreatischen Stellatumzellen mit Lokalisation interstitiellen Raum
bei, im Vergleich zum WT, steigender und gesteigerter Proliferation in dieser Zellpopulation; (Tag 4) weiterhin
deutliche Uberproduktion und Proliferation von aktivierten Stellatumzellen mit starker Abweichung zur Prasentation
des WT; (Tag 14) ADM, TC und AFL sind eingebettet in eine Uberschiellende Menge an desmoplastischem Stroma
bestehend aus a-SMA positivem Mesenchym (es finden sich ebenso weiterhin gesteigert Zellteilungen in aktivierten
Stellatumzellen). IF veréffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Bis 36 h war in Kras®*?® Tieren ein steiler Anstieg der Proliferation von aktivierten PSCs auf
durchschnittlich 50,6 Zellen pro GF zu verzeichnen (Abbildung 33). Im Anschluss kam es zu
einem graduellen absinken der Teilungsaktivitat in dieser Zellpopulation mit weiterhin im
Vergleich zum WT signifikant erhdhten 23,4 Zellen pro GF nach 7 Tagen und final bis zu 3,6
Zellen an Tag 14.
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Abbildung 33: Anzahl an a-SMA positiven proliferierenden Zellen in Kras®*?® im Vergleich zum WT. Die Graphen
zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in a-SMA positiven Zellen bei WT (schwarz) und
Kras®1?P Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier die
absolute Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. In Kras®?P Tieren zeigt sich
eine im Vergleich zum WT deutlich gesteigerte Anzahl an Zellteilungen in a-SMA positiven Zellen, welche erst nach
7 Tagen riicklaufig ist und 14 Tage nach Induktion der Pankreatitis erneut Vergleichbar ist mit der Proliferation in
Kontrolltieren dieses Genotyps. Quantifizierung verdffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Bei Betrachtung der prozentualen Proliferation der aktivierten PSCs in Kras®'?® Pankreata fiel
auf, dass schon in Kontrolltieren durchschnittlich 5,6 % der proliferierenden Zellen auf diese
Population entfielen (Abbildung 34). Bis drei Stunden nach Caeruleinapplikation ergab sich ein
steiler Anstieg dessen auf durchschnittlich 15,9 %. Zum Zeitpunkt der maximalen Proliferation
dieses Kompartiments in WT Tieren 12h nach Behandlung waren wiederum die Kras®?®
Werte mit 9,8 % denen in WT Tieren mit 11,3 % vergleichbar. Bis 24 h steigerte sich der
Prozentsatz den die aktivierten PSCs an den proliferierenden Zellen ausmachen auf
durchschnittlich 23,8 % und blieb danach wiederum konstant bei durchschnittlich 29 % (Mean
24 h bis D 7). Nach 14 Tagen entfielen weiterhin 16,1 % der proliferierenden Zellen auf die

Population der a-SMA positiven Zellen.
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Abbildung 34: Prozentsatz an a-SMA positiven proliferierenden Zellen in Kras®'?P im Vergleich zum WT: Die
Graphen zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in a-SMA positiven Zellen bei WT (schwarz)
und Kras®*?P Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt 0 angezeigt. Betrachtet wird hier
der prozentuale Anteil der proliferierenden Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtzahl der in der S-
Phase befindlichen Zellen. Prozentual stellen a-SMA positive Zellen einen im Vergleich zum WT deutlich erhéhten
Anteil der Teilenden Zellen nach Pankreatitis dar. Quantifizierung veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

Im gesunden Pankreas sowohl in WT als auch unter Einfluss einer Kras®*® Mutation im
morphologisch gesunden Anteil des Organs ist demnach die a-SMA Expression auf
GefalRwande beschrankt. Unter Einfluss von akutem Organschaden werden kurzfristig im
Rahmen der Inflammation-Phase in WT Pankreata die PSCs aktiviert und a-SMA in weiten
Teilen des Interstitiums exprimiert unter gesteigerter Proliferation in diesem Kompartiment. In
Kras®?® Pankreata nimmt die initiale Entziindungsreaktion keinen zeitlich regulierten
limitierten Verlauf und ebenso bleibt die Proliferation in a-SMA positiven aktivierten PSCs
aufrechterhalten, was zu einer dauerhaften, starken Zunahme des interstitiellen Gewebes
fuhrt.

4.7.2 Proliferation in einer Stammzellmarker exprimierenden Zellpopulation

4.7.2.1 Pdxl

In Kras®'?" Tieren verlief die Re-Expression von Pdx1 primér &hnlich der Beobachtungen im
WT. In Kontrolltieren war die Pdx1 Expression limitiert auf Inselzellen (Abbildung 35).
Auffalliger Weise waren in Regionen mit ADM-Formation die Zellen in ADMs Pdx1 positiv
(Abbildung 35 Kont. links). Die frihe entziindliche Phase nach 3 h stellte sich den Kontrolltieren
ahnlich dar. Nach 12 h fand sich deutliche Pdx1-Positivitat in epithelialen Zellen. Bis 60 h war
diese Entwicklung komplett und in nahezu allen epithelialen Zellen konnte eine Pdx1
Expression nachgewiesen werden. Im Anschluss nach 84 h erschien die Pdx1 Expression in

teilweise regenerierten Azini abzunehmen, wahrend sie in Regionen von ADM und AFL
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Formation weiterhin hoch blieb. Diese Entwicklung setzte sich fort bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes. An Tag 14 konnte weiterhin eine starke Expression von Pdx1 in
AFL und ADMs beobachtet werden, wahrend Zellen des Interstitiums sowie mutmaflich

regenerierter Azini keine Farbung mehr offenbarten.

KrasGT2D
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Abbildung 35: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Pdx1-positiven Zellen in Kras®'?® Mausen: Die
Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in Kras®?P Pankreata, Nuklei
wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Einerseits starke Pdx1 Expression in Zellen in praformierten ADMSs,
mit gehaufter Proliferation in diesen Zellen, andererseits in reguldarem Pankreasgewebe Pdx1 Expression
ausschlieB3lich in Zellen in Langerhans’schen, dies ohne Proliferation; (36h) mit fortschreiten der Inflammation-
Phase prasentiert sich die groRe Mehrheit der exokrinen Zellen mit Pdx1 Expression im Zellkern und gesteigerter
Proliferation in dieser Zellpopulation; (Tag 3) keine Abschwéachung der Pdx1-Positivitat in exokrinen Zellen in ADM
und TCs mit weiterhin gesteigerter Proliferation, bei erhaltener Farbung von Langerhans’schen Inselzellen (wenige
Teilungen in der 3-Zellpopulation, soweit morphologisch festzustellen); (Tag 14) Metaplastisches Gewebe sowie
TCs und AFLs zeigen starke Pdx1 Expression bei vereinzelten Zellteilungen.

Kontrolltiere mit onkogener Kras®*® Mutation zeigten vergleichbare Werte wie WT
Kontrolltiere von 1,6 proliferierenden Pdx1 positiven Zellen pro GF. Bereits 3 h nach
Caeruleinapplikation fand sich eine im Vergleich zum Wild Typ deutlich erhdhte Proliferation
in Pdx1 positiven Zellen (Abbildung 36). Hier stieg die Anzahl von 16 Zellen pro GF nach 3 h
kontinuierlich auf bis zu 34,9 Zellen pro GF nach 60 h. Ein signifikanter Abfall war bis 84h zu
verzeichnen. Hier waren noch durchschnittlich 17,1 Zellen pro GF proliferativ. Bis Tag 7 zeigte
sich wiederum kein Abfall. Nach 14 Tagen kehrte die Proliferation in der Pdx1 positiven

Zellpopulation auf nahezu urspriingliche Werte von 3,8 Zellen pro GF zurtick.
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Abbildung 36: Anzahl an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen in Kras®*?P im Vergleich zum WT: Die Graphen
zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Pdx1 positiven Zellen bei WT (schwarz) und Kras®?P
Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute
Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. In Kras®?P Tieren findet sich bereits zu
Beginn der Inflammation eine erhéhte Anzahl an Teilungen von Pdx1 positiven Zellen, dies steigend tber die ersten
60h. Ab 84h nach Induktion der Pankreatitis bis Tag 14 zeigt sich eine schrittweise Reduktion auf Werte wie in
Kontrolltieren.

In Kras®?® Mausen machten die Pdx1 positiven Zellen einen nahezu konstanten Anteil von
durchschnittlich 18,4 % (£ 1,3) tUber den gesamten Beobachtungszeitraum aus (Abbildung 37).
Dieser war somit durchgehend gegentiber dem Wild Typ (7,0 % (x 1.9)) erhoht (p=0,0002; t-
test) mit Ausnahme des Zeitpunkts von 36 h wo der Prozentsatz im Wild Typ bei 23,2 %,
wahrend er in Kras®?® Tieren bei nur 20,9 % lag. Somit stellt sich anteilig an der
Gesamtproliferation zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Genotypen dar.
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Abbildung 37: Prozentsatz an Pdx1 positiven proliferierenden Zellen in Kras®2P im Vergleich zum WT: Die Graphen
zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Pdx1 positiven Zellen bei WT (schwarz) und Kras®'2P
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Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O angezeigt. Betrachtet wird hier der prozentuale
Anteil der proliferierenden Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtzahl der in der S-Phase befindlichen
Zellen. Im WT zeigt sich Gber den gesamten beobachtungszeitraum eine relativ konstant niedrige Proliferation in
Pdx1 positiven Zellen, welche jedoch zum Zeitpunkt von 36h einen signifikanten Anteil an allen teilenden Zellen
ausmacht. In Kras®?P Tieren zeigt sich bereits in Kontrolltieren ein erhdhter Anteil an Proliferierenden Zellen als
Pdx1 positiv, dies relativ konstant um 20 % aller teilenden Zellen.

4.7.2.2 Sox9

Die Verteilung von Sox9 positiven Zellen in Kontrolltieren mit onkogenem Kras®*?® war der im
WT vergleichbar. Im Normalgewebe fanden sich positive Zellen ausschlief3lich in
Pankreasgédngen (Abbildung 38). In starkem Kontrast hierzu stellten sich Regionen mit
praformierten ADMs dar, hier dehnte sich die Sox9 Expression auf Zellen in ADMs aus. Nach
drei Stunden stellte sich ebenso eine Expression von Sox9 in samtlichen exokrinen Zellen ein,
bei fortbestehender Expression in praformierten fortgeschrittenen L&asionen. Beginnend ab 12
h waren gehauft Zellteilungen in Sox9 positiven Zellen zu erkennen. Nach 84 h war die sox9
Expression in regenerierenden Azini deutlich vermindert, wahrend sie in vorhandenen ADMs,
AFLs sowie Pankreasgéangen unverandert hoch erschien. Bis Tag 14 festigte sich dieses Bild.
Zu diesem Zeitpunkt fanden Teilungen vornehmlich in Sox9 positiven Zellen statt.

KrasG12D

Kont. 36h

Tag 4 Tag 14

Abbildung 38: IF zur quantitativen Bestimmung der Proliferation in Sox9-positiven Zellen in Kras®'?® Mausen: Die
Bilder zeigen reprasentative Schnitte der Pdx1 (Griin) und BrdU (Rot) Co-Farbung in Kras®?P Pankreata, Nuklei
wurden mit DAPI (Blau) gegengefarbt; (Kont.) Sox9 Expression findet sich in Gangzellen (ohne proliferative
Aktivitat) sowie in Zellen praformierter ADM (mit im Vergleich zum Normalgewebe erhéhter Teilungsrate); (36 h)
Sox9 Expression dehnt sich auf nahezu alle Zellen des Exokrinen Kompartiments aus, zu diesem Zeitpunkt eine
dem WT vergleichbare Teilungsrate in Sox9-positiven Zellen; (Tag 4) kein Verlust von Sox9 Expression in exokrinen
Zellen, Proliferation in diesem Kompartiment bleibt deutlich Uber das Level des WT erhoht; (Tag 14) Zellen in ADM,
TC und AFL zeigen deutliche Sox9 Expression mit weiterhin gesteigerter Proliferation Sox9-positiver Zellen. IF
veroffentlicht in (B. Kong et al., 2016).
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Im Vergleich zum WT hatte die Anzahl an S-phase, Sox9 positiven Zellen in Mausen mit
onkogenem Kras®?® einen &hnlichen Verlauf mit durchschnittlich 1,7 Zellen pro GF in
Kontrolltieren. Ein Gipfel der Proliferation ergab sich ebenso nach 36 h (16,7 Zellen / GF). Im
weiteren Verlauf hingegen zeigte sich eine erhéhte Proliferation (16 Zellen / GF nach 84 h)
sowie ein mangelnder Ruckgang auf anfangliche Werte nach Tag 14 (5,2 Zellen / GF). Somit
war die Anzahl an proliferierenden Sox9 exprimierenden Zellen in Kras®® Pankreata

kontinuierlich erhdht und erreichte mehr als eine Verdopplung der Werte im Vergleich zu WT

Tieren.
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Abbildung 39: Anteil an Sox9 positiven proliferierenden Zellen in Kras®'?® im Vergleich zum WT: Die Graphen
zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Sox9 positiven Zellen bei WT (schwarz) und Kras®'?P
Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O angezeigt. Betrachtet wird hier die absolute
Anzahl an in der S-Phase befindlichen Zellen mit Expression des Markers. Im Vergleich zum WT zeigen Kras®2P
Tiere einen steileren Anstieg der Proliferation von Sox9 positiven Zellen, auch findet sich im starken Kontrast zum
WT im Verlauf kein kompletter Riickgang der Proliferation in diesem Kompartiment. Quantifizierung veréffentlicht
in (B. Kong et al., 2016).

In Kras®?® Pankreata zeigte sich keine mit dem WT vergleichbare Zeitlich koordinierte
Schwankung der anteiligen Proliferation von Sox9 positiven Zellen. In Kontrolltieren war diese
Population prozentual bereits gesteigert an der Proliferation beteiligt, mit 24,4 %. Ein Gipfel
ergab sich ebenso bei 36 h mit 41,9 %, im Anschluss blieb dieser Anteil jedoch deutlich erhoht
bis zum Ende des Beobachtungszeitraums mit 33,9 % der teilenden Zellen. Somit war der
Anteil an Sox9 exprimierenden, proliferierenden Zellen in Kras®*® Tieren wéahrend des
gesamten Experiments hoher als in der Regeneration- und Refinement-phase in WT Tieren
(p=0.011; t-test), jedoch nicht héher als in der Inflammation-Phase der WT Tiere. Dies
demonstriert, dass Progenitorzellen im WT-Pankreas vornehmlich wahrend der Inflammation-

G12D

Phase, im Pankreas mit mutiertem Kras wahrend der gesamten frilhen Karzinogenese

proliferieren.
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Abbildung 40: Prozentsatz an Sox9 positiven proliferierenden Zellen in Kras®'2P im Vergleich zum WT: Die Graphen
zeigen Daten der quantitativen Auswertung der Proliferation in Sox9 positiven Zellen bei WT (schwarz) und Kras®12P
Tieren (rot) in Funktion der Zeit. Kontrolltiere wurden als Zeitpunkt O angezeigt. Betrachtet wird hier der prozentuale
Anteil der proliferierenden Zellen mit Expression des Markers an der Gesamtzahl der in der S-Phase befindlichen
Zellen. Im Vergleich zum WT zeigen Kras®'?P Tiere keine klar zeitlich gesteuerte Proliferation von Sox9 positiven
Zellen, ihr Anteil an allen Zellteilungen steigt bis 36h schrittweise an und verbleibt bis zum Ende der
Beobachtungsspanne auf erhthten Werten. Quantifizierung veréffentlicht in (B. Kong et al., 2016).

75



76



5 Diskussion

Das PDAC als eine Krebserkrankung mit ausgesprochen niedriger 5 Jahres Uberlebensrate
entgeht bis dato sowohl einer friilhen Diagnose als auch suffizienten Therapiemoglichkeiten.
Die Forschung zur frihen Entstehung des PDAC am Menschen ist aus oben (Abs.: 1.9)
dargestellten Grunden nicht, oder nur sehr begrenzt mdoglich. Viele zellulare Vorgéange sind
jedoch nur teilweise verstanden und bedurfen dringend einer detaillierten Klarung. Das
Tiermodell der Maus ist hierfiir besonders geeignet, da in diesem Modellorganismus tber
Einbringen der typischen, auch im Menschen gefundenen Mutationen, wie z.B. der onkogenen
Kras Mutation, ein dem menschlichen Tumor sehr gut vergleichbares Karzinom entsteht. Zur
Initierung der Karzinogenese spielt, in Kombination mit der Kras Mutation, die Pankreatitis

eine Schlisselrolle.

Ziele der vorliegenden Arbeit sind, die Histologie der Regeneration bzw. der frihen
Karzinogenese nach dem zeitlichen Verlauf darzustellen. In Erg&nzung zu friheren
Publikationen, um nur exemplarisch zu zitieren (Guerra et al., 2007, 2011; J. Morris et al.,
2010; J. P. Morris et al., 2010; Puri and Hebrok, 2010), ist besonderes Ziel der dargelegten
Untersuchungen, die zeitlich kleinschrittige Analyse und die direkte Gegenlberstellung beider
Genotypen. Des Weiteren soll die Proliferationsdynamik in Pankreata mit Kras®*® Mutation
offengelegt und die Proliferationsdynamik aufgeteilt in vorhandene Zellkompartimente
untersucht und verglichen werden. Eine weitere Aufgabe ist, eine Datenbank der
Genexpression im Pankreas nach Pankreatitis zur Verflgung zu stellen und erste

Auswertungen dieser Datenbank darzulegen.

Aufgrund der Menge an erzeugten Daten wurden Teile der hier vorgestellten Ergebnisse in
enger Zusammenarbeit mit Kollegen der gleichen und anderer Arbeitsgruppen erhoben und
ausgewertet (siehe Material und Methoden: Abschnitt 0). Zudem konnten Teile der erhobenen
Daten bereits publiziert werden. Diese sind im Text als solche konkret gekennzeichnet und

zitiert.

5.1 Histologische Analyse der Regeneration und friihen Krazinogenese

Erstmalig konnten wir hier vergleichend zwischen WT und Kras®*?® Tiere den Verlauf nach
entzuindlicher Schadigung des Pankreas in hoher zeitlicher Auflésung darlegen. Hierzu wurden
zu 13 (WT) beziehungsweise 9 (Krasgl2d) Zeitpunkten Pankreasgewebe der Maus nach
Stimulation mit supramaximalen Dosen des Cholezystokininanalogons Caerulein gewonnen
und auf histologischem und transkriptions-level analysiert. Hierbei wurde im Rahmen dieser
Arbeit besonderes Augenmerk auf die frilhe Karzinogenese in Kras®*?" transgenen Mausen
gelegt. Wir konnten darlegen, dass die Dreiteilung der Regeneration in Inflammation,

Regeneration und Refinement, wie sie im Wildtyp getatigt wurde (B. Kong et al., 2016), in Kras-
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Tieren keine Entsprechung findet. Vielmehr zeigte sich in diesen Tieren bereits ab 36h nach
Stimulation eine Abweichung der Organhistologie weg von einer Ruckbildung der
entziindlichen Veranderungen und hin zu PDAC Vorlauferlasionen. Aus diesem Grund sollten
zuklnftige Arbeiten diese sehr frilhen Zeitpunkte nach inflammatorischem Insult besonders

untersuchen.

Histologisch rekapitulieren die hier vorgelegten Ergebnisse somit den, von anderen
Forschungsgruppen bereits beschriebenen, Regenerationsblock in Kras®*?® Tieren (J. P.
Morris et al., 2010).

5.2 Transkriptionsanalysen bestatigen die vollstdndige Regeneration
beim WT und die Perpetuierung der Inflammationsantwort in

Kras®?P pankreata
Die Ergebnisse der RNA-Transkriptionsanalyse bestétigen die histologisch getéatigte Einteilung
in drei Phasen im Wildtyp und zeigen ein Anhalten des inflammatorischen
Transkriptionsmusters in Tieren mit onkogener Kras Mutation. Zudem spezifizieren sie eine
entziindliche ,Signatur® die wahrend der Inflammation-Phase des WTs sowie der frihen

G120 yorhanden ist. Eine ausfuihrliche Diskussion der Daten findet

Karzinogenese unter Kras
sich bereits in den Vorarbeiten von Bruns und Kong, Bruns, Behler et al. (Bruns, 2016; B. Kong

et al., 2016).

Hierbei bleibt die Frage, ob die Aufrechterhaltung dieses inflammatorischen
Transkriptionsmusters allein der Verlangerung des aktiven Kras-signals bei onkogener
Mutation geschuldet ist oder welche anderen molekularen Mechanismen die Divergenz der

Regeneration in Kras®?® Mausen bestimmen.

Bekannt ist, dass nach Cholecystokiningabe (CCK) sowie nach Caeruleinapplikation (welches
CCK imitiert) sowohl WT Kras als auch Kras®'?® aktiviert werden. Im WT zeigt sich nur eine
transiente Aktivierung von einigen Stunden, wéhrend in Kras Tieren eine permanent
gesteigerte Ras-Aktivierung zu finden ist (Daniluk et al., 2012). Gestutzt durch die im Rahmen
unserer Arbeit durchgefiihrte RNA-Analyse stellen wir fest, dass Kras (sowohl WT wie auch
mutiert) durch seine Aktivierung eine Genexpression welche zur Organ-Inflammation fuhrt
aktiviert und fur den Zeitraum seiner Aktivierung aufrecht erhalt. Diese Hypothese stiitzen auch
Ergebnisse von Ji et al., die beschreiben, dass Uber eine kritische Grenze erhthte Ras-
Aktivitatslevel zu chronischer Entzindung und daneben zur spontanen PanIN und PDAC-
Bildung fuihren (Ji et al., 2009). Ebenso wird diese Feststellung auch im Hinblick auf die
Funktionsweise der Kras Mutation, die eine Aktivitatsverlangerung ohne sonstige Veranderung

des Proteins zur Folge hat gestutzt.
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Zur Bestéatigung dessen sollte in zukunftigen Arbeiten untersucht werden, zu welchem
Zeitpunkt der Kras-Signalweg erstmals aktiviert wird, ob die Beendigung der
inflammatorischen Phase im WT nach 36 h mit der Inaktivierung von Kras korreliert und ob in

Kras®P Tieren die Kras-Aktivitat (iber den gesamten Beobachtungszeitraum erhéht bleibt.

5.3 Analyse der Proliferationsdynamik

Zur Feststellung, ob die, auf transkriptionsebene gefundenen, Ahnlichkeiten der Kras®'?®
initiierten  Karzinogenese mit der WT Inflammation-Phase auch auf Ebene der
Zellproliferationsmuster Ubereinstimmt wurden Proliferationsanalysen angestellt. Durch
Vorarbeit mit WT Tieren konnte die allgemeine Proliferation nach inflammatorischem Insult im
WT in zwei, voneinander eindeutig getrennte Aktivitats-Peaks geteilt werden (B. Kong et al.,
2016). Diese zwei Peaks rekapitulieren die Aufteilung der Regeneration in Phasen. Der erste
Peak findet seinen Gipfel wahrend der Inflammation-Phase mit maximalem Anstieg wahrend
der ersten 12h. Ebenso bestatigt diese Analyse den Zeitpunkt von 36h nach Caeruleingabe
als Wendepunkt der Regeneration mit erneut minimalem Proliferationsquotienten. Der hierauf

folgende zweite Peak entspricht der Regeneration- und Refinement-Phase.

5.3.1 Die frithe Kras®*? induzierte Karzinogenese beruht nicht priméar auf permanent
gesteigerter Zellteilung

Auf Boden der Hypothese, dass ein Karzinom dadurch entsteht, dass Zellen die Fahigkeit

erlangen autonom zu proliferieren (Hanahan et al., 2000; Hanahan and Weinberg, 2011),

bestand die Erwartung, dass in Tieren mit Kras®*"® Mutation keine Normalisierung der

Zellteilungsrate zu finden sei.

Die Ergebnisse der Kras®'?" Proliferationsanalyse bestétigen, dass sich keine eindeutige
Trennung in Phasen vollziehen lasst. Es zeigen sich zwar auch in diesem Genotyp zwei Peaks
von Proliferation, diese weisen jedoch keine signifikante Erhéhung im Vergleich zu dem
Minimum an 36 und 60h auf (24h zu 36+60h p=0,1023; t-test und 84h zu 36+60h p=0,2303; t-
test). Des Weiteren zeigt sich im Kras®?® Genotyp eine deutlich erhdhte, bis hin zu
G12D

verdoppelte Proliferation im Vergleich zum WT. Daher kann man die Proliferation im Kras

als in geringerem Mal3e kontrolliert, allgemein gesteigert und prolongiert bezeichnen.

Entgegen der Erwartungen zeigt sich aber in der Kras®*?° gesteuerten friihen Karzinogenese
keine permanent signifikant gesteigerte Proliferation. Vielmehr kehrt die Proliferation nach 14

Tagen auf ein nahezu ,normales” Niveau fir den Zellumsatz des gesunden Pankreas zuriick.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich innerhalb des beobachteten Zeitraums eine
Veranderung in dem Organ abgespielt hat, die eine fur die Karzinogenese initiierende Wirkung
hatte. Der hohe Prozentsatz an Zellteilungen, der als karzinogen verdachtigt wird, nimmt

bereits nach 7-14 Tagen wieder ab. Dennoch entwickelt sich in der Folge Krebs. Somit missen

79



die Weichen hierzu bereits 14 Tage nach Caeruleinapplikation gestellt sein. Fir diese
~Weichenstellung® gibt es 2 Optionen. Entweder ist es bereits zu diesem Zeitpunkt zur Bildung
eines malignen Zellklons gekommen der im Folgenden spezifisch expandiert, oder es wurden
im Pankreas Mikroumfeld Veranderungen provoziert die auch ohne Steigerung der

Proliferation maligne Zellklone bevorzugen.

5.4 Analyse der Proliferationsdynamik im azinaren Kompartiment

In Friheren Publikationen wurde die Vermutung geauf3ert, dass eine Zellpopulation die als
Ursprung fur PDAC gewertet werden kann bereits wahrend der friilhen Karzinogenese eine
herausragende proliferative Aktivitéat zeigen konnte (Kong et al., 2011). Diese Zellpopulation
konnte hypothetisch bei einem Vergleich der Proliferation im WT mit derer in Mausen die

onkogenes Kras®'?®

exprimieren, erkannt und im Folgenden genauer charakterisiert werden.
Auf Boden dieser Vermutung wurde die Proliferation in beiden Genotypen unter Betrachtung

der einzelnen Organ-Kompartimente: exokrin, duktal, mesenchymal analysiert.

Als derjenige Zelltyp der priméar durch die Caerulein-induzierte Pankreatitis zerstort wird
(Bhatia, 2004; Bhatia et al., 2005; Gukovskaya et al., 2002) und als vermuteter Zelltyp der am
Ursprung von PDAC stehen kdnnte (Guerra et al., 2007; Kong et al., 2011; Miyamoto et al.,
2003), war von primarem Interesse, die Proliferation im azindren Kompartiment zu betrachten.
Hierbei betrachtet wurden Zellen, die ihre finale Differenzierung zum azindren Zelltyp vollendet

hatten, insofern als dass sie das exokrine Enzym Amylase exprimieren.

Hier zeigte sich die klare Unterteilung der Proliferation im Wildtyp mit geringerem Anteil dieses
Kompartiments an der Proliferation von 60% wahrend der Inflammation-Phase und klarem
Anstieg der Teilungsrate nach 36h bis 48h auf bis zu 100% aller teilenden Zellen. Dies findet

in zeitlicher Ubereinstimmung mit den histologisch festgelegten Phasen statt.

In verschiedenen Publikationen wird im Rahmen der primaren Organ-Regeneration eine
Herunterregulation des azindren Programmes, im Sinne einer Dedifferenzierung von adulten
Azinuszellen beschrieben (Jensen et al., 2005; J. P. Morris et al., 2010). Zur Begriindung fiir
die initiale azindre Dedifferenzierung sind bisher nur Vermutungen gemacht worden. Es gibt
drei Ansatze, die in Erwagung gezogen wurden, wobei auch eine parallele Wirkung dieser

Moglichkeiten denkbar ist.

Zum einen konnte die Dedifferenzierung zum Zellschutz der Azinuszellen beitragen, insofern,
als dass Zellen im Stammzellprogramm weniger anfallig sind fir externe Beschéadigung
(Stanger and Hebrok, 2013).

Als zweite Erklarung ist vorstellbar, dass Zellen ohne terminale azinére Differenzierung fir

umliegende Zellen sowie fir den gesamten Organismus weniger geféahrlich sind. Unter der
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Annahme, dass die Pankreatitis im Allgemeinen in Verbindung steht mit interstitieller
Aktivierung von Zymogenen und Autodigestion des Organs (Chiari et al. 1896), ware nach der
hier vertretenen Ansicht eine zumindest transiente Dedifferenzierung der exokrinen Zellen und
somit eine Herunterregulation des azindren Programms und der Bildung von Zymogenen
selbst ein logischer Schritt zur Deeskalation der Autodigestion. Dies gabe dem Organ die
Mdglichkeit Regenerationsprozesse in Gang zu setzen, ohne weitere Schadigung durch

gebildete Zymogene zu riskieren (Stanger and Hebrok, 2013).

Fur einen dritten Erklarungsansatz ist festzustellen, dass im gesunden adulten Pankreas
bisher keine dedizierte Stammzellpopulation identifiziert werden konnte und dass im Rahmen
der Regeneration nach Pankreatitis der azinare Zellpool nur aus urspriinglich azinaren Zellen
aufgefillt wird (Strobel et al., 2007a). Hieraus ergibt sich eine weitere mogliche Erklarung fur
die Dedifferenzierung und Reaktivierung von embryonalen Signalwegen als Weg zur
Reetablierung eines Stammzellpools, aus dem die Repopulation des Organs beschleunigt

stattfinden kann.

In einem Versuch eine Interpretation fiir die physiologische Funktion der Inflammation-Phase
in der Organregeneration zu finden gibt uns diese letzte Theorie Anlass zur Hypothese, dass
es sich bei der Inflammation-Phase um eine fur die Organregeneration essentielle Phase

handeln kdnnte, die quasi zur Vorbereitung der funktionellen Repopulation des Organs dient.

Mit Beendigung der ersten 36h nach Caeruleingabe beginnt die exzessive Proliferation im
azinaren Kompartiment. Man kdnnte von einem zeitlich abgestimmten Beenden einer
vorbereitenden Phase und eintreten der eigentlichen funktionellen Repopulation des Organs
sprechen. Im Fall der Kras®?® M&use féllt die zweite Welle der Proliferation im Anschluss an
die Inflammation-Phase und somit die Reetablierung des adulten Azinuszellpools weg. Hier
bleibt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes die Proliferation im adulten azindren
Kompartiment auf einem Niveau zurtick die der Proliferation in der Inflammation-Phase des
WT entspricht.

Die bisherigen Forschungsergebnisse konnten weder die enge zeitliche Begrenzung einer
Inflammation-Phase wahrend derer diese Herunterregulation stattfindet, noch die funktionelle
Interpretation des Prozesses als Vorbereitung auf die Organreparatur liefern. In diesem
Zusammenhang von besonderem Interesse ist die wahrend dieser vorbereitenden Phase
gesteigerte Proliferation in Zelltypen, die nicht dem differenzierten azindren Kompartiment

angehdren.

5.5 Analyse der Proliferation in ADM und duktalem Kompartiment

Wie oben beschrieben ist bekannt, dass die wéahrend der Regeneration dedifferenzierten

Azinuszellen eine duktale Metaplasie untergehen und, im Rahmen dieser, Marker des duktalen
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Kompartiments exprimieren. Einer dieser Marker ist das Cytokeratin 19 (CK19). Im gesunden
adulten Pankreas wird CK19 einzig in Pankreasgangen exprimiert. Zellen des duktalen
Kompartiments kommen jedoch weder wahrend der Karzinogenese als cell of origin des PDAC
in Betracht (Kong et al., 2011) noch stellen sie eine Population dar aus der sich das Organ
nach Caerulein-induzierter Pankreatitis erneuert (Elsasser et al., 1986; Jensen et al., 2005).
Ebenso werden sie im Rahmen der Caerulein-induzierten Pankreatitis nicht signifikant
geschadigt (Hyun and Lee, 2014). Aus diesem Grund erwarten wir keine signifikante
Proliferation in Zellen mit duktalem Ursprung und positiver CK19 Farbung. Diese Vermutung
wird unterstitzt durch Ergebnisse von Jensen et al., die feststellen, dass im WT keine
Proliferation in duktalen Zellen stattfindet (Jensen et al., 2005). Da jedoch auch metaplastische
Azinuszellen CK19 exprimieren, kann im Pankreas nach Caeruleinapplikation im Verlauf der
Regeneration bzw. der frihen Karzinogenese die CK19 Expression nicht einzig als
funktioneller Marker des duktalen Kompartiments gelten, sondern kann zudem als Marker fir
dedifferenzierte Azinuszellen gesehen werden. Es wird somit durch die Proliferationsanalyse
im CK19 positiven Kompartiment eine Mischproliferation zwischen Proliferation im duktalen
Kompartiment und Proliferation in ADMs festgestellt.

Die hier dargelegten Ergebnisse zeigen einen ersten Hinweis darauf, dass wahrend der
Inflammation-Phase ein gesteigerter Anteil von bis zu 7,9 % der Proliferation, 24h nach
Caeruleingabe, auf CK19 positive Zellen und somit auf dedifferenzierte Azinuszellen und
duktale Zellen entfallt. Wiederum finden wir die Unterteilung der Phasen gewahrt, da sich die
Proliferation in dieser Zellpopulation streng zeitlich reguliert nach 36h konstant auf unter 2 %
reduziert. In Kras®?® Pankreata hingegen finden wir bereits in praformierten CK19 positiven
ADM eine erhdhte proliferative Aktivitat von 20 % aller sich teilenden Zellen. Im Verlauf der
frihen Kras induzierten Karzinogenese kommt es zu einer duktalen Metaplasie nahezu aller
Azinuszellen bei konstant deutlich erhéhter proliferativer Aktivitat. Diese starken Unterschiede
im Vergleich zwischen WT und Kras sowie die auffillige zeitliche Regulation der
Proliferationsdynamik CK19 positiver Zellen im WT legen nahe, dass die Proliferation in ADM

weitere Untersuchung erfordert.

Aufgrund der oben beschriebenen Schwierigkeit die Proliferation im duktalen Kompartiment
von einer Proliferation im dedifferenzierten azinaren Kompartiment durch eine CK19 Farbung
zu unterscheiden werden im Folgenden weitere Ergebnisse von Proliferationsanalysen fur

Marker azinarer Dedifferenzierung diskutiert.

5.6 Analyse der Proliferationsdynamik in Mesenchym und

Stammzelldhnlicher Population im WT

Wir stellen die Hypothese auf, dass die Inflammation-Phase im WT als Vorbereitungsphase

fur die darauffolgende Repopulation des Organs mit funktionellen Zellen dienen kénnte. Wie
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in den vorherigen Abschnitten beschrieben, ist gerade im WT wahrend der Inflammation-
Phase eine anteilig verminderte Proliferation in demjenigen Kompartiment zu erkennen, das
die funktionelle Entitat des exokrinen Pankreas darstellt. Wahrend dieser Frihen Phase der
Regeneration vermehren sich also in besonderer Menge Zellen die nicht dem adulten Azinaren
Kompartiment angehéren. Zum Teil entfallt die Proliferation wie oben beschrieben auf Zellen
mit duktaler Metaplasie, bzw. auf duktale Zellen. Ein weiterer Teil bleibt bisher ungeklart. Zur
besseren Charakterisierung dieser Zellpopulation wurden weitere Marker verwendet. Hier
vernachlassigt wurden Marker fur endokrine Zelltypen, da diese bereits erwiesener Malien
keine Proliferation im Rahmen der Caerulein induzierten Pankreatitis untergehen (Jensen et
al., 2005).

Eine auffallige Regulierung fand sich im WT in zwei untersuchten Kompartimenten, dem
Mesenchym, sowie Zellen, die Stammzellmarker exprimieren. Beide Kompartimente zeigten
eine signifikante Zunahme ihres Anteils an der Zellteilung um 12 bis 24 h nach Caeruleingabe.
Zum Ende der Inflammation-Phase fand sich wiederum jeweils eine Mitoserate vergleichbar
der von NaCl behandelten Kontrolltieren, sodass die Proliferation in diesen beiden
Zellpopulationen als charakterisierend fir die Inflammation-Phase des WTs angesehen

werden muss.

5.6.1 Die Proliferationswelle von Progenitoren im WT dient der beschleunigten
Wiederherstellung der exokrinen Funktionalitat

Im Pankreas konnte bis Dato keine dedizierte residente Stammzellpopulation identifiziert
werden, aus der sich das azindre Kompartiment nach entziindlichem Insult erneuert. Daher
muss vermutet werden, dass sich diejenigen Zellen, die wahrend der Regeneration
Stammzellmarker exprimieren, aus einem anderen Zelltyp entwickeln. Die derzeitige
Lehrmeinung besagt, dass sich der Zellpool von Progenitor-merkmal exprimierenden Zellen
durch Dedifferenzierung aus dem azindren Kompartiment bildet (Jensen et al., 2005; J. P.
Morris et al., 2010). Hierbei ist jedoch weder eindeutig klar, ob diese Progenitor-ahnlichen
Zellen tatsdchlich einen Zustand von pankreatischen Stammzellen im Sinne der
Embryogenese darstellen (Stanger and Hebrok, 2013), noch ob sie die gleiche Funktion wie
embryonale Vorlauferzellen erfiillen. Daher wollen wir diese Zellen nicht per se als

Stammzellen bezeichnen.

Frihere Theorien besagen, dass die Regeneration des Pankreas nach toxischer Schadigung
die den azinaren Zellpool betrifft Gber vier verschiedene Mechanismen ablaufen konnte (Kong
et al., 2011). Erstens kdnnte es zu einer Proliferation und Differenzierung von Stammzellen
oder Progenitorzellen kommen. Zweitens kénnte es zu einer Transdifferenzierung von
Azinuszell-fremden Zelltypen kommen, wie Zellen des Duktalen Kompartiments,

eingewanderte Knochenmarkszellen oder Leberzellen. Diese Hypothese wird jedoch widerlegt
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durch in vivo Lineage Tracing Experimente von Strobel et al., die beweisen, dass sich der
azinare Zellpool nur aus vorher bestehenden Azinuszellen erneuert (Strobel et al., 2007a).
Drittens konnte es zu einfacher Replikation von adulten Zellen kommen nach dem Vorbild der
Replikation von adulten Hepatozyten nach partieller Hepatektomie (Yanger and Stanger,
2011). Diese Mdglichkeit scheint durchaus ihre Berechtigung zu besitzen, da die Inkorporation
des S-Phase-Markers BrdU in adulten differenzierten Azinuszellen regelmafRig vorkommt
(Strobel et al., 2007a), wie auch die hier vorgestellten Ergebnisse von proliferierenden
Amylase positiven Zellen zeigen. Die vierte und letzte Option wird am ehesten von den hier
vorliegenden Ergebnissen unterstitzt. Gerade im Falle von toxischer Organschadigung fuhrt
eine Dedifferenzierung von terminal differenzierten epithelialen Zellen zu einer Etablierung
eines Zellpools aus dem die Organrepopulation stattfinden kann. Diese Option istim Pankreas
bisher fur die Renovierung des 3-Zellpools beschrieben worden (Yanger and Stanger, 2011).
Der, z.B. unter entziindlichen Bedingungen, entstehende Zelltyp besitzt hierbei Fahigkeiten
(Pluripotenz und Teilung) und Charakteristika (Enzymexpression) einer Stammzelle mit dem
Ursprung einer terminal differenzierten Zelle und wird fakultative Stammzelle (FSC) genannt
(Kong et al., 2011; Yanger and Stanger, 2011).

In diversen Publikationen wird die Dedifferenzierung von Azinuszellen als transientes Merkmal
der WT Regeneration beschrieben (Jensen et al., 2005; Puri and Hebrok, 2010). Haufige
erneut exprimierte Marker sind Sox9, Gli1, Pdx1, Hes1 sowie weitere Marker der embryonalen
Hedgehog (Fendrich et al., 2008), Wnt(J. P. Morris et al., 2010) und Notchpathways (Siveke
et al., 2008). Lineagetracing Experimente haben bewiesen, dass der azinare Zellpool sich nur
aus urspringlich differenzierten azinaren Zellen erneuert (Strobel et al., 2007a). Somit ist es
wahrscheinlich dass es zunéchst zu einer azinaren Dedifferenzierung mit darauf folgender
Redifferenzierung kommt (J. P. Morris et al., 2010). Im Verlauf dessen findet die
Zellproliferation statt und der azinare Zellpool wird erneuert. Dies wére konzeptuell am ehesten

mit dem letzten beschriebenen Mechanismus, dem Entstehen von FSCs zu vereinbaren.

Unsere Experimente zeigen im WT ausschlieBlich wahrend der Inflammation-Phase eine
signifikant gesteigerte Proliferation in einem Zellpool der Stammzellmarker exprimiert. Unter
der Annahme, dass diese Stammzellmarker exprimierenden Zellen auf Dedifferenzierung von

azinaren Zellen beruhen ist dieser Zellpool unter dem Konzept der FSC zu betrachten.

Zur optimal beschleunigten Herstellung einer Organfunktion durch Zellproliferation von
Stammzellen gibt es Uberlegungen von ltzkovitz et al. zur optimal Control Theorie. Diese
Theorie beruht auf dem Grundsatz, dass zur (rlick-)Gewinnung der Funktionalitdt eines
Organs moglichst schnell mdglichst viele adulte Zellen hergestellt werden missen. Am
Beispiel der Etablierung der infantilen Dinndarmepithelschicht in Mausen erklaren die

Autoren, dass der Prozesses optimaler Weise in zwei Phasen verlauft (Itzkovitz et al., 2012).
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Zunachst kommt es zur symmetrischen Proliferation von Stammzellen in zwei Nachkommen
mit Stammzellidentitat. In der zweiten Phase hingegen zeigt sich eine asymmetrische
Proliferation, wahrend derer sich eine Stammzelle in zwei verschiedene Nachkommen teilt,
eine Zelle mit Stammzellidentitat und eine zweite, funktionelle Zelle. Nach diesem Konzept
koénnte die Dedifferenzierung von Azinuszellen zu FSCs der beschleunigten Repopulation des
Organs mit funktionellen Zellen dienen. Die Inflammation-Phase ware dementsprechend als
erste vorbereitende Phase der symmetrischen Stammzellproliferation zu werten, wahrend die
darauffolgenden Phasen der Generierung von funktionstiichtigen adulten Azinuszellen dienen.
Diese Vermutung wird durch unsere Ergebnisse im WT gestitzt. Es findet sich in einer ersten
Phase eine gesteigerte Proliferation in einem Zellpool der Stammzellmarker exprimiert. In
einer zweiten Phase entstehen durch Zellteilung adulte exokrine Zellen, wie unter Abschnitt
4.4 und 5.4 beschrieben. Eine direkte Ubertragung dieses Modells auf die pankreatische
Regeneration verbietet sich in Ermangelung von lineagetracing Experimenten, die beweisen
konnten, dass aus den beobachteten Stammzellmarker-exprimierenden Zellen erneut
Azinuszellen werden. Dennoch ist eine Ahnlichkeit der Proliferationsmuster mit denen der
Hypothese zugrundeliegenden Veroéffentlichung (Itzkovitz et al., 2012) nicht von der Hand zu

weisen.

5.6.2 Die Proliferation von Mesenchym im WT dient der Praparation der Regeneration

in Anlehnung an Vorgange der Embryogenese
Im Pankreas findet sich wahrend einer Entziindung des Organs eine starke Stromareaktion.
Diese weitet sich im PDAC zu einer Fibrosierung des Gewebes aus (Maitra and Hruban, 2008).
Im Mausexperiment der Caerulein-induzierten Pankreatitis zeigt sich bereits 1 h nach der
Behandlung ein exzessives interstitielles Odem (Hyun and Lee, 2014; Lampel and Kern,
1977). Im Anschluss daran kommt es zu einer Aktivierung von pankreatischen Fibroblasten
die gekennzeichnet ist durch die Expression von a-SMA in diesen Zellen (Haber et al., 1999;
Helm et al., 2014).

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass sich diese Reaktion des Mesenchyms im WT
ausschlieBlich auf die erste Phase, die Inflammation-Phase, beschrankt. Wir zeigen, durch die
Co-Farbung mit Vimentin, dass der hohe Anteil von bis zu 90% der proliferierenden Zellen
wahrend der Inflammation-Phase nach 36h umschlagt und ab diesem Zeitpunkt wahrend der
Regeneration- und Refinement-Phasen nahezu keine Proliferation in diesem Kompartiment
stattfindet.

Die hohen Prozentsatze von Proliferation in diesem Kompartiment in Kontrolltieren und Tieren
am Ende der Regeneration kénnten auf den sehr niedrigen Zellturnover allgemein im Pankreas

zurtckzufuhren sein. Zu diesem Zeitpunkt teilen sich pro GF durchschnittlich nur 1-5 Zellen.
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Hierbei ist es vorstellbar, dass das Mesenchym im ruhenden Organ einen hdheren Zellturnover

aufweist als differenzierte Epithelzellen.

Die Analyse im a-SMA positiven Kompartiment, die den aktivierten Anteil der mesenchymalen
Zellen wiederspiegelt, zeigt im WT einen deutlich flacheren, im Vergleich zu Vimentin leicht
verzogerten Anstieg, der zu Beginn der Regeneration-Phase auf eine Teilungsrate wie in
Kontrolltieren zurtickkehrt. Hierdurch kann die Aktivierung von Fibroblasten demonstriert
werden. Im Anschluss an das Nachlassen der Proliferation in aktivierten Fibroblasten findet im
WT der rapide Anstieg der Proliferation in Amylase positiven Zellen statt. Wahrend der
Regeneration-Phase wird somit die Proliferation im mesenchymalen Kompartiment zugunsten
der Vervielfaltigung von adulten Azinuszellen supprimiert. Dies steht im Einklang mit der nicht
Fibrotischen Regeneration des Pankreas im WT. Es stellt sich, aus diesen Ergebnissen
schlieend, die Frage welche Rolle die starke initiale Aktivierung des Mesenchyms sowie

seine streng auf die Inflammation-Phase beschrankte Proliferation spielen.

Hierzu ist zu erwéhnen, dass das Mesenchym im Pankreas vor allem wahrend der
Embryogenese essentielle Bedeutung hat und kontrovers diskutiert wird. Mesenchymale
Signale steuern das Wachstum von Pankreaszellen in vitro. Hierbei fuhrt der direkte
Zellkontakt mit mesenchymalen Zellen zu Wachstum von exokrinen Zellen, wahrend der enge
Kontakt zwischen Mesenchym und endokrinen Zellen zu Wachstumsstagnation letzterer fihrt
(Duvillié et al., 2006; Gittes et al., 1996; Miralles et al., 1999, 1998; Tulachan et al., 2006).
Wachstumsfordernd fiir endokrine Zellen seien im Gegensatz durch mesenchymale Zellen
sezernierte Faktoren welche Uber einen gewissen Zellabstand wirken (Li et al., 2004). Eine
neuere Studie konnte nun auch in vivo beweisen, dass das Mesenchym wéahrend der
pankreatischen Embryogenese essentiell ist fur Wachstum und Verzweigung des Organs.
Hierbei geben Mesenchymale Zellen sowohl fir Vorlauferzellen wie auch im spateren Verlauf
der Embryogenese fir differenzierte Epithelzellen im endokrinen und exokrinen Kompartiment

Wachstumssignale ab (Landsman et al., 2011).

Die hier vorgestellten Ergebnisse, mit starker Aktivierung und Proliferation des Mesenchyms
wéahrend der Inflammation-Phase, sowie zeitlich gestaffelt und streng kontrollierter
Proliferation in differenzierten Zellen in der Regeneration-Phase zeigen eine starke Parallelitat
zur pankreatischen Embryogenese. Hier zeigt sich ebenso eine Abfolge von proliferativem
Mesenchym, Vorlauferzellen und schlie3lich differenzierten Zellen, die einer strengen
zeitlichen und ortlichen Kontrolle unterliegt (Gittes, 2009; Landsman et al., 2011). Es ergibt
sich die Hypothese, dass das Mesenchym auch in der Regeneration nach Pankreatitis eine
tragende Rolle spielt. Unsere Ergebnisse in Zusammenschau mit der vorbestehenden Literatur
bekraftigen die Aussage, dass die Inflammation-Phase im WT eine vorbereitende Funktion fur

die Regeneration besitzt.
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Weitere Parallelitat zwischen Regeneration und Embryogenese stellt die Aktivierung des Kras
Signalweges dar. Dieser spielt in der gesunden Embryonalentwicklung ebenfalls eine wichtige
Rolle (Esteban et al., 2001; Johnson et al., 1997; Plowman et al., 2003; Voice et al., 1999). In
der Maus ist die Funktion der Kras Splicing-Variante 4b sogar essentiell fiir ein Uberleben

wahrend der Embryonalphase (Johnson et al., 1997).

Zusammenfassend sehen wir Parallelitaten zwischen der Embryogenese des Pankreas und
der Regeneration nach inflammatorischem Insult, insbesondere der ersten inflammatorischen
Phase der Regeneration. Die Beobachtung, dass sowohl Progenitorzell- dhnliche, wie
mesenchymale Zellen zu einem Zeitpunkt proliferieren, wo im WT ein aktives Kras-Signal
vorhanden ist, suggeriert eine prominente Rolle fur Kras in Aktivierung der Expansion dieser
Kompartimente. Eine exakte zeitliche Korrelation dessen ist jedoch auch hier in Ermangelung
der Ergebnisse zum zeitlichen Verlauf der Kras Aktivierung nicht méglich und sollte Ziel

zuklnftiger Forschung sein.

5.7 Analyse der Proliferationsdynamik in Mesenchym und

Stammzellahnlicher Population in Kras®*?P Tieren
In der Folge ergibt sich, dass solange das Kras-Signal aktiviert bleibt, wie im Falle einer
Kras®?® Mutation gegeben, die Signalwege der ersten, vorbereitenden Phase aktiviert
bleiben. Es wird ein zun&chst stabiler Status erzielt, der der Inflammation-Phase im WT &hnelt.
Eine Erklarung dafir wie dieser Zusammenhang zur friilhen Karzinogenese fiihren kénnte
erfordert eine Uminterpretation der zuvor, unter Abschnitt 5.6, im Rahmen der WT

Regeneration vorgestellten Funktion der Mesenchym- und Progenitorzell-Proliferation.

5.7.1 Mesenchym als karzinogener Faktor in Kras®'?® Pankreata

Im PDAC bildet ein komplexes Geflige aus diversen Zelltypen das desmoplastische Stroma.
Hierzu gehdren Endothelzellen, Perizyten, eine Vielzahl an verschiedenen Immunzellsubtypen
und Myofibroblasten (J. Morris et al., 2010; Stromnes et al., 2014). In diesem Zusammenhang
wurde der Begriff Cancer associated fibroblasts (CAF) gepragt, als Mesenchymzellen, die
selbst nicht neoplastisch sind, aber allgemein durch Beeinflussung der
Tumorzelldifferenzierung, des Tumorwachstums, Immunresistenz, sowie des metastatischen
Verhaltens des Tumors als die Karzinogenese fordernd gelten (Kalluri and Zeisberg, 2006).
Diese CAFs exprimieren haufig a-SMA (Sappino et al., 1990). a-SMA ist ein Marker fur aktive
Fibroblasten und wird in ruhenden Mesenchymzellen (Stellatumzellen) des Pankreas nicht
exprimiert. Frihere Studien konnten beweisen, dass ein aktives Signal von onkogenem

G12D

Kras notwendig ist fir die Aufrechterhaltung der Aktivierung des Mesenchyms (Collins et

al., 2012).
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Wir zeigen mit Quantifizierung der proliferierenden Vimentin positiven Zellen, dass die

G120 nicht wie im WT auf die

Proliferation von Mesenchym unter Einfluss von onkogenem Kras
Inflammation-Phase beschrankt bleibt. Anteilig an der Gesamtproliferation bleibt sie viel mehr
wahrend der gesamten Beobachtungsspanne auf einem Niveau, das dem der Inflammation-
Phase im WT gleicht. ZahlenmaRig zeigt sich in Kras®'?® Tieren eine Vervielfaltigung der
Anzahl an sich teilenden Zellen im Mesenchymalen Kompartiment. Die Veranderungen sind
auch im a-SMA positiven Kompartiment der aktivierten Fibroblasten signifikant. Diese machen
ebenso wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums einen im Vergleich zur WT
Inflammation-Phase gesteigerten Anteil der proliferierenden Zellen aus. Man kann also in
Kras®*® Pankreata von einer gesteigerten und verlangerten Reaktion des Mesenchyms mit
dauerhafter Aktivierung von Fibroblasten und im Endeffekt einer Vermehrung des Stromas
sprechen. Diese dauerhafte Proliferation im Mesenchym ist nicht wie im WT mit der
Proliferation anderer Kompartimente koordiniert. Die Ergebnisse unterstreichen, dass die
Zeitliche und 6rtliche Koordination von Stroma-Aktivierung und -Proliferation entscheidend ist
fur das Ergebnis des Vorgangs von Regeneration gegeniiber Karzinogenese.

Im Abschnitt 5.6.2 wird dargelegt, dass im WT die Mesenchymproliferation eine Rolle zur
Vorbereitung der Regeneration des Pankreas spielen konnte. Um eine mdgliche Interpretation

seiner Rolle in der frihen Kras®*?P

-gesteuerten Karzinogenese vorzuschlagen, ist auf
Ergebnisse aus der Tumorforschung auch in anderen Organen hinzuweisen. In anderen
Tumorentitaten, wie z.B. dem Plattenepithelkarzinom konnte gezeigt werden, dass die
Inkubation von préaneoplastischen Zellen mit einer nicht neoplastischen Tumormikroumgebung
in einem frihen Stadium der Karzinogenese ausreichend war den malignen Phéanotyp
umzukehren (Javaherian et al., 1998). Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass
praneoplastische Zellen ohne favorables Mikroumfeld keine Karzinogenese ausldsen. Dies
geschieht erst durch den Dialog zwischen Tumorfavorisierendem Stroma und pramalignen
Zellen. Zu &ahnlichen Ergebnissen haben bisher auch die Forschung auf dem Gebiet des
Prostataepithel Karzinoms (Olumi et al., 1999) sowie des Mamma Karzinoms (Orimo et al.,
2005) gefihrt. Auch im Pankreas arbeiten diverse Gruppen an der Aufschliisselung der Rolle
des Tumorstromas in der Entstehung des PDAC. Aus PDAC gewonnene CAFs konnten in
Xenotransplant-Systemen das Wachstum von PDAC beschleunigen (Bachem et al., 2005;
Hwang et al., 2008; Vonlaufen et al., 2008). Erkan et al. kritisieren an konventionellen
Xenograftstudien in Mausen den haufigen Mangel an Reproduktion des im menschlichen
PDAC vorherrschenden komplexen Tumorstromas, welches als aktive Komponente sowie als
prognostisch entscheidend in der humanen Karzinogenese gesehen werden muss (Erkan et

al., 2012).
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Es besteht bereits die Hypothese, dass ein aktives onkogenes Kras®?® Signal ein fibrotisch
inflammatorisches Umfeld im Pankreasmesenchym schafft, das selektiven Druck auf
Epithelzellen ausiibt und so zur Karzinogenese beitragt (Collins et al., 2012; Erkan et al.,
2012). Wir konnten nachweisen, dass bereits in den ersten Stunden der friihen Kras®'?®
induzierten Karzinogenese die Proliferation des aktivierten Mesenchyms deutlich Gber der des
WT liegt. Hierbei kommt es zu einem Ausfall der zeitlichen Begrenzung dieser proliferativen
Aktivitdt, sowie seiner Koordination mit anschlieRender Induktion der Proliferation im

funktionellen Kompartiment.

Der genaue Mechanismus der ausgehend von Kras Aktivierung zu Mesenchymproliferation
fuhrt, sowie deren Auswirkung im Einzelnen auf die friihe Karzinogenese und die Frage ob
diese in frihen Stadien tatsachlich suffizient ist die Karzinogenese zu initialisieren bleiben in
zuklnftigen Studien zu erértern. Ebenso bleibt zu klaren, ob die desmoplastische Reaktion die
als eines der Kennzeichen des PDAC gilt auf dieser frihen Mesenchymproliferation fuft.
Fraglich ist weiterhin, ob der fibrotische Umbau des Organs im Rahmen einer chronischen
Pankreatitis auf demselben Mechanismus der dauerhaften Kras Aktivierung, in diesem Fall
einer durch die dauerhafte Entzindung perpetuierten Aktivierung von WT Kras basiert.
Bewiesen ist jedoch, dass der Dialog zwischen aktiviertem Mesenchym und Signalen die im
Pankreas normalerweise nur wahrend der Embryogenese aktiv sind, wie beispielsweise das
Hedgehog (Hh) Signal, zur PDAC Entwicklung beitragt. Diesbezlglich entwickeln Morris et al.
(J. Morris et al., 2010) in ihrem Review ausfuhrlich ein Modell nachdem ein parakrines Hh
Signal als Hauptroute der Kommunikation zwischen Tumorepithel und Stroma fungiert (Bailey
et al., 2009; Yauch et al., 2008). Durch Aktivierung von CAFs kommt es zur Hh induzierten
Produktion von extrazellularen Matrixproteinen wie Fibronectin und Kollagen | (Bailey et al.,
2008). Kollagen I gilt als fordernd fir das Wachstum und die Invasion des PDAC (Armstrong
et al., 2004; Koenig et al., 2006; Menke et al., 2001; Shintani et al., 2006). Morris et al. stellen
das Modell eines Hh induzierten Feed-forward-loops vor, der Uber die Stimulation von CAFs
Faktoren produziert, die wiederum Tumorepithelzellen fordern, woraufhin erneut die
Expression der Hh Liganden mit Entwicklung von hdhergradigen PanINs zunimmt (J. Morris
et al., 2010; Thayer et al., 2003). Dies konnte als Erklarungsansatz gewertet werden, wie die
von uns beschriebene friihe und dauerhafte Proliferation und Aktivierung des Mesenchyms in

Zusammenhang stehen kdnnte mit der Transformation von préneoplastischen Zellen.

5.7.2 Dauerhafte Proliferation von Progenitor-ahnlichen Zellen in Kras®?® Mausen

Wie oben beschrieben kommt es zu einer das gesamte azinare Kompartiment betreffenden,
Dedifferenzierung und Reaktivierung von embryonalen Signalwegen tber Hh hinaus sowie
Stammzellahnlicher Enzymexpression nach Inflammation unter Einfluss von onkogenem

Kras®*P. Somit wurde als weiteres interessantes Kompartiment der stammzellahnliche
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Zellpool identifiziert und die dortige Proliferation untersucht. Hierzu wurden zwei Marker (Sox9
und Pdx1) gewahlt, deren Bedeutung fiir die Kras®*?® induzierte Karzinogenese des Pankreas
bereits in diversen Studien behandelt und bestatigt wurde (Lynn et al., 2007; Seymour et al.,
2007).

Unsere Ergebnisse der Proliferationsanalysen in Zellen die Sox9 bzw. Pdx1 exprimieren
zeigen im Vergleich zum WT wo die Dedifferenzierung nur transient vorhanden war und
Progenitorzellen ausschlieRlich wahrend der Inflammation-Phase proliferierten, in Kras®'?°
Tieren eine vermehrte Proliferation in diesem Kompartiment. Der Anteil von Progenitormarker-
positiven Zellen an allen teilenden Zellen blieb wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums auf dem Level der Proliferation der Inflammation-Phase im WT und
es zeigte sich keine zeitliche Koordination mit Proliferation von differenzierten Zellen im

Anschluss an Proliferation entdifferenzierter Zellen.

Es liegt nahe zu vermuten, dass die verlangerte unkoordinierte Proliferation in einem Zellpool
der durch Dedifferenzierung vulnerabel ist fiir genetische Veranderungen, den idealen
Grundstock fir eine Evolution von Tumorzellen bietet, gegeben den Fall, dass ein Umfeld

existiert in welchem Zellen mit onkogener Mutation einen Uberlebensvorteil haben.

Aus der Analyse der Proliferationsdynamik allein ist nicht zu schlie3en, ob in der friihen Phase
der Karzinogenese in den, zu diesem Zeitpunkt proliferierenden Progenitor-&hnlichen Zellen,
eine genetische Instabilitdt im Sinne von Tumorsuppressorloss bzw. onkogenen Mutationen
vorhanden ist. Mdglich ist auch, dass sich ausschlieB3lich das favorable Mirkoumfeld bildet,
welches im Anschluss eine Selektion von transformierten Zellen vorantreibt. Einen Hinweis
darauf, dass letzteres zutrifft geben die Studien von Collins et al., die besagen, dass der
Offswitch von onkogenem Kras®*® in niedriggradigen PanINs zu einer Riickbildung zum
normalen Phanotyp fihrt. Demnach ist anzunehmen, dass bis zu diesem Zeitpunkt, der
Bildung von Grad | PanINs, noch keine transformierenden Mutationen stattgefunden haben.
Erst hohergradige PanINs sind nicht mehr Rickbildungsfahig, was fir eine bleibende
genetische Veranderung sprechen konnte (Collins et al., 2012). Diese Zellen entwickeln eine
Kras Abhangigkeit (Weinstein, 2002) und gehen nach Kras Offswitch zu Apoptose uber. Leider
kann im Falle des PDAC nur eine teilweise Abhangigkeit festgestellt werden, da zumindest
einzelne Tumorzellen statt Apoptose zu begehen in eine Art Ruhezustand wechseln und bei
erneuter Kras-aktivierung wieder ein Tumorprogress zu verzeichnen ist (Collins et al., 2012).
Es bleibt in zukiinftigen Untersuchungen zu klaren, ob die unter Kras®*?P-Einfluss perpetuierte
Proliferation in Verbindung mit der durch Kras®?® hervorgerufenen Aktivierung und

Proliferation des Mikroumfeldes zu einem auf lange Sicht karzinogenen Zusammenspiel fuhrt.
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5.8 Limitationen

Als Limitation der hier vorgelegten Arbeit stellt sich die nur teilweise Ubertragbarkeit der
Ergebnisse aus dem Mausmodell auf die humane Karzinomentstehung dar, welche allgemein
im Tiermodell zu berlcksichtigen ist. Im Rahmen seiner Dissertation, fir welche ebenfalls
Analysen der hier erhobenen RNA-Transkriptome verwendet wurden, konnte Philipp Bruns
jedoch eine zumindest partielle Ubertragbarkeit des in der Maus gefundenen
inflammatorischen Transkriptionsmusters auf Transkriptionsmuster bei Patienten mit PDAC
zeigen (Bruns, 2016).

Des Weiteren kénnen quantitative Analysen von Gewebeschnitten aufgrund mehrerer Punkte
als ungenaue Messmethode qualifiziert werden. Zunéchst wird in diesem Rahmen nur ein sehr
geringer Teil des gesamten Organs betrachtet, welcher nicht reprasentativ fir Vorgange im
gesamten Organ sein muss. Dieser Fehler wurde durch Analyse eines Schnittes durch die
Mitte des Gesamtpraparates sowie im Anschluss Analyse von jeweils 5 repréasentativen
Ausschnitten des Gewebes minimiert. Zudem ergibt sich insbesondere bei
Immunfluoreszenzfarbungen das Problem, dass die umliegende Organstruktur in den
Aufnahmen nicht beurteilbar ist. Daher ist insbesondere in Farbungen wie Amylase, CK19, a-
SMA und Vimentin, welche keine Farbung von Zellkern-Material sondern von umliegenden
Zellstrukturen darstellen keine endgiiltige Sicherheit vorhanden, dass der als BrdU-positiv
gewertete Zellkern zu der jeweiligen als Marker-positiv gewerteten Zelle gehdért. Eine Farbung
von Markern mit Zellkernlokalisation wie bei Pdx1 und Sox9 erfolgt ermoglicht hier eine
deutlich sicherere Bestimmung und sollte fur zukinftige Untersuchungen soweit méglich

gewahlt werden.

Die Durchfiihrung der Experimente an jeweils drei Versuchstieren pro gewéahltem Zeitpunkt
kann zudem als geringe Fallzahl gewertet werden. Diese wurde aufgrund der ethischen
Vertretbarkeit der Tierexperimente sowie der ublichen wissenschaftlichen Praxis der
Wiederholbarkeit von Experimenten gewéhlt und erlaubt dennoch signifikante Unterschiede

zwischen beiden Genotypen darzustellen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zudem nur eine geringe Anzahl an Markern untersucht
werden. So wurde zum Beispiel die Proliferation von Inselzellen unter der Annahme, dass
dieser Zellpool nach Organschadigung durch Caerulein keine Proliferation zeigt, nicht
analysiert. Auch konnten nur sehr ausgewahlte Marker fur dedifferenzierte Zellen analysiert
werden. Die Proliferation dieser Zellpopulation sollte in zukinftigen Arbeiten genauer

charakterisiert werden.

Um die Aussagekraft der hier vorgelegten Ergebnisse weiterhin zu validieren sollten in Zukunft

zudem systemische Entziindungsmarker in beiden Genotypen bestimmt, die Aktivierung des
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Kras-Signalweges durch prozentuale Analyse der an GTP gebundenen Kras-einheiten geprift
und deren zeitlicher Verlauf bestimmt werden und die Signifikanz der gewéhlten Marker fur
immunhistochemische und Fluoreszenzfarbungen an PDAC-Préaparaten der Maus und im

Menschen verifiziert werden.

5.9 Zusammenfassung

Unsere Arbeit erméglicht neue Einsicht in die Vorgdnge der Regeneration nach akuter
Pankreatitis. Wir demonstrieren, dass die normale Wiederherstellung der Organfunktionalitat
in einem drei-phasigen Prozess ablauft. Wir benennen diese Phasen nach ihrer dargelegten
Funktionalitat als Inflammation, Regeneration und Refinement. Wir zeigen, dass die
Repopulation des Pankreas nach Schadigung des exokrinen Kompartiments mit einer zeitlich
streng regulierten Abfolge von Proliferationswellen erfolgt. Hierbei kommt es wahrend der
Inflammation Phase zunachst zur Proliferation von Mesenchym und stammzell-ahnlichen
Zellen und im Anschluss wahrend der Regeneration zu einer massiven Proliferation von

funktionellen azindren Zellen.

G120 gls zentralen Faktor der friilhen

Des Weiteren bekraftigt diese Arbeit die Rolle von Kras
PDAC Karzinogenese. Wir zeigen, dass unter dessen Einfluss die normale Regeneration
blockiert wird und das Organ in der Phase der Inflammation festgehalten wird. Wir
untermauern dieses Ergebnis mit Analysen des RNA-Transkriptoms. Wir beobachten den
Verlust der zeitlichen Kontrolle Gber die oben genannten Proliferationswellen in diesem
Genotyp und demonstrieren eine massive Expansion von Zellen mit Stammzelleigenschaften
und des Mesenchyms. Wir vermuten hierin eine Veranderung des zellularen Mikroumfeldes,

welche zur Entstehung des PDAC beitragt.

Wir schlagen vor, dass zukinftige Untersuchungen sich genauer mit der Rolle der Interaktion
von PDAC und Mikroumfeld sowie mit downstream Signalwegen von Kras und deren

moglicher Inaktivierung befassen sollten.
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