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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) ist trotz immenser Forschungs-
anstrengungen in den letzten Dekaden immer noch einer der Hauptverursacher
krebsbedingter Todesfalle. Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
von 7-9% stellt es trotz seiner niedrigen Inzidenz von 10470 Frauen und 10940
Mannern in Deutschland pro Jahr die vierthaufigste Krebstodesursache dar [1,2].
Aufgrund des mangelnden Fortschritts in der Behandlung und Fruherkennung des
PDAC im Vergleich mit anderen Krebsentitaten sowie einer Vergrolerung des Anteils
alterer Menschen in der Bevolkerung, wird mit einem Anstieg der Fall- und
Sterbezahlen gerechnet, so dass bis 2030 das PDAC als die zweithaufigste Krebs-
todesursache weltweit erachtet wird [1,3].

Die Grunde fur diese infauste Prognose sind vielfaltig: Die aggressive Tumorbiologie
sowie die nur unspezifischen Symptome und die daraus resultierende spate Diagnose
sind unter anderem ursachlich daflr, dass 85% der Patienten bei Erstdiagnose bereits
ein lokal fortgeschrittenes oder metastasiertes Stadium aufweisen [4,5]. Fur diese
Patienten ist eine kurative Behandlung im Sinne einer chirurgischen Resektion nicht
mehr moglich, so dass eine palliative Therapie die einzige Behandlungsmoglichkeit
darstellt [6]. Aber die Patienten, die sich einer potentiell kurativen R0O-Resektion und
einer adjuvanten Chemotherapie unterziehen, entwickeln haufig in den darauf-
folgenden drei bis neun Monaten Lokalrezidive oder Fernmetastasen [7]. Dadurch ist
die durchschnittliche Uberlebenszeit auch in dieser Patientenpopulation mit 17-18
Monaten nur sehr gering [8,9].

Wahrend Frauen und Manner ungefahr gleich haufig erkranken, ist das PDAC mit
einem mittleren Erkrankungsalter von 74,1 Jahren bei Frauen und 70,4 Jahren bei
Mannern als Erkrankung des hoheren Alters anzusehen [1]. Daher ist Alter der
wichtigste, nicht lebensstil-assoziierte Risikofaktor, an einem PDAC zu erkranken.
Weiterhin zeigen 5-16% der Patienten Erberkrankungen, deren kausale Keimbahn-
mutation mit einem erhdhten Risiko an einem PDAC zu erkranken einhergeht [10].
Dazu gehdéren unter anderem Mutationen in den Genen PRSST (familire
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Pankreatitis), STK11 (Peutz-Jeghers-Syndrom), BRCA1 oder BRCAZ2 (Erblicher Brust-
und Eierstockkrebs) [11-13]. Zu den gesicherten lebensstil-assoziierten Risiko-
faktoren zahlen das Tabakrauchen, der Ubermafige Verzehr von alkoholhaltigen
Getranken sowie Adipositas [14—16]. Da alle drei der eben genannten Faktoren auch
an der Entstehung der chronischen Pankreatitis beteiligt sind, steigt das Erkrankungs-
risiko auch durch eine chronische Pankreatitis auf das 13-fache an [17]. Weiterhin wird
eine positive Korrelation zwischen einer fleischlastigen Ernahrungsweise sowie wenig
Bewegung vermutet [18,19]. Zuletzt geht auch ein Diabetes Mellitus Typ Il mit einem
erhohtem Erkrankungsrisiko einher [20].

1.1.2 Pathologie und Karzinogenese

Der Pankreas besteht aus zwei grundsatzlich unterschiedlichen Formen des Drusen-
gewebes, einem endokrinen und einem exokrinen Teil. Letzterer macht etwa 80% der
zellularen Organmasse aus und setzt sich aus vielen Azini zusammen. Diese bestehen
aus zentroazinaren Zellen und zahlreichen pyramidenformigen Drisenzellen, welche
mindestens 22 verschiedene Verdauungsenzyme produzieren. Der endokrine Teil wird
gebildet von den Langerhans Inseln, welche aus vier unterschiedlichen endokrinen
Zellarten bestehen. Diese produzieren stoffwechselrelevante Hormone wie Glukagon,
Insulin oder Somatostatin [21,22]. Aus diesen verschiedenen Zellarten des Pankreas
konnen eine Vielzahl an Neoplasien entstehen, wobei das PDAC sich aus dem
exokrinen Teil entwickelt und fir 95% aller pankreatischen Neoplasien verantwortlich
ist [23].

Das PDAC entwickelt sich anhand einer gut beschriebenen mehrstufigen Progression,
die durch histopathologische Veranderungen und begleitende Akkumulation an
Mutationen charakterisiert ist. Diese Veranderungen lassen sich anhand ihrer histo-
logischen Eigenschaften in drei verschiedene nicht-invasive Vorlauferlasionen ein-
teilen: die Intraduktalen Papillar-Muzinésen Neoplasien (IPMN), die Muzinds-
Zystischen Neoplasien (MCN) und die Pankreatischen Intraepithelialen Neoplasien
(PanIN) [24]. Daruber hinaus wird eine vierte Form der Vorlauferlasion diskutiert: Es
wird angenommen, dass azindse Zellen im Zuge von Regenerationsprozessen zu
einem duktalen Phanotyp transdifferenzieren kdnnen [25]. Diese Azinoduktalen Meta-
plasien (ADM) kdénnen entweder transient sein oder aber durch eine zusatzliche
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Mutation des Onkogens Kirsten-Rat Sarcoma (KRAS) entweder in eine PanIN Uber-
gehen oder aber einen eigenstandigen Entstehungsmechanismus des PDAC
darstellen [26,27].

PanIN stellen die wichtigsten Vorlauferlasionen dar. Durch ihren Erstbeschreiber
Hruban wurden diese anhand ihres Dysplasie-Grades in drei Stadien eingeteilt und
beziehen sich Ublicherweise auf Gange unter 5 mm (Abbildung 1) [28]. Wahrend das
physiologische Gangepithel sich als einreihiges, flaches bis kubisches Epithel ohne
vermehrte Muzinproduktion und mit basalstandigen Kernen prasentiert, zeichnen sich
Gangepithelien der Kategorie PanIN-1A durch flache Epithellasionen aus Zylinder-
epithel mit starker Muzinproduktion und basal lokalisierten Nuklei aus. Diese
Morphologie wird in der Kategorie PanIN-1B durch eine basale oder papillare Pseudo-
stratifizierung erganzt. Das Vorhandensein von Kerndysplasien in Form von Polaritats-
verlust und Hyperchromasie nimmt in Lasionen vom Typ PanIN-Il zu, weiterhin sind
sie vermehrt papillar. PanIN-IIl Lasionen sind charakterisiert durch eine papillare
Architektur und luminale Nekrosen sowie das Abkapseln von kleinen Epithel-
zellnestern in das Lumen. Diese Art von Lasion wird ebenfalls als Carcinoma in Situ
bezeichnet [24,28,29].

Diese histopathologische Progression ist begleitet von fur das PDAC charak-
teristischen Mutationen (Abbildung 1) [30]. Schon frihe PanIN-I Lasionen mit nur
geringen zellularen Atypien weisen in 99% der Falle eine aktivierende Punktmutation
im Onkogen KRAS auf [31]. Das dysfunktionale Genprodukt dieser Mutation ist
beteiligt an verschiedenen wachstumsstimulierenden Signalwegen und es wird ihm
zugesprochen, an allen Schritten der pankreatischen Karzinogenese beteiligt zu sein.
Auch wenn neue Erkenntnisse gezeigt haben, dass die KRAS®'2Y Mutation entbehrlich
fur die Tumorprogression ist, wird der Erwerb dieser Mutation als Initialschritt der
Tumorentstehung verstanden [32—34]. Weitere friUhe genetische Alterationen sind eine
Uberexpression des HER2/neu-Gens sowie das Verkiirzen der Telomere [30,35].
Spatere PanIN Stadien zeichnen sich durch die biallelische Inaktivierung der
Tumorsupressorgene CDKN2A, TP53, DPC4/SMAD4 und BRCAZ2 aus [30].
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Abbildung 1: Progressionsmodell des PDAC. Oben: Gezeigt wird die schematische Entwicklung der Morpholo-
gie des physiologischen Gangepithels zu den drei Vorlauferlasionen (PaniIN I-1ll) sowie zuletzt zum PDAC. Mitte:
Histopathologische Progression der Vorlauferlasionen (Hamatoxylin-Eosin Farbung). Unten: Begleitende charak-
teristische Mutationen des PDAC. Modifiziert nach [36,37].

Ein weiteres Kennzeichen der Tumorprogression des PDAC ist eine ausgepragte
Zunahme des desmoplastischen Stromas, welches bis zu 80% der Tumormasse aus-
machen kann [38]. Es setzt sich zusammen aus einem zellularen und extrazellularen
Kompartiment; Ersteres umfasst pankreatische Sternzellen, Endothelzellen sowie eine
Reihe von infiltrierenden Immunzellen, zu denen Makrophagen, CD4* regulatorische
T-Zellen und myeloide Suppressorzellen zahlen [39-41]. Pankreatische Sternzellen,
welche im Tumorkontext aktiviert werden und dann als Karzinom-assoziierte
Fibroblasten bezeichnet werden, produzieren eine Vielzahl an Proteinen der
Extrazellularen Matrix (ECM) wie Kollagen Typ |, lll, V sowie Fibronektin und Laminin
[2,42]. Diese bilden gemeinsam mit Glykoproteinen, Proteoglykanen und
Glykosaminoglykanen das extrazellulare Stroma-Kompartiment. Wahrend das Stroma
in der Vergangenheit vor allem als eine tumorfordernde Umgebung beschrieben
wurde, welche Chemoresistenz, Immunsupression und Tumorprogression begunstigt,

zeigen neuere Studien auch eine protektive Rolle des Tumorstromas auf [43—45].
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1.1.3 Diagnose und Therapie des PDAC

Das PDAC prasentiert sich klinisch meist mit uncharakteristischen Symptomen und
wird deshalb haufig erst diagnostiziert, wenn es bereits lokal fortgeschritten ist oder in
andere Organe gestreut hat. Die Patienten weisen vor allem unspezifische Ober-
bauchschmerzen, Gewichtsverlust, schmerzlosen lkterus, Fieber, Ubelkeit, eine
Pankreatitis unklarer Genese oder einen neu aufgetretenen Diabetes Mellitus auf [46].
Bei Verdacht auf ein PDAC wird zur Malignitatssicherung ein diagnostisches Stufen-
schema verwendet. Dieses beinhaltet die transabdominelle Sonografie, die Endo-
sonografie, die Multidetektor-Computertomographie oder die Magnetresonanztomo-
graphie in Kombination mit einer Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie [47].
Da 85% der Patienten beim Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits als inoperabel gelten,
gilt es mit Hilfe der Bildgebung neben der eigentlichen Diagnosesicherung vor allem
darum Patienten, die fur eine kurative chirurgische Resektion in Frage kommen, zu
identifizieren [4]. Hierfur ist die Beurteilung von Malignitatskritierien wie organuber-
schreitendem Wachstum, Gefal3einbrichen und Lymphknoten- sowie Fernmetastasen
von ausschlaggebender Wichtigkeit [46]. Anhand dieser Parameter wird der Tumor
durch die Kriterien des American Joint Committee on Cancer Staging System in
Stadien von | bis IV eingeteilt und darauf beruhend Uber die Resektabilitat entschieden
[48]. Wahrend in Stadium | und Il aufgrund ihrer lokalen Begrenztheit unbedenklich
resezierbar sind, ist Stadium Ill Borderline resektabel. Fernmetastasierte Tumore
werden durch Stadium IV als inoperabel eingestuft.

Nach sorgfaltiger Beurteilung aller klinischen Befunde werden etwa 15% der Patienten
einer potentiell kurativen Resektion des Tumors unterzogen [46]. Auch wenn ein
tumorfreier Resektionsrand (RO-Resektion) gegenuber einem histopathologisch nicht
tumorfreiem Resektionsrand (R1-Resektion) einen positiven prognostischen Faktor
darstellt, wird eine RO-Resektion nur in 41-70% der Falle erreicht [49,50].
Dementsprechend ist die Verbesserung der Prognose nach Operation limitiert, mit
einer mittleren Uberlebenszeit von 25 Monaten sowie einer 5-Jahres-Uberlebens-
wahrscheinlichkeit von 20% [51]. Obgleich das PDAC eine ausgepragte Chemo-
resistenz aufweist, wird eine adjuvante Therapie innerhalb von sechs Wochen nach
Operation mit Gemzitabin, einem Nukleosid-Analogon, oder 5-Fluorouracil/Folinsaure
(5-FU), einem Pyrimidin-Analogon, empfohlen [52].

Fir Patienten in einer palliativen Situation mit einem lokal fortgeschrittenen oder
metastasierten Tumor hatte sich jahrelang ebenfalls die Chemotherapie mit
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Gemzitabin als Standardansatz etabliert [53—55]. Neuere Studien zeigen jedoch eine
Uberlegenheit einer Polychemotherapie mit Oxaliplatin, Irinotecan, 5-FU und
Leukovorin (FOLFIRINOX) gegenuber der Gemzitabin Monotherapie in Bezug auf das
progressionsfreie Uberleben. Da dieses Therapie-Regime aber eine hohe Toxizitat
aufweist, wird es nach aktueller S3-Leitlinie nur fur Patienten mit einem gunstigen
Risikoprofil und gutem Allgemeinzustand empfohlen [6,56]. Fur Patienten mit einem
prognostisch ungunstigen Risikoprofil, flir die eine Therapie mit FOLFIRINOX keine
Therapieoption darstellt, hat sich 2013 eine weitere Kombinationstherapie als vorteil-
haft erwiesen: Die Kombination aus Gemzitabin mit nab-Paclitaxel konnte die mediane
Uberlebenszeit um 8,5 Monate gegeniiber der Monotherapie mit Gemzitabin
verlangern [57]. Wahrend diese Kombination in den Vereinigten Staaten von Amerika
durch die Federal Drug and Food Administration fur das metastasierte Pankreas-
karzinom bereits zugelassen wurde, erfolgt die Therapie in Deutschland damit bis zur
Zulassung als Off-Label Gabe [6].

Zusammengefasst sind die konventionellen Moglichkeiten der kurativen und palliativen
Therapie nach wie vor unbefriedigend. Das PDAC weist weiterhin eine desastrose
Prognose mit nur begrenztem Uberlebensvorteil durch jegliche Therapieform auf.
Daher hat sich in den letzten Jahren die Forschung auch dem Tumorstroma sowie
dem Metastasierungsprozess fur die ldentifikation von therapeutischen Angriffs-
punkten zugewandt [38,58,59].

1.2 Metastasierung

1.2.1 Die Invasion-Metastasierungskaskade

Wahrend sich bei lokal begrenzten Primartumoren mittlerweile in den meisten Fallen
ein gutes, nicht lebenslimitierendes Behandlungsergebnis erzielen lasst, gilt die
Bildung von Tochtergeschwilsten als Todesursache von 90% der Krebspatienten [60].
Obgleich dieser Prozess bei jeder Tumorentitat individuelle Eigenschaften zeigt, wird
davon ausgegangen, dass Karzinome eine Abfolge von zugrundeliegenden zellbio-
logischen Prozessen in einer definierten Reihenfolge durchlaufen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Invasions-Metastasierungskaskade von Karzinomen. a Um sich
aus dem Primartumor zu I6sen, nehmen Tumorzellen einen mesenchymalen Phanotyp an. b Dieser befahigt sie,
durch die Basalmembran in das umliegende Stroma einzudringen und dieses zu durchwachsen. c Intravasation in
die Zirkulation. d In der Zirkulation sind Tumorzellen Scherkraften und Immunzellen ausgesetzt, denen sie durch
Bildung eines Embolus entkommen. e Tumorzellen kdnnen mit Hilfe von Liganden-Rezeptor-Interaktionen an das
Endothel binden, um in bestimmte Sekundarorgane einzudringen (Homing). f Extravasation im Kapillarbett des
Zweitorgans wird zum Beispiel durch Induktion von Hyperpermeabilitdt des Endothels beglnstigt. g Um das
Sekundarorgan zu kolonialisieren und dort zu proliferieren, interagieren die Tumorzellen mit der fremden
Mikroumgebung. Modifiziert nach [61].

Um zunachst aus dem gut begrenzten Tumorzellverband in das umliegende Gewebe
vorzustoRRen, mussen die Zellen ihre Basalmembran durchbrechen. Dieser Bestandteil
der ECM dient im physiologischen Kontext der Trennung des epithelialen und
stromalen Kompartiments. Hierzu mussen sich die Zellen aus ihrem epithelialen Zell-
verband I6sen und einen mesenchymalen Phanotyp annehmen. Dieser Prozess wird
Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) genannt und beinhaltet das Auflésen der
interzellularen Kontakte, den Verlust von Zellpolaritat und die Sekretion von
Matrixmetalloproteasen, welche fur die nachfolgende Degradation der Basalmembran
und der ECM notwendig sind (Abbildung 2b) [60,62]. Die EMT wird intrazellular durch
Transkriptionsfaktoren wie Slug, Snail, Twist, ZEB1 und ZEB2 orchestriert. Aber auch
Zellen aus dem Tumorstroma wie Makrophagen oder T-Zellen begunstigen den
Erwerb eines invasiven Phanotyps durch die Sekretion von Zytokinen [39,40]. Der
nachste Schritt nach dem Uberwinden der Basalmembran und des Durchwachsens
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des lokalen Tumorstromas ist die Intravasation in BlutgefalRe (Abbildung 2c). Der
Eintritt in die Blutzirkulation wird auch durch die Tumorangiogenese bedingt.
Neoplastische Zellen stimulieren hierbei durch die Sekretion von pro-
angiogenetischen Faktoren wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) das Ein-
sprossen von Kapillaren, welche sich von physiologischen BlutgefalRen durch ihre
durchlassige Wandstruktur und fenestrierte Endothelzellschichten unterscheiden. In
der Zirkulation angekommen sind die Tumorzellen Scherkraften und Immunzellen
ausgesetzt, denen sie durch die Bildung eines Embolus mit Hilfe der Blutkoagulation
entkommen (Abbildung 2d). Der nachste Schritt ist die Extravasation im Kapillarbett
des Zweitorgans. Dieser Prozess kann auf verschiedene Weisen stattfinden:
Tumorzellen kdnnen beispielsweise das Blutgefald durch intravasales Wachstum zum
Platzen bringen oder sie sezernieren Proteine wie VEGF, welches eine Hyper-
permeabilitdt des Endothels induziert (Abbildung 2f). Da sich die Mikroumgebung des
Zweitorgans wesentlich von der des Primartumors unterscheidet, mussen sich die
disseminierten Tumorzellen (DTC) zunachst anpassen. Um klinisch manifeste
Metastasen ausbilden zu kdnnen, mussen daher diverse Adaptionsprozesse statt-
finden (Abbildung 2g). Hierfur werden verschiedene Szenarien postuliert: Die erste
Theorie ordnet diesen Prozess zeitlich bereits vor der eigentlichen Metastasierung ein:
Der Primartumor sezerniert systemisch Zytokine oder Exosomen, welche dann das
Gewebe des Zweitorgans zu einer tumor-begunstigenden "Pra-Metastatischen
Nische" umbauen. Andere Studien konnten wiederum zeigen, dass DTC im Zweit-
organ zuerst fur langere Zeit in ein Ruhestadium Ubergehen, in dem sie weder
proliferieren noch absterben (Dormanz). Erst eine Veranderung der Mikroumgebung
oder intrinsische Adaptionsprozesse der Karzinomzellen fuhren zu deren Reaktivie-
rung. Zuletzt sind auch zwei weitere Szenarien denkbar, in denen die Tumorzellen
entweder nach Ankunft im Zweitorgan durch lokale Immunzellen eliminiert werden
oder aber sofort optimal angepasst sind und ungehemmt proliferieren [60,63].
Insgesamt stellt die gesamte Invasions-Metastasierungskaskade einen hochst
ineffizienten Prozess dar. Es wird angenommen, dass weniger als 0,01% der Tumor-
zellen, die den Primartumor verlassen haben, eine klinisch detektierbare Metastase
ausbilden [64].
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1.2.2 Metastasierung des PDAC

Wie in Kapitel 1.1.1 beschrieben, ist die frihe und bei vielen Patienten auftretende
Metastasierung des PDAC die Hauptursache fur die vernichtende Prognose. Fur den
Erwerb der Fahigkeit zu metastasieren wurde fur lange Zeit die Akkumulation der
Schlusselmutationen KRAS, p16/INK4A, TP53 und SMAD4 als Voraussetzung
gehalten [65,66]. Dies konnte auch in humanen Tumorschnitten gezeigt werden, in
denen eine Kombination dieser vier genetischen Alterationen mit mehr Metastasen
assoziiert war als nur das Tragen ein oder zwei der Mutationen [67]. Da diese
genetischen Veranderungen in der Regel erst im Verlauf der pankreatischen Karzino-
genese auftreten, wird die Metastasierung als spates Ereignis in der Tumorprogression
des PDAC betrachtet. Diese Annahme wird durch genetische Analysen und mathe-
matische Modellierung unterstutzt, welche zeigten, dass der Schritt von einer
physiologischen Zelle bis zu einer Metastase durchschnittlich 20 Jahre braucht und
Metastasierung in den letzten drei Jahren vor dem Versterben des Patienten auftritt
[68]. Wahrend das Modell der spaten Dissemination in Einklang mit diesen
Ergebnissen steht, kann es fur die klinische Beobachtung, dass 25% der zuvor
metastasen-freien Patienten nach RO-Resektion ausschlieRlich Rezidive in der Leber
entwickeln, keine Erklarung liefern [69]. Neuere Studien konnten daher in einem
endogenen PDAC-Mausmodell zeigen, dass bereits pra-maligne Pankreas-
gangepithelzellen eine EMT durchlaufen, aus dem Pankreas und in die Leber
einwandern konnen [70]. Diese Befunde konnten durch den Nachweis von
zirkulierenden Pankreasgangepithelzellen im Blut von Patienten mit zystischen
Pankreaslasionen bestatigt werden und deuten auf ein Modell der frihen
Metastasierung hin, in dem Pankreasgangepithelzellen bereits parallel zur Karzino-
genese des Primartumors das Pankreas verlassen und in die Leber einwandern [71].
Dort angekommen fehlt ihnen jedoch noch die Fahigkeit, manifeste Metastasen
auszubilden, weswegen angenommen wird, dass entweder weitere Mutationen oder
aber Veranderungen der Lebermikroumgebung notwendig sind, um dies zu er-

moglichen [70].

1.2.3 Die Lebermikroumgebung
Die Leber ist das Hauptmetastasierungsorgan des PDAC. 80% der Metastasen finden
sich hier; deren Auftreten ist im Vergleich zu anderen Lokalisationen von Metastasen

wie der Lunge oder dem Peritoneum mit der schlechtesten Prognose assoziiert [9,72].
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Im Gegensatz zu der Tumorprogression des Primarius wird die Entstehung von
Lebermetastasen noch unzureichend verstanden. Diese bietet aber gerade vor dem
Hintergrund einer moglichen frihen Dissemination von Tumorzellen gute Moglichkei-
ten fUr eine therapeutische Intervention.

Die Leber ist lokalisiert im rechten Oberbauch unterhalb des Zwerchfells und dient der
Verstoffwechselung von Nahrungsbestandteilen, der Entgiftung sowie der Produktion
von essentiellen Proteinen. Um diesen umfangreichen und lebenswichtigen Aufgaben
nachzukommen ist die Leber sehr gut vaskularisiert. Ihre einzigartige Blutversorgung
besteht zu einem Viertel aus der Arteria Hepatica und zu drei Vierteln aus der Vena
Portae [73].

Hepatische Sternzelle (HSC)
Sinusoide Endothelzellen

Kupffer-Zelle

physiologisch

Disse-Raum

infiltrierende Lymphozyten

Extrazellularmatrix (ECM)
Hepatische Myofibroblasten (HMF)

Apoptotische Hepatozyten
Aktivierte Kupffer-Zelle

entziindlich

Sinusoidales Lumen

Abbildung 3: Zelluldre Bestandteile der Mikroumgebung einer physiologischen oder entziindlichen Leber.
Oben: In einer physiologischen Leber befinden sich hepatische Sternzellen im Disse-Raum und speichern Vitamin
A ein. Unten: Durch entziindliche Reize zum Beispiel in Form einer viralen Infektion oder chronischem
Alkoholabusus kommt es zu einer Aktivierung der Sternzellen zu hepatischen Myofibroblasten. Die Speicherung
von Vitamin A wird zugunsten der Produktion von ECM Proteinen sowie verschiedenen Zytokinen und
Wachstumsfaktoren eingestellt. Diese Veranderungen tragen zu einem entziindlichen Lebermillieu bei. Modifiziert
nach [74].

Auf zellularer Ebene besteht die Leber vor allem aus den Parenchym-bildenden
Hepatozyten, den Kupfferzellen (KC), Endothelzellen, einer Reihe von Zellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystem sowie hepatischen Sternzellen (HSC)

[75]. Letztere machen etwa 5-8% der Leberzellen aus und befinden sich im Disse-
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Raum (Abbildung 3). Wahrend sie in ihrer ruhenden Form vor allem der Speicherung
von Vitamin A dienen, werden sie durch eine Verletzung der Leber zum Beispiel in
Form einer viralen Infektion oder eines chronischen Alkoholabusus aktiviert [76].
Dieser Prozess setzt verschiedenste zellulare Veranderungen in Gang: Die Vitamin A
Speicherung wird zugunsten der Synthese von Matrixmetalloproteasen und ECM
Proteinen aufgegeben, die HSC beginnen zu proliferieren und Wachstumsfaktoren wie
Transforming Growth Factor B1 (TGF-B1), Platelet-Derived Growth Factor oder
Hepatocyte Growth Factor zu sezernieren [77]. HSC entwickeln sich zu hepatischen
Myofibroblasten (HMF) und exprimieren a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) [76]. Da in
Folge diese Vorgange zu einem entzindlichen Milieu und zu einer reaktiven
fibrotischen Wundheilung der Leber beitragen, sind HMF die Haupteffektoren
inflammatorischer Prozesse der Leber (Abbildung 3) [75].

Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass dieselben fibrotischen Ablaufe auch dazu
dienen konnen, die Leber als Zweitorgan als pra-metastatische Nische auf DTC vorzu-
bereiten [78-80]. Dazu konnen bereits pra-maligne Lasionen des Pankreasgangs
sowie auch ein PDAC Mediatoren in die systemische Zirkulation entlassen, welche in
der Leber entweder direkt oder uber Makrophagen HSC aktivieren. Die dadurch ent-
standenen HMF verandern durch Sekretion von ECM Proteinen wie Periostin oder
Fibronectin sowie Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten die Mikroumgebung
so, dass ankommende Tumorzellen direkt in dieser vorbereiteten Umgebung aus-
wachsen konnen [78-80]. Neben ihrer Beteiligung an der Entstehung scheinen HMF
auch fur die weitere Aufrechterhaltung von PDAC Lebermetastasen relevant zu sein,

wie ihr vielzahliges Vorhandensein in histologischen Praparaten zeigt [81,82].

1.3 TNF-related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL)

Tumor Necrosis Factor-related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) oder Apo2L gehort
wie Tumor Necrosis Factor (TNF) und CD95 Ligand zu den Zytokinen der TNF-
Superfamilie und wird als Typ Il Transmembranprotein exprimiert oder aber durch eine
Cysteinprotease in seine losliche Form abgespalten [83,84]. Wahrend die
ursprungliche Entdeckung mit der vielversprechenden Beobachtung verknupft war,
dass TRAIL selektiv in Tumorzellen Apoptose induziert und dabei gesunde Zellen
ausspart, zeigten weitere Studien jedoch eine mogliche Toxizitat TRAILs auf [85-87].
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1.3.1 Das TRAIL-Rezeptorsystem

Insgesamt wurden vier membrangebundene sowie ein I6slicher Rezeptor fur TRAIL
identifiziert (Abbildung 4). TRAIL-R1/DR4 und TRAIL-R2/DR5 besitzen eine
vollstandige intrazellulare Todesdomane (DD), mit welcher sie in der Lage sind,
Apopotose zu induzieren [88,89]. Wahrend TRAIL-R3/DcR1 mittels eines Glykosyl-
phosphatidylinositol-Ankers zwar in der Plasmamembran befestigt ist, aber keine
intrazellulare Domane besitzt, hat TRAIL-R4/DcR2 zwar einen zytoplasmatischen Teil,
dieser ist allerdings eine trunktierte DD [90,91]. Letztere werden somit als Decoy-
Rezeptoren bezeichnet, da die kompetitive Bindung von TRAIL an diese Rezeptoren
zu einer verminderten Verfugbarkeit von TRAIL fur die Bindung der pro-apoptotischen
Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 fuhrt; hierdurch sowie durch die Bildung von
dysfunktionalen Komplexen wird die Apoptose-Induktion gehemmt [92]. Zuletzt wurde
der |6sliche Rezeptor Osteoprotegerin (OPG) beschrieben. Dieser funktioniert
physiologisch als Rezeptor fur Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand und ist
in den Knochenstoffwechsel involviert [93]. Seine Relevanz als Decoy-Rezeptor ist
unklar, da er bei physiologischer Temperatur nur eine geringe Affinitat zu TRAIL
aufweist [94].
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Abbildung 4: Das TRAIL-Rezeptorsystem und seine Funktionen. Nach Bindung von TRAIL kdnnen die
Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 den Zelltod tber Apoptose oder Nekroptose induzieren. Alternativ ist
auch eine Aktivierung von multiplen nicht-kanonischen Signalwegen mdglich, die unter anderem Proliferation,
Migration und Entziindung férdern. TRAIL-R3 und TRAIL-R4 besitzen keine funktionelle intrazellulare Doméane und
funktionieren als Decoy-Rezeptoren. Osteoprotegerin (OPG) ist ein I6slicher Rezeptor, dessen physiologische
Funktion im Kontext des TRAIL-Rezeptorsystems fraglich ist. MOMP (Perforation der duferen Mitochondrien-
membran). Modifiziert nach [95].

1.3.2 TRAIL-Rezeptor induzierte Signalkaskaden

Die klassische Funktion der Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 ist die Induk-
tion der Apoptose (Abbildung 4) [96]. Die Bindung des trimerisierten TRAIL an einen
der beiden Todesrezeptoren fuhrt zur deren Trimerisierung und zur folgenden
Clusterung der DD. Diese Konfiguration ermoglicht die Bindung des Adapterproteins
FAS-associated Death Domain Protein (FADD), welches Uber seine Todeseffektordo-
mane die Procaspasen -8 und/oder -10 rekrutiert [97,98]. Die Bildung dieses
membranstandigen Death-inducing Signalling Complex (DISC) férdert die Autoaktivie-
rung der Procaspasen 8 und 10, die daraufhin in das Zytosol freigesetzt werden und
die Effektorcaspasen -3, -6 und -7 in ihre aktive Form spalten. Als Folge dieser
Aktivierungs-Kaskade kommt es zum apoptotischen Zelltod [83]. In sogenannten Typ-
I-Zellen reicht die Menge der aktivierten Initiatorcaspase -8 aus, um ausschlief3lich auf
diesem sogenannten extrinsischen Wege Apoptose auszuldsen. Davon unterschieden
werden Zellen des Typs Il, in denen aufgrund einer zu geringen Menge an aktivierter
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Caspase 8 zusatzlich eine mitochondriale Verstarkungsschleife benotigt wird, um
suffizient die Effektorcaspasen zu aktivieren [99]. Hierfur erfolgt die proteolytische
Aktivierung von BH3-interacting-domain death agonist (BID) durch Caspase-8 zu
trunktiertem BID (tBID). tBID interagiert nun mit Bax und Bak mit der Konsequenz,
dass die aulRere Mitochondrienmembran perforiert und pro-apoptoptische Proteine wie
Cytochrom C oder Smac/Diablo in das Zytosol freigesetzt werden [100,101]. Zusam-
men mit Adenosintriphosphat und Apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1) bildet
Cytochrom C das Apoptosom, welches Uber Spaltung der Caspase-9 ebenfalls die
Effektorcaspasen-3 mit resultierender Induktion der Apoptose aktivieren kann
[102,103].

Neben dieser pro-apoptotischen Funktion konnte in neueren Studien jedoch auch
gezeigt werden, dass TRAIL Uber TRAIL-R1 und TRAIL-R2 auch tumorfordernde
Signalwege induzieren kann (Abbildung 4) [104]. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass TRAIL nach Bindung an einen der Todesrezeptoren neben der
Entstehung des DISC auch die Bildung eines sekundaren Signalkomplexes durch
Caspase-8, FADD, Receptor Interacting Protein 1, TNF receptor-associated factor 1
und TNF receptor type 71-associated death domain protein fordert [105]. Dieser
Komplex ermdglicht die Aktivierung von Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells (NF-kB), einem pro-inflammatorischen und anti-apoptotischen
Transkriptionsfaktor [106—108]. Weiterhin induziert TRAIL Uber den sekundaren
Signalkomplex auch Kinasen wie Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), c-Jun
N-terminal kinase (JNK), Proteinkinase C (PKC), SRC, p38 und AKT. Dies hat eine
vermehrte Proliferation, Apoptoseresistenz, Migration und Invasion der Tumorzellen in
vitro zur Folge [107,109-112]. Die tumorprogressions-fordernde Komponente der
TRAIL-TRAIL-Rezeptor Achse konnte auch in verschiedenen in vivo Modellen gezeigt
werden, in denen TRAIL zu einem starkeren Tumorwachstum, vermehrter Metastasie-
rung und einem verminderten Uberleben fiihrt [113-115].

Wahrend alle bisher beschriebenen Effekte durch Plasmamembran-gebundene
TRAIL-Rezeptoren vermittelt werden, konnte in neueren Studien auch eine Funktion
des TRAIL-R2 im Nukleus von Tumorzellen nachgewiesen werden [95]. Hier
interagiert TRAIL-R2 mit den Proteinen des Mikroprozessorkomplexes, inhibiert dar-
uber die Reifung der microRNA let-7 und steigert so die Proliferation und die Malignitat
der Krebszellen [116].
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Zusammengefasst bieten die vielfaltigen Signalwege, welche durch TRAIL-
Rezeptoren induziert werden konnen, einen Erklarungsansatz fur die Beobachtung,
dass die vermehrte oder verminderte Expression der Rezeptoren sowie deren zellulare
Verteilung in unterschiedlichen Tumorentitdten mit sowohl besseren, als auch

schlechteren prognostischen Faktoren assoziiert sein kann [117-122].

1.4 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Mit einer 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 7-9% weist das PDAC eine
aulderst ungunstige Diagnose auf und stellt trotz seiner niedrigen Inzidenz einer der
haufigsten Ursachen krebsbedingter Todesfalle dar [1,2]. Eine besondere klinische
Herausforderung des PDAC ist die Metastasierung: Zu einem weist bereits ein Grol3teil
der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose Metastasen auf, so dass diesen Patienten
nur noch eine palliative Therapie ermoglicht werden kann, zum anderen entwickeln
auch Patienten, deren Primartumor erfolgreich reseziert wurde und die eine adjuvante
Chemotherapie erhalten haben, innerhalb weniger Monate nach Operation oder sogar
noch unter der adjuvanten Therapie Fernmetastasen [4-7,123]. Wahrend das
Wachstum des Primartumors meist durch Chemotherapie kontrollierbar ist, bieten
aktuelle Therapiemodalitaten kaum bis gar keine Effizienz in der Behandlung von
Metastasen, so dass diese den vorrangingen Grund fur den lebenslimitierenden Ver-
lauf der Erkrankung darstellen [124-127].

Das Auftreten von Fernmetastasen, vor allem in der Leber, dem Hauptmetas-
tasierungsorgan des PDAC, nach einer erfolgreichen RO-Resektion geht vermutlich
von disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen in der Leber aus, die bereits
zum Zeitpunkt der Diagnose vorhanden sind, aber sich aufgrund ihrer GrofRe unterhalb
der klinischen Detektionsgrenze befinden [7,123,128-132]. In Ubereinstimmung mit
dieser Theorie konnte nachgewiesen werden, dass die Dissemination von pra-
malignen Pankreasepithelzellen und deren Einwandern in die Leber bereits ein sehr
frihes Ereignis in der Tumorgenese sein kann, wobei diese Zellen Uber langere Zeit
in der Leber persistieren kdnnen ohne zu klinisch detektierbaren Metastasen fortzu-
schreiten [70]. Neue Studien konnten zeigen, dass das Auswachsen dieser
disseminierten Zellen erheblich von der Interaktion der Tumorzellen mit der hepati-
schen Mikroumgebung abhangig ist. In diesem Zusammenhang wurden bereits
Hepatozyten [133], Makrophagen [79,134], dendritische Zellen [135], Neutrophile
Granulozyten [136] und hepatische Sternzellen [78—-80,137,138] identifiziert, die auf
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verschiedene Weise =zur Ausbildung manifester Lebermetastasen beitragen.
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten vor allem die Beteiligung letzterer Zell-
population genauer aufklaren. HSC sind die Haupteffektorzellen inflammatorischer
Prozesse in der Leber und kdnnen nach Stimulation durch verschiedene entzundliche
Vorgange zu ihrer aktivierten Form den HMF transdifferenzieren [74,75]. Unsere
Ergebnisse konnten zeigen, dass HSC PDAC Zellen in einen ruhenden, nicht
proliferativen Zustand versetzen, wahrend HMF diesen Zustand aufheben, die
Proliferation von PDAC Zellen fordern und dartuber das Auswachsen von Metastasen
ermoglichen [139]. Als Entzindungsprozess, welcher die Transdifferenzierung von
HSC zu HMF und damit das Auswachsen von Lebermetastasen in vivo angestofl3en
hat, konnten hier alterungs-assoziierte Prozesse nachgewiesen werden. Auch andere
Studien konnten zeigen, dass Entzindungsvorgange die Ausbildung von Fern-
metastasen begunstigen oder sogar verursachen konnen [140-143]. Eine dieser
Veroffentlichungen lieferte eindeutige experimentelle Beweise, dass die systemische
Entzindungsantwort auf einen operativen Eingriff bereits als Stimulus fur das
Auswachsen von Brustkrebs-Metastasen ausreichen kann [140]. Im PDAC hingegen
ist es jedoch noch unzureichend verstanden, inwiefern die Resektion des Primartu-
mors einen Entzundungsprozess auslost, welcher das Auswachsen von Leber-
metastasen fordert und ob dieser Prozess von systemischer oder auch von lokaler
Natur ist.

Neben der hepatischen Mikroumgebung und inflammatorischen Vorgangen scheint
auch TRAIL-R2 eine wichtige Determinante fur die Metastasierung des PDAC zu sein.
Neben seiner klassischen Apoptose-induzierenden Funktion konnten bereits seine
Beteiligung an jedem Schritt der malignen Progression verschiedener Tumoren nach-
gewiesen werden [104,105,109,112—-116]. Wahrend diese Vorgange vor allem als zell-
intrinsisch vermittelt verstanden werden, wurde zuletzt gezeigt, dass TRAIL
rezeptorvermittelt auch parakrin die Tumormikroumgebung verandert und daruber das
Tumorwachstum fordert [144]. Weiterhin konnte TRAIL-R2 sowohl im PDAC als auch
im Brustkrebs eine metastasierungs-fordernde Funktion zugeschrieben werden
[114,115,145]. Unklar ist dennoch, welche Rolle TRAIL-R2 in der postoperativen
Lebermetastasierung des PDAC einnimmt und inwiefern seine metastasierungs-
fordernde Funktion durch die Mikroumgebung und Inflammation beeinflusst wird.

Da sowohl die Lebermikroumgebung als auch TRAIL-R2 Determinanten der Leber-
metastasierung des PDAC sind, ihre Interaktion aber weitestgehend unzureichend
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verstanden wird, ist dies Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit. Es sollte die Frage
beantwortet werden, inwiefern die Resektion des Primartumors einen Entzindungs-
prozess darstellt, der die Lebermetastasierung in Abhangigkeit der beiden oben
genannten Punkte beeinflusst. Hierfir wurde zunachst ein klinisch-adaptiertes
Resektionsmodell in vivo genutzt, um die Lebermetastasierung von PDAC Zellen mit
oder ohne genetisch unterdricktem TRAIL-R2 zu untersuchen. Im selben Modell
wurden weiterhin inflammatorische Zytokine und Marker der HSC-Aktivierung in
Lebern von operierten und nicht operierten Mausen untersucht, um den Einfluss der
Operation auf den Entziindungsstatus der Leber zu analysieren. Um in vitro die pra-
und post-operative Situation in der Leber weiter zu charakterisieren, wurde die physio-
logische Leberumgebung (pré-operativ) durch HSC und die entzindliche Leber-
mikroumgebung (post-operativ) durch HMF simuliert, die mit TRAIL-R2 unterdruckten
PDAC Zellen oder entsprechenden Kontrollzellen kokultiviert wurden. Um die
humorale Interaktion der verschiedenen Zellpopulationen in Kokultur nachvollziehen
zu koénnen, sind inflammatorische Zytokine in den Uberstéanden bestimmt worden. Die
funktionale Bedeutung bestimmter Zytokine wurde nachgewiesen, in dem diese mittels
neutralisierender Antikdrper blockiert und anschlieRend erneut die funktionellen
Eigenschaften der PDAC Zellen Uberpruft wurden.

Insgesamt sollen die Ergebnisse dieser Arbeit zu einem besseren Verstandnis der
Lebermetastasierung von PDAC Patienten fuhren.
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2 Materialien

2.1 Gerate

Gerate

Hersteller

Inkubationsgerate

BBD 6220 CO: Inkubator
GyroTwister Schwanker

HERA Cell 240 Brutschrank
Multigourmet Dampfbad

QBA1 Tisch-Inkubator

WNB 7-45 Wasserbad

WTC ED-53 Inkubationsschrank

Thermo Scientific, Schwerte, DE
Labnet, Woodbridge, USA
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Braun, Kronberg, DE

Grant, Cambridge, UK
Memmert, Schwabach, DE
Binder, Tuttlingen, DE

Messgerite

FACS Calibur™ Durchflusszytometer
FACS Verse™ Durchflusszytometer
Fusion SL Detektionssystem

Infinite? 200PRO Microplate Reader
Light Cycler 480 Il

Nanoquant Plate

Neubauer Zahlkammer

pH 7110 pH-Meter

Beckton Dickinson, Heidelberg, DE
Beckton Dickinson, Heidelberg, DE
Vilber Lourmat, Eberhardzell, DE
Tecan, Crailsheim, DE

Roche, Basel, CH

Tecan, Crailsheim, DE

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE
inoLab, Weilheim, DE

Mikroskope

AE 2000 Motic, Wetzlar, DE

Axiovert 25 Zeiss, Jena, DE

BZ-9000 Keyence, Neu-Isenburg, DE

Evosx. Core
Lionheart™ FX
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Mischgerate, Schneidegerate, Andere

Heizplatte PST 100
Schwingmuhle MM 301
HM 430 Mikrotom

IKA Vortex Genius 3

Mini-Membran Vakuumpumpe VP86

MR Hei-Mix S
Paraffin Streckbad

Omnilab Laborzentrum, Bremen, DE
Retsch GmbH, Haan, DE

Microm, Walldorf, DE

IKA, Staufen, DE

VWR International, Darmstadt, DE
Heidolph Instruments, Schwabach, DE
MEDAX, Neumunster, DE

Kihlgerate

HERAFreeze Basic Tiefkihler (-80°C)

Kihlschrank (4°C)
TES 99 Kihlplatte
Tiefkthler (-20°C)

Thermo Scientific, Scherte, DE
Liebherr, Ochsenhausen, DE
Medite, Burgdorf, DE

Liebherr, Ochsenhausen, DE

Pipetten

Finnpipette 20-200 pL
Finnpipette 100-1000 pL
Pipetboy-acu

Ripette

Finnpipette 0,2-2 pL
Finnpipette 2-20 pL
Finnpipette 1-10 pL

Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Integra-Biosciences, Fernwald, DE
Ritter, Schwabmunchen, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE

Sterilbanke

HERA Safe KS

Thermo Scientific, Schwerte, DE

Waagen

Precisa BJ 2100D
Precisa XB 120A
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Zentrifugen

Haraeus Fresco 17
Haraeus Multifuge X1
Haraeus Pico 17
Rotina 420 R

Sprout Mini Zentrifuge

2.2 Verbrauchsmaterialien

Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Hettich, Tuttlingen, DE

Beckmann Instruments Inc., Fullerton,
USA

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

6- / 12- Well Flachbodenplatten

6- / 12- Well Transwelleinsatze
(PorengréfRe 0,4 um)

Deckglaser 22 x 50 mm
Eppendorfgefalte 1,5 mL /2 mL
Nitril-Untersuchungshandschuhe
Parafilm "M"

Pipettenspitzen 20 uL / 200 uL / 1000 pL
Ritips 25 yL / 50 yL / 100 yL

Roéhrchen 15 mL / 50 mL

Serologische Pipetten 5 mL /10 mL / 25

mL
Serumpipette 153 mm, lang

Whatman-3MM Filterpapier
Zellkulturflaschen 75cm?

18 mm Deckglaser
96-Well Rundbodenplatten

96-Well-PCR Platten (weil3)
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Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Menzel GmbH, Braunschweig, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Ansell GmbH, Munchen, DE
Bemis, Neenah, USA
Sarstedt, Numbrecht, DE
Ritter, Schwabmunchen, DE
Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, NUmbrecht, DE

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB
Sarstedt, Numbrecht, DE

Menzel GmbH, Braunschweig, DE
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Roche, Basel, CH
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Adhasions Objekttrager 76 x 26 x 1 mm Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE

PDVF Membran 0,45 uym GE Healthcare, Buckinghamshire, GB
Rundréhrchen 40 x 60 mm Thermo Scientific, Schwerte, DE
Zellkratzer 25 cm Sarstedt, NUmbrecht, DE

2.3 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

2-Propanol Carl Roth, Karlsruhe, DE
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Minchen, DE
6-Aminocapronsaure Sigma-Aldrich, Munchen, DE

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V. Serva, Heidelberg, DE

Bromphenolblau Th. Geyer, Renningen, DE
cOmplete™ mini Protease Inhibitor Cocktail Roche, Basel, CH
Dulbeccos MEM Medium Biochrom GmbH, Berlin, DE
Dulbeccos Phospat-gepufferte Saline S
(PBS) Thermo Scientific, Schwerte, DE
Envision + System HRP anti mouse Dako Diagnostika, Hamburg, DE
Eosin G-Lésung 0,5% wassrig Carl Roth, Karlsruhe, DE
Essigsaure Merck Millipore, Darmstadt, DE
Ethanol Merck Millipore, Darmstadt, DE
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Th. Geyer, Renningen, DE
FluorSave Merck Millipore, Darmstadt, DE
FlLoro-Gel Science Services GmbH, Minchen,
DE
Fotales Kalberserum (FCS) PAN-Biotech, Aidenbach, DE
Gibco™ RPMI Medium 1640 Thermo Scientific, Schwerte, DE
Glutamax Thermo Scientific, Schwerte, DE
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, DE
Gram's Krystalviolett Losung Carl Roth, Karlsruhe, DE
Hoechst 33528 Sigma-Aldrich, Munchen, DE
IGEPAL ® CA-630 Sigma-Aldrich, Minchen, DE
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Chemikalien

Hersteller

L-Glutamin (L-GlIn)
LightCycler 480 SYBR Green | Master
Mayer's Haemalaun
Methanol

Mounting Medium
Nagellack Essence
Natriumchlorid
Penicilin-Streptomycin (Pen/Strep)
Salzsaure (HCI) 1 M
Natrium-Pyruvat
Natronlauge

Opti-MEM
Paraformaldehyd
Puromycin 10 mg/mL
Sudan Black B
Tris-Base

Triton X-100
Trypsin-EDTA

Tween 20
Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

22

PAA, Pasching, A

Roche, Basel, CH

Merck Millipore, Darmstadt, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Cosnova, Frankfurt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Biochrom GmbH, Berlin, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE
Biochrom GmbH, Berlin, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Affymetrix, Cleveland, USA
InvivoGen, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Carl Roth, DE

Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Biowest, Nuaillé, FR
Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
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2.4 Puffer

Puffer

Rezeptur

PBS-Puffer (10x)

2.5 Kit Systeme

160 g Natriumchlorid

4 g Kaliumchlorid

34,8 g Dinatriumhydrogenphosphat
4,8 g Kaliumdihydrogenphosphat
Aqua dest.: ad 2000 mL

pH 7.4

Kit Systeme

Hersteller

DC™ Protein Assay Kit

Lab Vision™ MultiVision Polymer
Detektionssystem

LEGENDplex™ human Inflammation
Panel Immunoassay
LEGENDplex™ murine Inflammation
Panel Immunoassay

Mouse VEGF Quantikine ELISA Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis

Kit

Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE

Thermo Fisher, Darmstadt, DE

Bio Legend, Koblenz, DE

Bio Legend, Koblenz, DE
R&D Systems, Wiesbaden, DE

Thermo Scientific, Schwerte, DE
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2.6 Software

Software

Hersteller

BIOREVO

Light Cycler 480 Software

i-control™ Microplate Reader Software
Microsoft Excel 2016

Gen5 Microplate Reader und Imager
Software

Imaged 1.47v

GraphPad Prism 7.0a

Mendeley Desktop 1.17.13
SigmaPlot 12.5

Keyence, Neu-Isenburg, DE
Roche, Basel, CH
Tecan, Crailsheim, DE

Microsoft Cooperation, Redmond, USA
BioTek, Bad Friedrichshall, DE

Wayne Rasband, National Institute of
Health, Bethesda, Maryland, USA

GraphPad Software, San Diego, USA

Mendeley Ltd., London, UK
Systat Software Inc., Chicago, USA
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2.7 Zellbiologische Materialien

2.7.1 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz

Humane Pankreasadenokarzinom Zelllinien

PancTul shCtrl Aus Primartumor isoliert von M. v. Bulow, [146]
Mutationen in KRAS2, TP53, P16; stabil
transduziert mit Kontroll-shRNA

PancTul shTR2  Aus Primartumor isoliert von M. v. Bulow, [146]
Mutationen in KRAS2, TP53, P16; stabil
transduziert mit shRNA 16711 (TRAIL-
R2)

Murine hepatische Stromazellen

M1-4HSC murine hepatische Sternzellen, isoliert Zur Verfugung

aus p19ARF null Mausen, spontan aktiviert

und immortalisiert in vitro

M-HT Durch Gabe von 1 ng/mL TGF- 31 aus
M1-4HSC transdifferenzierte
Myofibroblasten
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gestellt von Prof. Dr.
Mikulits,
Medizinische
Universitat Wien,
Wien, AT [76]

Zur Verfugung
gestellt von Prof. Dr.
Mikulits,
Medizinische
Universitat Wien,
Wien, AT [76]
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2.7.2 Medium

Medium

Zelllinie

DMEM high glucose, 10% FCS, 1% Natrium-Pyruvat, 1% L-

GIn, 1% Pen/Strep

DMEM high glucose, 10% FCS, 1% Natrium-Pyruvat, 1% L-

Gin, 1% Pen/Strep, 1 ng/mL TGF- 31

RPMI 1640, 10% FCS, 1% GlutaMax, 1% Natrium-Pyruvat,

2 pg/mL Puromycin
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M1-4HSC

M-HT

PancTul shCtrl
PancTul shTR2
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2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Primer

Gen 5‘-3 Sequenz

Hersteller: realtimeprimers.com

fw-ATGCAGAAGGAGATCACAGC
rv-CAGCTTCGTCGTATTCCTGT

Murines a-Smooth Muscle Actin

Murines Collagen 1A1 fw-ATGATGCTAACGTGGTTCGT
rv-TGGTTAGGGTCGATCCAGTA
Murines Desmin fw-CAGGAGATGGAATACCG
rv-GGCCATCTCATCCTTTAGGT
Humaner TRAIL-R1 fw-AGAGAGAAGTCCCTGCACCA
rv-GTCACTCCAGGGCGTACAAT
Humaner TRAIL-R2 fw-CAATGGGGGAAGAAGAAGAA

rv-GTCCCAGCCTGTCCATAGAT

Hersteller: Eurofins Genomics

Murines/humanes GAPDH fw-TCCATGACAACTTTGGTATCGTGG
rv-GACGCCTGCTTCACCACCTTCT
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2.9 Biochemische Materialien

2.9.1 Antikorper

Spezifitat Wirt Stock- Verdiinnung Hersteller

(Klon) Isotyp Konzentration

Primarantikorper

Humanes Maus, 126,5 pg/mL 1:100 (IF) Beckman

Cytokeratin-Large- lgG1 Coulter,

Spectrum (KL1) Krefeld, DE

Humanes Ki67 (B56) Maus, 500 pg/mL 1:250 (ICC) BD

lgG1 Biosciences,

Heidelberg,
DE

Sekundarantikorper

anti-Mouse 1gG Ziege, 2000 pg/mL 1:500 (IF) Thermo

Alexa Fluor 488 polyklonal Scientific,
Schwere, DE

anti-Mouse IgG Esel, 2000 pg/mL 1:500 (IF) Thermo

Alexa Fluor 555 Polyklonal Scientific,
Schwere, DE
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2.9.2 Wachstumsfaktoren, Zytokine und Blockade-Antikorper

Faktor

Eingesetzte

Konzentration

Hersteller

Humanes TGF- 31

MAB208, murines 1gG+ (anti
humanes IL-8)

Murines 19G+ (Isotyp Kontrolle
fir MAB208)

Rituximab (Kontroll-Antikérper)

Aflibercept (anti
humanes/murines VEGF A/B +
PDF)

Etanercept (anti
humanes/murines TNF- a)

1 ng/mL

2,5 yg/mL

2,5 pg/mL

10 pg/mL

10 pg/mL

10 pg/mL
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Bio Legend, Koblenz,
DE

R&D Systems,
Wiesbaden, DE

R&D Systems,
Wiesbaden, DE

Zur Verfugung
gestellt von Prof.
Matthias Peipp, Kiel,
DE

Zur Verfugung
gestellt von Prof.
Alexa Klettner, Kiel,
DE

Pfizer Deutschland,
Berlin, DE
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3 Methoden

3.1 Aufarbeitung und Analyse von Probenmaterial aus

verschiedenen Mausmodellen

3.1.1 Leber-Gewebe aus einem klinisch adaptierten Resektionsmodell

27 in Paraffin eingebettete Lebern von Mausen aus einem Kklinisch adaptierten
Resektionsmodell wurden in Kooperation mit Prof. Dr. rer. nat. Anna Trauzold (Institut
fur Experimentelle Tumorforschung, UKSH Kiel und Klinik far Allgemeine, Viszeral-,
Thorax-, Transplantations- und Kinderchirurgie, UKSH Kiel) zur Verfligung gestellt. Bei
diesem etablierten Tiermodell [147,148] wurden jeweils 1 x 10° PancTu-l shCtrl als
Kontrolle oder PancTu-I shTR2 orthotop in die Pankreata von beige Severe Combined
Immunodeficiency (SCID beige) Mausen (n=9 / Gruppe) inokuliert. Zehn Tage nach
Inokulation sind bei allen Tieren beider Gruppen subtotale Pankreatektomien
durchgefuhrt worden. Hierbei wurden die Primartumore entfernt. Nach weiteren 26
Tagen wurden die Mause geopfert und die Lebern zuerst makroskopisch untersucht
und dann in Paraffin eingebettet asserviert. Das Modell ist in (Abbildung 5)
schematisch dargestellt. AnschlieRend sind mit einem Mikrotom aus den in Paraffin
eingebetteten Praparaten serielle Schnitte mit einer Dicke von 3 pm angefertigt
worden. Die Verwendung der Lebern sowie der Tierversuch selber wurde durch das
Ministerium fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche R&ume
Schleswig-Holstein (Aktenzeichen V312-7224.121-7(123-10/11)) genehmigt.

Tag 0 Tag 10 Tag 36

Makroskopische Auszahlung von Lebermetastasen

Orthotopische
Xenotransplantation
1x 108 PancTu-l shCtrl / shTR2

SCID beige Mause
(n=9/Gruppe)

Charakterisierung der Lebermetastasen durch
Fluoreszenzmikroskopie

Abbildung 5: Schematische Darstellung des klinisch adaptierten Resektionsmodell. Um die klinische
Situation einer RO-Resektion zu simulieren, wurden 1 x 108 PancTu-l shCtrl beziehungsweise PancTu-I shTR2
orthotop in SCID beige Mause inokuliert. Nach 10 Tagen ist der Primartumor mittels einer subtotalen
Pankreatektomie entfernt worden. 26 Tage spater wurden die Mause geopfert und die Lebern erst makroskopisch
untersucht und dann fir weitere Untersuchungen asserviert. Modifiziert nach [149].
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3.1.2 Leber-Gewebe aus einem Resektionsmodell (Schein-Operation)

In Kooperation mit Dr. med. Charlotte Hauser (Klinik fiir Allgemeine, Viszeral-, Thorax,
Transplantations- und Kinderchirurgie, UKSH Kiel, Kiel) sind weitere 17 Lebern von
Mausen aus einem Schein-OP-Versuch zur Verfugung gestellt worden. Wie im oben
beschriebenen Resektionsmodell (siehe 3.1.1) wurden SCID beige Mause verwendet.
Diese sind ohne Inokulation von Tumorzellen entweder einer explorativen Laparotomie
(n=4) oder einer subtotalen Pankreasektomie (n=9) unterzogen worden. Eine weitere
Gruppe Mause blieb als Kontrolle chirurgisch unbehandelt (n=4). 48 Stunden nach
Operation wurden alle Mause geopfert, die Lebern in flissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80° Celsius fur weitere Untersuchungen asserviert. Die Verwendung der
Lebern sowie der Tierversuch selber sind durch das Ministerium fur Energiewende,
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume Schleswig-Holstein (Aktenzeichen
V312-7224.121-7(123-10/11)) genehmigt worden.

3.1.3 Immunfluoreszenzfarbung auf Panzytokeratin und Ki67 in Paraffin-
Schnitten

Die Immunfluoreszenzfarbung ist eine Methode, um spezifische Proteine oder
Antigene im Gewebe sichtbar zu machen und die Lokalisation und Intensitat des
Proteins zu charakterisieren. Dabei werden gegen das Zielprotein gerichtete
Antikorper genutzt. In einem zweiten Schritt werden die Primarantikorper von einem
Sekundarantikdrper gebunden, der an ein Fluorochrom gekoppelt ist. Dieses kann in
einem Fluoreszenzmikroskop mit Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt
werden. In dem angeregten Fluorochrom kommt es nun zu einem Stokes Shift, so
dass das emittierte Licht langwelliger ist als das absorbierte. Das emittierte Licht wird
dann mittels eines Emissionsfilters des Mikroskops aufgenommen und in ein Signal
umgesetzt.

Die Paraffin-Schnitte wurden zunachst zweimal fur jeweils zehn Minuten in Xylol
entparaffinisiert und im Anschluss mit einer absteigenden Alkoholreihe in ein wassri-
ges Milieu Uberfuhrt. In dieser wurden sie zuerst zweimal fur jeweils zehn Minuten in
100% Ethanol, fur finf Minuten in 96% Ethanol und im Folgenden flr jeweils zwei
Minuten in 70% Ethanol, 50% Ethanol und in Aqua dest. inkubiert. Nachdem die
Schnitte fur zehn Minuten in PBS gewaschen worden sind, wurden sie in
vorgewarmten Citratpuffer bei pH 6.0 in einem Dampfkocher inkubiert, um die Antigene
zu demaskieren. Anschliel3end sind sie dreimal fur 5 Minuten in PBS gewaschen
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worden und unspezifische Proteinbindungsstellen blockiert, in dem die Schnitte fur
eine Stunde bei Raumtemperatur mit 4% BSA in PBS-Triton inkubiert wurden. Der
Primarantikdrper wurde danach in seiner jeweiligen Verdinnung in 1% BSA in PBS-
Triton eingesetzt (siehe 2.9.1) und die Schnitte damit Gber Nacht bei 4° Celsius in einer
Feuchtkammer inkubiert. Am nachsten Tag sind die Schnitte dreimal fur funf Minuten
in PBS-Triton gewaschen worden und im Weiteren 20 Minuten mit 0,3% Sudan Black
B in 70% Ethanol in einer Feuchtkammer inkubiert, um die Autofluoreszenz des
Gewebes zu reduzieren. Nachdem die Schnitte dreimal fur funf Minuten mit PBS
gewaschen worden sind, wurde der Sekundarantikérper 1:500 in 1% BSA in PBS-
Triton eingesetzt. Zusatzlich wurde Hoechst 1:500 zugesetzt, welches an die DNA
bindet und damit die Zellkerne sichtbar macht. Die Schnitte sind damit fur eine Stunde
bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert worden. Nach erneutem drei-
maligen Waschen mit PBS und einmaligen Waschen in Aqua dest. wurden die Schnitte
mit FluorSave-Medium unter einem Deckglaschen versiegelt. Zu allen Immun-
fluoreszenzfarbungen mit spezifischen Antikorpern sind parallel Farbungen mit einem
passenden Isotyp-Kontroll-Antikorper durchgefuhrt worden. Diese zeigten keine oder
nur schwache Signale.

3.1.4 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung mit ImageJ

Die mittels Immunfluoreszenzfarbung behandelten Schnitte wurden im nachsten
Schritt mit einem BZ-9000 Fluoreszenzmikroskop (Keyence, Neu-lsenburg, DE)
visualisiert und unter standardisierten Belichtungsbedingungen und bei 40-facher
VergroRerung fotografiert. Im nachsten Schritt sind die aufgenommenen Fluoreszenz-
signale mit Imaged 1.47v (Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda,
Maryland, USA) quantifiziert worden. Bei ImageJ handelt es sich um ein etabliertes,
fur wissenschaftliche Bildanalysen entwickeltes Programm. Zuerst wurden die Bilder
der untersuchten Gewebe in das Programm geladen und mit Hilfe des Befehls Split
Channels in einzelne Fluoreszenzfarb-Kanal Bilder aufgeteilt (RGB - Rot, Grin, Blau).
Im Kanal, welcher die Panzytokeratin-Farbung zeigte, wurde nun die Panzytokeratin
positiven Zellen mit dem Freehand Selection Tool mit einem Rand, welcher einer
ZellgroRe entsprach, ausgewahlt und damit eine Region of Interest erstellt. Im
nachsten Kanal, der das Signal der auszuwertenden Farbung enthielt, ist nun mit dem
Befehl Threshold ein binares Bild erstellt worden. Dieses stellte anhand eines selber

gewahlten Trennwertes das positive Signal als Schwarz und das Hintergrundsignal als
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weild dar. Der Trennwert wurde anhand einer Positivkontrolle ausgewahlt und wahrend
aller Auswertungen derselben Farbung beibehalten. Um nun spezifisch das Signal in
den Panzytokeratin positiven Zellen zu quantifizieren, wurde in diesem binaren Bild
die vorher ausgewahlte Region of Interest wiederhergestellt. Die Quantifizierung des
Signals erfolgte nun durch den Befehl Measure, der mit dem Wert Area Fraction die
prozentual positive Flache des Signals errechnet.

Die angewendete Methode basiert auf einer bereits fur Lebermetastasen etablierten
Methode von Aiello et al. [82].

3.1.5 Gewinnung von Proteintiberstanden aus schockgefrorenem Leber-
Gewebe
Um im Folgenden die Konzentration verschiedener Zytokine in den Lebern der Mause
mit Hilfe des LEGENDplex™-Systems (siehe 3.6.2) zu bestimmen, sind aus den
schockgefrorenen Lebern (siehe 3.1.2) Proteinextrakte hergestellt worden.
Im ersten Schritt wurden von den Lebern auf einer Petri-Schale mit einem Skalpell ein
Teil abgetrennt und dieser in ein Eppendorfgefald Ubertragen. Um die Kontamination
der Proben zu verhindern, wurden fur jede Leber neue Petri-Schalen und Skalpelle
verwendet. Als nachstes sind die Lebern mit Hilfe der Schwingmuihle MM 301 (Retsch,
Haan, DE) fur 30 Sekunden homogenisiert worden. Durch diesen Prozess werden die
Zellmembranen aufgebrochen, um so intrazellulare Proteine fur folgende Analysen
zuganglich zu machen. Um eine nahtlose Kuhlung der Lebern zu gewahrleisten,
fanden alle bisherigen Schritte durch flussigen Stickstoff gekuhlt statt. Das bei der
Homogenisierung entstandene Kryogenpulver wurde unmittelbar in einem Puffer
bestehend aus PBS, 1% IGEPAL® CA-630 und einem Proteasen-Inhibitor-Cocktail
resuspendiert und auf Eis gekuhlt. IGEPAL® CA-630 ist ein nicht-ionisches Detergenz
und unterstutzt die Losung von membrangebundenen Proteinen, wahrend der
Proteasen-Inhibitor-Cocktail die gelosten Proteine vor einer Degradierung durch endo-
gene Proteasen schutzt. Zuletzt wurden die Proben bei 10000 x g zentrifugiert und die
Uberstande in neue EppendorfgefalRe tibertragen. Diese wurden bei -80° Celsius auf-
bewahrt.
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3.1.6 Isolierung von RNA aus schockgefrorenem Leber-Gewebe

Um im Folgenden mit Hilfe der Echtzeit-Polymerasekettenreaktion die Expression
verschiedener Gene in den Lebern der Mause zu quantifizieren (siehe 3.4.4), wurde
aus den schockgefrorenen Lebern RNA isoliert.

Hierzu ist wie in 3.1.5 beschrieben ein Teil der Leber abgetrennt und homogenisiert
worden. Das dabei entstandene Kryogenpulver wurde dann unmittelbar in 300 uL
RNA-Lysepuffer aufgenommen und unter Benutzung des peqGOLD Total RNA Kits
(PegLab, Erlangen, DE) nach Angaben des Herstellers weiterverwendet (siehe 3.4.1).

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen bei 37° Celsius in einem Brutschrank
mit 5% CO2 und 85% relative Luftfeuchte (rF) kultiviert. Abhangig von Konfluenz und
Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen zwei- bis dreimal wochentlich passa-
giert. Dabei wurde unter einer sterilen Werkbank mit autoklavierten Materialen
gearbeitet.

Zuerst ist das Medium aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und diese einmal mit 37°
Celsius warmen PBS gewaschen worden. Da es sich um adharente Zellen handelt,
wurden die Zellen mit 5 mL Trypsin/EDTA versetzt, einer Serin-Protease, um die Zellen
vom Untergrund zu I6sen und in Suspension zu bringen. Nach zehn Minuten
Inkubation bei 37° Celsius in einem Brutschrank wurde die Zellsuspension in ein 50
mL Rohrchen Uberfuhrt und die Trypsin-Reaktion mit 5 mL des jeweiligen Zellmediums
abgestoppt, um Zellschaden zu vermeiden. Danach ist die Suspension funf Minuten
bei 300 x g zentrifugiert worden. Der Uberstand wurde aspiriert und das Pellet im
jeweiligen Zellmedium resuspendiert. Durch Variation der Menge des Zellkulturmedi-
ums konnte die Suspension im Anschluss daran im gewunschten Verhaltnis auf neue
Zellkulturflaschen aufgeteilt werden.

Bei der Aussaat von Versuchen wurden alle verwendeten Zellarten gezahlt, um sie in
definierten Zellzahlen einzusetzen. Fur die Zellzahlung wurden 10 pL der Zellsuspen-
sion entnommen und in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert. In dieser wurde die

Zellzahl in vier Groldquadraten ausgezahlt und die resultierende Zahl durch vier

34



Methoden

dividiert. Das Ergebnis dieser Rechnung ist die mit 10* multiplizierte Zellzahl pro Milli-
liter der vorhandenen Suspension. Anhand der Zellzahl wurde Zellsuspension fur den
jeweiligen Versuch angepasst und in die entsprechenden Kulturplatten pipettiert.

3.2.2 Indirekte Kokultur von humanen Tumorzellen und murinen
hepatischen Stromazellen
Um die Interaktion verschiedener Stromazellen der Lebermikroumgebung (physiolo-
gisch = HSC, entzundlich = HMF) auf die verschiedenen PDAC Zelllinien zu untersu-
chen, wurde ein indirektes Kokultursystem genutzt, welches ermaoglicht, Zell-Zell Kom-
munikation auszuschlieen und nur Interaktion Uber l6sliche Faktoren zuzulassen.
Dafur wurden die Tumorzellen in den Wells von entweder 12-Well- oder 6-Well-Kultur-
platten ausgesat. In 12-Well-Kulturplatten wurden pro Well jeweils 1 x 10* Tumorzellen
in 1 mL ihres Kulturmediums ausgesat, in 6-Well-Kulturplatten wurde pro Well die
doppelte Zellzahl in der doppelten Menge Medium eingesetzt. Die verschiedenen
hepatischen Stroma-Zelllinien wurden in Transwelleinsatze mit einer Porengrof3e von
0,4 um in separaten Kulturplatten der gleichen GroRe ausgesat. Fur 12-Well-
Kulturplatten wurden jeweils 2,5 x 10* Zellen in 1 mL ihres Kulturmediums eingesetzt,
in 6-Well-Kulturplatten wurden 5 x 10* Zellen in 1,5 mL Medium ausgesét.
Nach einem Tag Monokultur beider Zellarten fand in allen Wells ein Mediumwechsel
auf das einheitliche Kokulturmedium statt und die Transwells wurden fur die Kokultur
in die Wells mit den Tumorzellen eingesetzt (Abbildung 6). Die Dauer der Kokultur
betrug sechs Tage.
Die Zellkultur aller Versuche erfolgte in einem Brutschrank bei 37° Celsius, 5% CO2
und 85% rF.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des verwendeten indirekten Kokultursystems. PancTu-l shCtrl oder
PancTu-I shTR2 wurden in den unteren Wells, HSC und HMF in den oberen Transwells zuerst fir einen Tag
monokultiviert. Dann wurden Stroma- und PDAC Zellpopulationen in eine gemeinsame Platte Gberfiihrt und dort fiir
sechs Tage (d) kokultiviert. 0,4 um Poren in den Transwells ermdglichen den beidseitigen Austausch von I6slichen
Faktoren. Modifiziert nach [149].

3.2.3 Verlangerte indirekte Kokultur

Um zu untersuchen, welchen Einfluss eine Veranderung der Lebermikroumgebung
von einem physiologischen zu einem entzundlichen Milieu auf die pankreatischen
Tumorzellen hat, ist das indirekte Kokultursystem aus 3.2.2 modifiziert worden
(Abbildung 7).

Hierfir wurden 1 x 10* Tumorzellen in 2 mL ihres Kulturmediums in 6-Well-Platten
ausgesat. In separaten Kulturplatten wurden 5 x 10* HSC in 6-Well-Transwells in 1,5
mL ihres Kulturmediums ausgesat. Nach einem Tag Monokultur fand in allen Wells
und Transwells ein Mediumwechsel auf das einheitliche Kokulturmedium statt und die
Transwells mit den Stromazellen wurden zum Start der Kokultur in die Wells mit
Tumorzellen Uberfuhrt.

Nach sechs Tagen Kokultur wurden die Tumorzellen sowie die hepatischen Stroma-
Zellen steril aufgearbeitet. Wahrend aus letzteren Ganzzelllysate hergestellt (siehe
3.3.1) oder RNA isoliert wurde (siehe 3.4.1), wurden die Tumorzellen gezahlt und
erneut mit 1 x 10* Zellen pro Ansatz in 6-Well-Platten ausgesat. Am selben Tag wurden
5 x 10* frische hepatische Stroma-Zelllinien in 6-Well-Transwells ausgesat. Am

nachsten Tag wurde in allen Wells und Transwells der wieder beziehungsweise neu
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ausgesaten Tumor- und hepatischen Stroma-Zellen ein Mediumwechsel auf das ein-
heitliche Kokulturmedium vollzogen und beide Zellarten in indirekte Kokultur tberfuhrt.
Die Dauer der zweiten Kokultur betrug erneut sechs Tage.

5x 104 5x 104
M1-4 HSC M1-4 HSC
1x10¢ < D
PancTu-l shCtrl -
PancTu-l shTR2 _
I HSC Kokultur Wieder- HSC - HSC Kokultur
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Abbildung 7: Verlangerte indirekte Kokultur mit Wechsel der hepatischen Stroma-Bedingungen. 1 x 10*
PancTu-I shCtrl oder PancTu-l shTR2 wurden in den unteren Wells, 5 x 10* HSC in den oberen Transwells zuerst
fur einen Tag monokultiviert. Dann wurden Stroma- und PDAC Zellpopulationen in eine gemeinsame Platte
Uberfiihrt und dort fiir sechs Tage kokultiviert. AnschlieBend wurden die PDAC Zellen abgeldst, gezahlt und erneut
1 x 10* Zellen dieser Zellen ausgesat. Weiterhin wurden 5 x 10* frische HSC oder HMF in Transwells ausgesat.
Nach einem Tag Monokultur beider Populationen wurden diese in eine gemeinsame Platte Uberfihrt. Nach
erneuten sechs Tagen Kokultur wurden die PDAC Zellen gezahlt und auf Ki67 gefarbt. Modizifiert nach [149].

3.2.4 Einsatz von Blockierungs-Antikorpern wahrend der indirekten
Kokultur

Diese Methode wurde verwendet, um den Einfluss von bestimmten I6slichen Faktoren
auf das Wachstumsverhalten der Tumorzellen in der Kokultur zu untersuchen. Die
verwendeten Antikorper und ihre jeweiligen Kontroll-Antikorper wurden hierzu zuerst
je nach Angaben des Herstellers in destillietem Wasser oder PBS verdunnt (siehe
2.9.2) und dann in ihrer finalen Konzentration an Tag 1 der Kokultur in die Wells
pipettiert. Um die Antikorper gleichmalig zu verteilten, wurden die Kulturplatten vor-
sichtig kreisend bewegt. Dieser Vorgang wurde 72 Stunden spater erneut durchge-
flhrt.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem DC™ Proteinassay Kit (Bio-

Rad, Munchen, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers bestimmt, welches auf

dem Lowry Prinzip beruht und alle dafur notwendigen Reagenzien enthalt [150]. Das
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Lowry-Prinzip besteht im Wesentlichen aus zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen: In
der ersten formen die Peptidbindungen der Proteine in wassrig-alkalischer Losung mit
Cu?* lonen einen quadratisch-planaren Komplex (Biuret-Reaktion) und werden
dadurch zu Cu' reduziert. In der zweiten Reaktion bilden diese Cu'* lonen mit dem
gelben Folin-Ciocalteu Reagenz einen blauen Komplex. Die Menge des gebildeten
Molybdanblau ist proportional zu der Proteinmenge der Probe und kann bei einer
Wellenlange von 750 nm gemessen werden.

Zuerst wurde der mitgelieferte BSA Standard (1,55 mg/mL) 1:2, 1:4 und 1:8 in LAmmli-
Puffer (2x) verdiinnt, so dass sich eine Standardreihe zwischen 0,19 mg/mL und 1,55
mg/mL ergab. Zusatzlich wurde eine Probe mit ausschlieRlich Lammli-Puffer (2x) als
Nullwert genutzt. Von dieser, allen Standards sowie allen Proben wurden jeweils 5 yL
in Duplikaten in eine transparente 96-Well-Platte pipettiert. AnschlieRend wurden 25
ML von Reagenz A', bestehend aus 20 pL Reagenz S verdinnt in 1 mL Reagenz A, zu
jedem Well hinzugefugt. Zuletzt wurden 200 L Reagenz B in jedes Well pipettiert.
Nach einer Inkubation von 15 Minuten im Dunkeln wurden die Proben photometrisch
bei einer Wellenlange von 750 nm mit einem Tecan Infinite 200PRO (Tecan,
Crailsheim, Deutschland) gemessen. Anhand der Standardkurve mit definierten

Proteinkonzentrationen wurde die Proteinkonzentration der Probe errechnet.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 RNA-Isolierung

Die Isolation und Aufreinigung von RNA erfolgte unter Nutzung des peqGOLD Total
RNA Kits (PeqLab Erlangen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers.

Zur Isolierung von RNA aus PDAC Zellen wurden diese nach sechs Tagen Kokultur
einmal mit PBS gewaschen und danach entweder direkt in Kulturplatten oder nach
Zellzahlung in einem Eppendorfgefal® in 300 yL RNA-Lysepuffer aufgenommen und
lysiert. Danach wurde die RNA entweder fur langere Lagerung bei -80° Celsius
eingefroren oder direkt aufgereinigt. Um RNA aus kryo-konservierten murinem Leber-
gewebe zu gewinnen, wurden die unter 3.1.6 beschriebenen Schritte durchgefihrt.
Unabhangig vom Ursprung der in RNA-Lysepuffer aufgenommenen Suspension
wurde diese zur Aufreinigung auf eine Saule mit einer Silikamembran pipettiert, die
nach Zentrifugation bei 11000 x g DNA in der Membran bindet, so dass sich nur die
RNA im Durchfluss befindet. Durch Zugabe von 300 puL 70% Ethanol bilden die RNA-
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Moleklle Wasserstoffbrickenbindungen zu den OH-Gruppen der Silikat-Atome und
wurden so in einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 11000 x g an eine weitere
Silikamembran gebunden. In zwei weiteren Schritten wurde die Membran durch Zentri-
fugation bei 11000 x g mit verschiedenen Waschpuffern von zellularen Debris und
eventuellen Kontaminationen gereinigt. Im Anschluss daran wurde die Membran bei

11000 x g trocken zentrifugiert und die RNA mit 40 yL RNAse freiem Wasser eluiert.

3.4.2 Bestimmung der Nukleinsauren-Konzentration

Die Konzentration der Nukleinsduren wurde mit einer Nanoquant Plate (Tecan,
Crailsheim, Deutschland) in einem Tecan Infinite 200PRO (Tecan, Crailsheim,
Deutschland) gemessen. Da RNA und DNA ultraviolettes Licht bei einer Wellenlange
von 260 nm absorbieren, kann mittels des Lambert-Beer'schen Gesetz die Konzentra-
tion der Nukleinsauren bestimmt werden. Da Proteine eine haufige Verunreinigung der
Proben darstellen, wurde der Anteil an Proteinen bei einer Wellenlange von 280 nm
bestimmt. Durch die Ratio der gemessenen Werte von 260 nm und 280 nm wurde die
Reinheit der Probe ermittelt. Eine Ratio von Uber 2,0 wurde als ausreichend rein fur
die sich anschlieRende cDNA Synthese betrachtet.

3.4.3 cDNA Synthese

Als Ausgangsmaterial der cDNA Synthese diente die wie unter 3.3.1 beschriebene
isolierte und aufgereinigte RNA. Da es sich dabei um einzelstrangige RNA (ssRNA)
handelt, wird zur Synthese der doppelstrangigen komplementaren DNA (cDNA) eine
Reverse Transkriptase bendtigt. Dazu wurde das RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific, Schwere, Deutschland) genutzt. Au3er der unten
beschriebenen Inkubationen fanden alle Schritte auf Eis statt.

Zuerst wurde 0,1 pg bis 0,5 uyg RNA mit 1 yL Oligo (dT)4s Primer und bis zu 11,5 pL
nukleasefreiem Wasser vermischt und fur 5 Minuten bei 65° Celsius inkubiert, wodurch
die Oligo (dT):s Primer selektiv an den Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende der ssRNA
binden. Da nur Messenger RNA (mRNA) am 3’-Ende polyadenyliert ist, wird so sicher
gegangen, dass nur mRNA in cDNA umgeschrieben wird. Nachdem die Proben auf
Eis abgekuhlt wurden, wurden folgende Reagenzien zu jeder Probe hinzugefugt:
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4 yL  5x Reaktionsbuffer

0,5 pL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL)

2 uL 10 mM Desoxyribonukleosidtriphosphate Mix
1 uL RevertAID M-MLV Reverse Transkriptase

Der Reaktionsmix wurde dann nach kurzem Mischen und Zentrifugieren bei 42°
Celsius fur 60 Minuten inkubiert. Anschliefend wurde die enzymatische Reaktion
durch eine weitere Inkubation von 5 Minuten bei 72° Celsius gestoppt. Die fertige
cDNA wurde 1:4 mit RNase freiem Wasser verdunnt und bei -20° Celsius bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

3.4.4 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) bietet wie die
herkdmmliche Polymerasekettenreaktion (PCR) die Moglichkeit, spezifische DNA-
Abschnitte exponentiell zu amplifizieren und gleichzeitig die Expression dieses DNA-
Abschnitts zu quantifizieren. Die PCR besteht aus drei verschiedenen Schritten,
welche bei unterschiedlichen Temperaturen stattfinden und Uber 30-50 Zyklen
wiederholt werden. Signale, die erst nach 50 Zyklen detektiert wurden, sind als
irrelevant verworfen worden. Im ersten Schritt wird die cDNA bei 95° Celsius
denaturiert, so dass im zweiten Schritt die Primer, spezifische Oligonukleotid-
Sequenzen, die an einen bestimmten DNA-Abschnitt binden, an ihren
komplementaren Abschnitt der cDNA hybridisieren kdnnen. Daflr wird die Temperatur
auf 55-61° Celsius gesenkt. Im dritten Schritt erfolgt die Elongation der Strange am 3’-
Ende der Primer durch eine Polymerase, welche bei 72° Celsius erfolgt. Um die
Expression der Ziel-Genabschnitte zu quantifizieren, wird Sybr Green | zugesetzt, ein
Fluoreszenz-Farbstoff, der doppelstrangige DNA (dsDNA) interkaliert. Dieser Komplex
emittiert Licht bei einer Wellenlange von 520 nm. Das detektierte Fluoreszenzsignal
ist demnach proportional zur synthetisierten Menge an dsDNA.

Fir die gqRT-PCR wurden 2,5 yL der vorher umgeschriebenen cDNA zweifach in eine
weille 96-Well-PCR-Platte vorgelegt und anschlieRend folgende Reagenzien,
abhangig vom Hersteller der verwendeten Primer (siehe 2.8), zu jedem Well hinzuge-
fugt:
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Biometra RealTimePrimers Eurofins

5 yL Cybr Green | 5 uL Cybr Green | 5 yL Cybr Green |
0,0375 pL Fw Primer 1 pL Primer 1 uL Fw Primer
0,0375 pL Rv Primer 1,5 uL Wasser 1 uL Rv Primer
2,425 pL Wasser 0,5 yL Wasser

Anschlielend wurde die Platte mit einer selbstklebenden Folie verschlossen und zwei
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Die qRT-PCR wurde mittels eines Light Cylcer 480
Il (Roche, Basel, Schweiz) durchgefiihrt. Zusatzlich wurde im Anschluss jeder qRT-
PCR eine Schmelzkurven-analyse zur Qualitatskontrolle unternommen.

Die Auswertung erfolgte mit der dazugehorigen Software und Microsoft Excel
(Microsoft Cooperation, Redmond, USA). Um die Expression verschiedener Gene zu
vergleichen, wurde der Cycle Threshold C(t) bestimmt. Der C(t) Wert gibt an, ab
welcher Zykluszahl das Fluoreszenz-Signal das Background-Signal Uberschreitet und
korreliert damit negativ mit der in der Probe enthaltenen dsDNA. Zur Berechnung der
relativen Genexpression wurde die 2-22¢" Methode verwendet. Dazu wurde der
Mittelwert der C(t) Doppelwerte einer Probe berechnet und im Anschluss daran der
C(t)-Wert des Zielgens auf den C(t)-Wert eines Housekeeping Gens, welches
idealerweise nicht reguliert ist, bezogen. Der sich daraus ergebene Wert wird
wiederum auf den AC(t) einer versuchs-internen Kontrolle bezogen. In dieser Arbeit
wurde GAPDH als Housekeeping Gen und PancTul shCtrl + HSC als versuchs-

interner Kontrollwert genutzt.

3.5 Immunzytochemie und Immunfluoreszenzfarbung

Alle fur die Farbungen verwendeten PDAC Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat.
Nach sechs Tagen Mono- bzw. Kokultur wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen.

3.5.1 Immunfluoreszenzfarbung von Ki67

Die Methodik der Immunfluoreszenzfarbung wie beschrieben in 3.1.3 Iasst sich nicht
nur bei Paraffin Geweben anwenden, sondern auch bei auf Deckglaschen ange-
wachsenen Zellen. Wahrend beide Methoden dem gleichen Prinzip folgen, sind die
Arbeitsschritte unterschiedlich.
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Die Deckglaschen wurden zuerst fir zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 4,5%
Paraformaldehyd fixiert und im Anschluss dreimal fur funf Minuten mit PBS gewa-
schen. In einem weiteren Fixierungsschritt wurden die Deckglaschen mit kaltem
Methanol bei -20° Celsius inkubiert und im Anschluss erneut dreimal fur funf Minuten
mit PBS gewaschen. Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren, wurden
die Deckglaschen als nachstes eine Stunde bei Raumtemperatur mit 4% BSA in PBS
inkubiert. Nach diesem Schritt wurde der Ki67-Primarantikérper (siehe 2.9.1) in 1%
BSA in PBS 1:250 verdunnt und die Deckglaschen damit Uber Nacht in einer
Feuchtkammer bei 4° Celsius inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Deckglaschen
dreimal fur funf Minuten mit PBS gewaschen, bevor sie mit dem Sekundarantikorper
anti-Mouse IgG Alexa Fluor 488 (siehe 2.9.1) inkubiert wurden. Dieser wurde 1:500 in
1% BSA in PBS eingesetzt. Zusatzlich wurde Hoechst fiir die Farbung der Kerne 1:500
zugesetzt. Die Inkubation fand fur eine Stunde bei Raumtemperatur in einer Feucht-
kammer statt. Danach wurden die Deckglaschen zweimal fur fiunf Minuten mit PBS
und ein weiteres Mal mit Aqua dest. gewaschen. Das Eindeckeln der Deckglaschen
wurde mit Fluoro-Gel (Science Services GmbH, Minchen, DE) durchgefuihrt. Zu allen
Immunfluoreszenzfarbungen mit spezifischen Antikdrpern wurden parallel Farbungen
mit einem passenden Isotyp-Kontroll-Antikorper durchgefuhrt. Diese zeigten keine
oder nur schwache Signale.

Die Visualisierung der Farbung sowie die Auswertung erfolgte am Lionheart FX und
der zugehdrigen Gen5 Microplate Reader und Imager Software (BioTek, Bad
Friedrichshall, DE). Hierfir wurden je Deckglaschen funf randomisiert verteilte Bilder
bei einer 20x VergrolRerung aufgenommen. Innerhalb eines Experiments wurden
immer dieselben Belichtungs- und Kontrasteinstellungen verwendet, um gleiche
Analysebedingungen zu gewahrleisten. Zur Auswertung wurden mit Hilfe der zugehori-
gen Software anhand der Zellkern-Farbung die Anzahl der Zellen pro Bild bestimmt.
Im Anschluss wurden anhand des Kontroll-Ansatzes des Experimentes eine Unter-
grenze des Ki67-Fluoreszenzsignals gesetzt, die definiert, ab welcher Fluoreszenz-
signalintensitat das Programm eine Zelle als Ki67 positiv erkennt. Dieser Threshold
wurde innerhalb eines Experiments fur die Auswertung aller weiteren Bilder verwen-
det. Durch die zellulare Analyse-Funktion des Programms wurden die Parameter An-
zahl der Ki67 positiven Zellen, Mediane-Fluoreszenz-Intensitat (MFI) der Ki67+ Zellen
sowie MFI aller auf einem Bild vorhandenen Zellen (nach Anwendung des Threshold,
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so dass fur Zellen mit einer Signalintensitat unterhalb des Thresholds die MFI 0 ange-

nommen wird) erhoben.

3.5.2 Immunzytochemische Farbung von Ki67

Immunzytochemie bedient sich im Wesentlichen demselben Prinzip wie die Immun-
fluoreszenzfarbung, mit dem Unterschied, dass der Sekundarantikorper nicht Fluoro-
chrom-, sondern enzymgekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert nach Zugabe eines
Substrats eine Farbreaktion, die proportional zur Prasenz des Antigens ist.

Die auf dem Deckglaschen angewachsenen Zellen wurden zunachst zehn Minuten bei
Raumtemperatur mit Aceton und einem Zusatz von 1,5% H2Ox- fixiert sowie permeabili-
siert und anschlieRend dreimal fur funf Minuten mit PBS gewaschen. Das H202 dient
dabei der Sattigung endogener Peroxidasen. Um unspezifische Proteinbindungsstel-
len zu blockieren, wurden die Deckglaschen 20 Minuten mit 4% BSA in PBS inkubiert.
Der Ki67-Primarantikdrper (siehe 2.9.1) wurde in einer Verdinnung von 1:250 in 1%
BSA in PBS eingesetzt und die Deckglaschen damit iber Nacht bei 4° Celsius in einer
Feuchtkammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fur jeweils funf Minuten
erfolgte die Inkubation mit EnVision + System HRP anti-mouse (Dako Diagnostika,
Hamburg, Deutschland) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer.
Es wurde erneut dreimal fur funf Minuten mit PBS gewaschen und anschliel3end die
Farbreaktion durch Inkubation mit einem Tropfen LV Red Substrat aus selbigem Kit
fur funf Minuten entwickelt. Nach drei weiteren Waschgangen mit PBS fur 5 Minuten
wurden die Deckglaschen fur die Kernfarbung 35 Sekunden mit Mayers Hamalaun
inkubiert und danach unter flieBRendem Leitungswasser fur zehn Minuten geblaut.
Zuletzt wurden die Deckglaschen mit Mounting Medium auf einem Objekttrager
befestigt und unter Lichtausschuss gelagert. Zur Quantifizierung der Farbung wurden
von jedem Deckglaschen funf zufallig verteilte Bilder bei einer VergroRerung von 280x
aufgenommen. In Microsoft Powerpoint 2007/2010 (Microsoft Cooperation, Redmond,
USA) wurde dann eine diagonale Linie durch jedes Bild gezeichnet und die positiven
sowie negativen Zellen entlang dieser Linie gezahilt.

3.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, in der eine Einzelzellsuspension durch
einen Laser geleitet wird, so dass das von den Zellen abgegebene Signal Auskunft
uber Grofde, Granularitat sowie Expression von bestimmten Proteinen gibt.
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers. Eine Einzelzellsuspension wird mit der
Tragerflissigkeit durch ein Drucksystem in die Messkiivette gedriickt und dort zu einem laminaren Flissigkeits-
strom fokussiert. Auf diesen ftrifft das Licht eines Lasers und das von den zellularen Bestandteilen gestreute
beziehungsweise im Fall einer Fluoreszenzmarkierung emittierte Licht wird in verschiedenen Spiegeln des
optischen Systems detektiert [151].

Um die Messung zu starten, wird das Probenréhrchen unter die Messkuvette gespannt
und das Flussigkeitsversorgungssystem unter Druck gesetzt. Dies gewahrleistet, dass
Tragerfliissigkeit in das Probenréhrchen gelangt und so ein Uberdruck entsteht, der
die Zellsuspension in die Messkuvette druckt. Hier wird sie durch die Tragerflissigkeit
zu einem laminaren Flussigkeitsstrom fokussiert, auf den das Licht eines Lasers ftrifft
(Abbildung 8). Aufgrund der zellularen Bestandteile des Flissigkeitsstroms wird das
Licht gestreut, oder, im Falle von einer Markierung mit Fluorochrom-gekoppelten
Antikorpern, emittiert. Dieses Licht wird in verschiedenen Spiegeln und Linsen des
optischen Systems gebundelt und detektiert. Wahrend das vorwarts gestreute Licht
ein MalR fur die Grolde der Zelle ist, gibt das im Winkel von 90° gestreute Licht Auskunft
Uber die granulare Beschaffenheit.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie fur verschiedene Anwendungen
benutzt (siehe 3.6.1 und 3.6.2).

3.6.1 Zelltod-Bestimmung mit Propidium-lodid (PI)

Mit Hilfe einer PI-Farbung lassen sich in einer Zellpopulation tote von vitalen Zellen
unterscheiden, da Pl ein nicht-membrangangiger DNA-Interkalator ist, wodurch der
Farbstoff nur in tote Zellen, die eine permeabilisierte Membran aufweisen, gelangt.
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Die fur die Farbung verwendeten PDAC Zellen wurden in 6-Well-Platten sechs Tage
mono- bzw. kokultiviert. Zuerst wurde das Medium abgenommen und in ein 2 mL
Eppendorf-Réhrchen Ubertragen. Danach wurden die Zellen fur 10 Minuten bei 37°
Celsius inkubiert und dieses anschlieRend mit dem vorher abgenommen Medium ab-
gestoppt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 300 x g fur funf Minuten. Daraufhin
wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in 100 yL PBS mit 0,5 pg/mL PI
resuspendiert. Die Messung erfolgte mit einem FACSCalibur (BD Bioscience, San
Jose, USA) unter der Verwendung der zugehdérigen Software FACSCalibur Cell Quest.
Die Rohdaten wurden mit Hilfe der Software Weasel v3.0 ausgewertet.

3.6.2 LEGENDplex™-Analyse

Das LEGENDplex™ System von BioLegend (BioLegend GmbH, Koblenz, Deutsch-
land) ist ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren, welches der Detektion von
mehreren I6slichen Analyten wie Zytokinen in einer Probe dient. Dabei wird das Prinzip
des Sandwich-Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) mit dem der Durch-
flusszytometrie kombiniert (Abbildung 9). Dazu werden zuerst Polysterol-Beads in
zwei verschiedenen GrofRen mit verschiedenen Mengen des Fluoreszenzfarbstoffes
Allophycocyanin (APC) markiert. Diese werden mit flir die gewtnschten Analyten
spezifischen monoklonalen Antikorpern beschichtet und dienen so als sogenannter
Capture-Bead, die durch ihre Gro3e und ihren verschiedenen Gehalt an APC klar von-
einander zu unterscheiden sind. Wird nun eine Probe mit den Capture-Beads inkubiert,
so binden die Beads ihren spezifischen Analyten. Im nachsten Schritt werden weitere
biotinylierte Antikorper hinzugefugt, die ihr spezifisches Antigen auf den an die
Capture-Beads gebundenen Analyten binden. Zuletzt wird das Biotin an den Detekti-
ons-Antikdrpern durch Streptavidin gekoppeltes Phycoerythrin (PE) gebunden, ein
weiterer Fluoreszenzfarbstoff, dessen Signal proportional zum gebunden Antigen ist.
So lassen sich in der Durchflusszytometrie die unterschiedlichen Beads mittels des
APC Signals identifizieren und anhand des PE Signals und einer mitgefuhrten Stan-
dardreihe quantifizieren.

In dieser Arbeit wurde das LEGENDplex™ Human Inflammation Panel und das Murine
Inflammation Panel von Bio-Legend nach Angaben des Herstellers benutzt und mit
Hilfe eines FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, USA) analysiert.
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Abbildung 9: Schematische Erkldrung des LEGENDplex™-Systems. Die mit verschiedenen APC-Gehalt und
monoklonalen Antikdrpern beschichteten Polysterol Capture-Beads binden im ersten Schritt ihren spezifischen
Analyten. AnschlieBend binden weitere mit Biotin beschichtete Detection-Beads den Komplex aus Zielanalyt und
Capture-Bead. Zuletzt wird das Biotin der Detection-Beads durch PE gekoppeltes Streptavidin gebunden. Mittels
Durchflusszytometrie werden die gebunden Analyten durch den APC Gehalt der Capture-Beads differenziert und

anhand des PE Gehalts der gebunden Detection-Beads und einer Standardreihe quantifiziert. Modifiziert nach
[152].

3.7 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm SigmaPlot 12.5 (Systat Software
Inc., Chicago, USA) genutzt. Die Normalverteilung von Daten wurde mit dem Shapiro-
Wilk-Test gepruft. Auf normalverteilte Daten wurde entweder der t-Test oder die
einfaktorielle Varianzanalyse ANOVA mit Messwiederholungen angewendet. Nicht
normalverteilte Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert. Statistische
Signifikanz wurde mit dem Student-Newman-Keuls-Test uberpruft. P-Werte unter 0,05

wurden als statistisch signifikant gewertet und mit einem Stern markiert.
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4  Ergebnisse

4.1 Unterdriuckung von TRAIL-R2 vermindert die post-operative
Lebermetastasierung in einem klinisch-adaptierten Mausmodell
des PDAC

Lebermetastasierung stellt eine der grof3ten klinischen Herausforderungen in der
Therapie des PDAC dar. 80% der Patienten prasentieren sich bereits bei Erstdiagnose
in einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium und selbst Patienten, die
eine RO-Resektion erhalten, entwickeln innerhalb der nachsten zwei Jahre nach
Operation Metastasen, haufig in der Leber [153]. Wahrend zahlreiche Vorarbeiten die
Beteiligung von TRAIL-R2 an allen Schritten der malignen Progression des PDAC
zeigen konnten [114—116], ist die Rolle von TRAIL-R2 im Zusammenhang der post-
operativen Metastasierung noch unzureichend verstanden.

Um diesen Sachverhalt ndher zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein klinisch-
adaptiertes PDAC-Resektionsmodell verwendet, in dem schon friher gezeigt werden
konnte, dass die Entfernung des Primartumors das Auswachsen von Lebermetastasen
fordert [147]. In diesem in vivo Modell wurden humane PDAC Zellen, die entweder mit
einer TRAIL-R2 shRNA (shTR2) oder einer Kontrol shRNA (shCtrl) stabil transduziert
wurden, orthotop in das Pankreas von SCID beige Ma&ausen inokuliert. Die
Unterdrickung von TRAIL-R2 durch die shRNA wurde mittels gRT-PCR Uberprift (1
in shCtrl vs. 0,4997 in shTR2; p =0,0171) (Abbildung 10 A). Nach zehn Tagen wurden
die Primartumore mittels einer subtotalen Pankreatektomie entfernt. 26 Tage spater
wurden die Tiere getotet, die Lebern entfernt und zunachst makroskopisch untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die Tiere, welche mit shTR2 Zellen inokuliert worden waren,
weniger makroskopisch sichtbare Lebermetastasen aufwiesen als die Tiere mit shCtrl
Zellinokulation (0,7778 shCtrl vs. 0,125 shTR2) (Abbildung 10 B).

Um auch makroskopisch nicht erfassbare Metastasen detektieren zu kdnnen, wurden
die in Paraffin eingebetteten Lebern geschnitten und mittels Immunfluoreszenzfarbung
auf humanes Panzytokeratin, einen universellen Epithelzellmarker, gefarbt. Die
vorgefundenen Lasionen wurden ihrer Zellzahl nach in disseminierte Tumorzellen
(DTC; 1-10 Zellen, kein Zellverband), Nanometastasen (Nano; 10-100 Zellen) und
Mikrometastasen (Mikro; 100-350 Zellen) eingeteilt (Abbildung 10 D) und die

Lasionen in drei verschiedenen Schnittebenen pro Tier gezahlt. Aus der Auswertung
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war zu entnehmen, dass in den Lebern der Tiere, die mit shTR2 Zellen inokuliert
worden waren, mehr DTC und Nanometastasen zu finden waren als in den von Tieren,
die shCtrl Zellen erhielten (DTC: 5,111 shCtrl vs. 10,75 shTR2; Nano: 1,889 shCitrl vs.
4,26 shTR2) (Abbildung 10 C). Lasionen in der GroRenordnung der Mikrometastasen
waren insgesamt nur wenige zu finden und wiesen in ihrer Anzahl auch keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf.

Zusammenfassend zeigen die Befunde, dass Tiere, in die PDAC Zellen mit unterdrick-
ter TRAIL-R2 Expression inokulierten wurden, zwar weniger makroskopische, aber
daflr mehr kleine, nur mikroskopisch sichtbare Metastasen aufweisen als Tiere, die
PDAC Zellen mit hoher TRAIL-R2 Expression erhielten.
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Abbildung 10: Unterdriickung der TRAIL-R2 Expression vermindert die post-operative
Lebermetastasierung in einem klinisch-adaptierten Mausmodell des PDAC. 1x 10° PancTu-l Zellen,
transduziert entweder mit einer shRNA fiir TRAIL-R2 (n=10) oder einer Kontroll-shRNA (n=9), wurden orthotop in
das Pankreas von SCID-beige Mausen inokuliert. Nach zehn Tagen wurde der Primartumor mittels einer subtotalen
Pankreatektomie reseziert. 26 Tage spater wurden die Tiere geopfert und die Lebermetastasen gezahlt. (A) Die
Unterdrickung der TRAIL-R2 Expression wurde mittels gRT-PCR Uberpriift. Die Expression von TRAIL-R2 in
beiden Gruppen wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte der n-fachen
Genexpression + SEM. In (B) werden Mittelwerte der Anzahl an makroskopischen Lebermetastasen pro Tier +
SEM gezeigt. (C + D) Mittels Fluoreszenzmikroskopie fir Panzytokeratin (rot) wurden jeweils drei Leberschnitte pro
Tier auf kleine Tumorzelllasionen Uberpriift. Diese wurden ihrer GréRe nach Kategorien zugeordnet (DTC 1-10
Zellen; Nanometastasen 10-100 Zellen; Mikrometastasen 100-350 Zellen; Makrometastasen <350 Zellen) und
gezahlt. Hier dargestellte Daten reprasentieren die Mittelwerte der Anzahl an Lasionen pro Kategorie + SEM. (D)
zeigt beispielhafte Aufnahmen der unterschiedlich groRen Metastasen. * = p < 0,050
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4.2 Nanometastasen aus Tieren, die PDAC Zellen mit einem
supprimierten TRAIL-R2 erhielten, sind weniger proliferativ

aktiv
Da aus den Ergebnissen in 4.1 hervorging, dass in einem klinisch-adaptierten PDAC
Resektionsmodell Tiere, die mit shTR2 PancTu-lI Zellen inokuliert wurden, weniger
Makrometastasen, aber mehr DTC und Nanometastasen aufwiesen, sollte im Folgen-
den untersucht werden, worauf dieser Unterschied zurtckzufuhren ist. Die Differenz
war vor allem in den kleinen Lasionen zu finden. Da nicht genug Mikrometastasen zu
finden waren, um biologisch verwertbare Aussagen zu treffen, wurden diese von den
folgenden Analysen ausgeschlossen.
Ein wichtiger Parameter fur das Auswachsen von Tumorzellen im Primar- sowie im
Sekundarkontext ist eine deregulierte, anhaltende Proliferation [154], die sich anhand
des Mitose-assoziierten Proteins Ki67 untersuchen lasst [155].
Dafur wurde jeweils in drei Leberschnitten pro Tier mittels Immunfluoreszenz auf
humanes Ki67 in Kombination mit humanem Panzytokeratin gefarbt (Abbildung 11
C). Zur Auswertung wurde zuerst die Panzytokeratinfarbung genutzt, um die Metasta-
sen als solche zu identifizieren und ihre Flache zu bestimmen. Anschliel3end wurde
mit dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ der Ki67 positive Anteil der Flache
bestimmt. Die Analyse der Werte zeigte, das DTC beider Gruppen keine
unterschiedliche proliferative Aktivitat aufwiesen (1,466% in shCtrl vs. 1,182% in
shTR2) (Abbildung 11 A), wohingegen Nanometastasen aus Tieren, in die shTR2
Zellen inokuliert worden waren, signifikant weniger Proliferation zeigten, als solche aus
Tieren, die shCtrl Zellen erhielten (1,933% in shCtrl vs. 0,619% in shTR2; p = 0,0358)
(Abbildung 11 B). Weiterhin lasst sich der Auswertung entnehmen, dass Nanome-
tastasen aus Tieren, die mit shCtrl Zellen inokuliert worden waren, mehr proliferative
Aktivitat zeigten als DTC in Lebern aus beiden Gruppen.
Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Nanometastasen aus Tieren mit
PDAC Zellen mit unterdricktem TRAIL-R2 weniger proliferieren als solche aus Tieren
mit PDAC Zellen mit hoher TRAIL-R2 Expression.
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Abbildung 11: Nanometastasen aus Tieren, die mit shTRAIL-R2 PancTu-l Zellen inokuliert wurden, sind
vermindert proliferativ aktiv. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden jeweils drei Leberschnitte pro Tier aus dem
klinisch-adaptieren PDAC Mausmodell auf den Proliferationsmarker Ki67 untersucht. Die Signale der jeweiligen
Farbung wurden mit ImagedJ quantifiziert und auf die Flache der gleichzeitigen Panzytokeratinfarbung bezogen.
Gezeigt sind Ki67 positive Flachenanteile in Prozent fiir (A) DTC und (B) Nanometastasen. (C) Reprasentative
Bilder der Doppelfarbung Panzytokeratin (rot) und Ki67 (griin) fir beide Gruppen. Dargestellt Daten sind Mediane
mit Quartilen (Qo 75 als obere Abweichung und Qo5 als untere Abweichung; 3 Schnitte/Tier aus shCtrl n=9 und
shTR2 n=10 Tieren). * = p < 0,050

4.3 Operation induziert lokale Entziindungsreaktion in der Leber in

vivo.
Vorarbeiten im selben klinisch-adaptierten Resektionsmodell wie in 4.1 konnten
zeigen, dass die systemische Inhibition von Entzindungsmediatoren wie IL-6 oder
TNF-a nach Resektion des Primartumors das Auswachsen von Lebermetastasen
effektiv verringert [147, 148]. Diese Befunde deuten auf einen Zusammenhang
zwischen der Lebermetastasierung des PDAC und einer Entzindungsreaktion hin.
Daher sollte im Folgenden untersucht werden, ob eine Operation, wie sie in 4.1
durchgefuhrt wurde, nicht nur eine systemische, sondern auch eine lokale Entzin-
dungsreaktion in der Leber verursachen kann. Hierfur wurden SCID beige Mause
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entweder einer explorativen Laparotomie oder einer subtotalen Pankreatektomie
unterzogen oder blieben als Kontrolle unoperiert. 48 Stunden nach Operation wurden
alle Mause geopfert und deren Lebern kryokonserviert. Aus diesen kryokonservierten
Lebern wurden im Anschluss Homogenisate erstellt. In den Uberstanden der
Leberhomogenisate wurden mitttels LEGENDplex™ Multiplex-Analyse 12
verschiedene entziindungsassoziierte Zytokine detektiert (Abbildung 12). Hier zeigte
sich, dass 11 von 12 Analyten (TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-23, IL-1a, GM-CSF, IL-10, IFN-
B, IL-17A, IL-27, VEGF) in den Lebern von Mausen, die einer explorativen Laparotomie
oder einer subtotalen Pankreatektomie unterzogen worden waren, vermehrt detektiert
wurden als in der Kontrollgruppe. Interessanterweise wurde der grof3te Unterschied in
den Konzentrationen von TNF-a beobachtet, in denen eine signifikant hOhere Konzent-
ration in Lebern von Mausen nach subtotalen Pankreatektomie im Vergleich mit
Lebern aus Kontrollmdusen beobachtet wurde (373,5 in Nativ vs. 582,8 in
Pankreatektomie; p = 0,0427). IL-6 war hingegen als einziger Faktor in Lebern

operierter Mause im Vergleich mit Lebern von nicht operierten Mausen reduziert.

52



Ergebnisse

TNF-a IL-6 IL-1B
5000+ 4000+

4000+

pg/mg im Gewebe
N H (-]
(=3 (=3 (=]

b i i <
pg/mg im Gewebe
5 % 3

e P @ 9
pg/mg im Gewebe
- n w
o (=3 (=3
=3 (=3 o

b b i e

IFN-y IL-23 IL-1a
1000+ 8000+ 1500+

800+

600+
400+
200+

0-

pg/mg im Gewebe

pg/mg im Gewebe
S &8 8
=3 (=3 o
b b b e
pg/mg im Gewebe
2]
e 9

IL-10 GM-CSF IL-17A
10000 1000+ 2500~
2 80004 % 800~ 8 2000~
H £ £
& 6000+ & 600 & 1500+
£ E E
& 4000 o 400- > 1000
E E E
2 2000 2 2004 2 5004
0- 0- 0-
IL-27 VEGF IFN-B
5000+ 4000~ 2000~
_; 4000+ % 3000 é 1500+
& 3000- § 8
£ £ 2000 £ 10001
"o 2000 = =l
%, TG00 %,1000- § 500~
Q Q
o o o
o\ X/ X Yy X X/ Y X" X))
N N N N \ \ \ N
é& & & \g&‘ s & \gi‘ S &
& & & & &
N < N < N @
S N SH
R R R &
VS VS VS
Q° Q° Q°

Abbildung 12: Operation induziert lokale Zytokin-vermittelte Entziindungsreaktion in der Leber in vivo.
SCID beige Mause bleiben als Kontrolle unoperiert (Nativ; n=4), oder wurden einer explorativen Laparotomie (n=4)
oder einer subtotalen Pankreatektomie (n=8) unterzogen. 48 Stunden nach Operation wurden die Mause geopfert
und deren Lebern nach Kryokonservierung homogenisiert. Mittels LEGENDplex™ Multiplex-Analyse wurden
Uberstande der Leberhomogenisate auf entziindungsassoziierte murine Zytokine untersucht. Detektierte Zytokin-
Konzentrationen wurden auf Protein-konzentrationen der jeweiligen Proben normalisiert. Die dargestellten Daten
zeigen Mittelwerte + SEM von 4 bzw. 8 Tieren / Gruppe. * = p < 0,050
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Diese Befunde untermauern die Hypothese, dass sowohl eine chirurgische Interven-
tion am Bauch, als auch eine chirurgische Manipulation des Pankreas eine lokale Ent-
zundung in der Leber induzieren kann.

HSC sind neben KC und Immunzellen die vornehmlichen Effektorzellen fur entzindli-
che Vorgange in der Leber und transdifferenzieren nach Stimulation zu HMF [75,156].
Wahrend ruhende, inaktive HSC durch die Expression von Desmin charakterisiert sind,
werden a-SMA und Kollagen Typ | (Col1A1) als Marker fir HMF verstanden [157]. Um
zu untersuchen, ob die in Abbildung 12 observierte Entzundungsreaktion der Leber
mit einer Transdifferenzierung von HSC zu HMF einhergeht, wurde im Folgenden die
Expression von HSC und HMF-assoziierten Genen untersucht. Hierfur wurden aus den
oben verwendeten Leberhomogenisaten der Mause RNA isoliert, in cDNA transkribiert
und diese mittels qPCR untersucht.

Bezulglich des Verhaltnis der Genexpressionen von a-SMA zu Desmin konnte gezeigt
werden, dass das Verhaltnis der Genexpressionen beider Gene in Lebern von
Mausen, die einer explorativen Laparotomie unterzogen worden waren, wesentlich
gréRer war als das in nicht operierten Kontrollmausen (0,0005316 in Nativ vs.
0,00093106 in explorativer Laparotomie), wahrend es in Mausen, in denen eine Pan-
kreatektomie erfolgt war, niedriger als in beiden anderen Gruppen war (0,0002677)
(Abbildung 13 A). In dieser Gruppe war jedoch das Verhaltnis der Genexpressionen
von Col1A1 zu Desmin wesentlich erhoht im Vergleich zu nativen Mausen und Mausen
mit einer explorativen Laparotomie (1,279 in Pankreatektomie vs. 0,353 in explorativer
Laparotomie vs. 0,406 in Nativ) (Abbildung 13 B).

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Befunden ableiten, dass das
Genexpressionsmuster von Lebern aus operierten Mausen - sowohl nach
Pankreatektomie als auch explorativer Laparotomie - im Gegensatz zu Lebern aus
nativen Mausen auf eine vermehrte Aktivierung zu HMF hinweist. Gleichzeitig zeigt die
unterschiedliche Expression der HMF-assoziierten Gene in den operierten Gruppen
ein inhomogenes Muster. Werden die Befunde im Zusammenhang mit der vermehrten
humoralen Entziindungsreaktion nach Operation betrachtet, lasst sich daraus
schlieBen, dass abdominale Operationen verschiedenen Ausmales eine lokale
Entzindungsreaktion in der Leber induzieren, die von einer vermehrten Aktivierung
von HSC zu HMF begleitet wird.
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Abbildung 13: Charakterisierung der Genexpression von HSC- und HMF-assoziierten Markern in den
Lebern nicht operierter und operierter Mause. SCID beige Mause blieben entweder unoperiert (Nativ; n=4), oder
wurden einer explorativen Laparotomie (n=4) oder einer subtotalen Pankreatektomie (n=8) unterzogen. 48 Stunden
nach Operation wurden die Mause geopfert und deren Lebern nach Kryokonservierung homogenisiert. RNA wurde
aus den Homogenisaten gewonnen, in cDNA transkribiert und mittels qRT-PCR auf HSC und HMF-assoziierte
Gene untersucht. Die Genexpression von a-SMA, Col1A1 und Desmin wurden auf die Expression von GAPDH
normalisiert. AnschlieRend wurde die Ratio aus (A) a-SMA bzw. (B) Col1A1 und Desmin gebildet. Die Daten zeigen
Einzelwerte und Mediane von 4 bzw. 8 Tieren / Gruppe.

4.4 Kokultur mit HSC und HMF beeinflusst das Wachstumsverhal-
ten von PDAC Zellen mit einem moduliertem TRAIL-

Rezeptorstatus
Wir und andere Gruppen konnten in der Vergangenheit demonstrieren, das sowohl
HSC als auch HMF eine entscheidende Rolle in der Ausbildung von Lebermetastasen
des PDAC spielen [79,80,137,139]. Um zu untersuchen, ob das beobachtete vermin-
derte Auswachsen von Lebermetastasen in Mausen nach Inokulation von PDAC
Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Expression im Zusammenhang mit einer durch die
operative Entfernung des Primartumors induzierten Entzindung steht, wurden
PancTu-l shTR2 bzw. shCtrl Zellen zusammen mit murinen HSC, stellvertretend flr
eine physiologische, nicht entziindliche Lebermikroumgebung vor der Operation, oder
aber mit HMF, reprasentativ fur eine inflammatorische Situation nach dem Eingriff,
kokultiviert. Da die in Abbildung 12 beobachtete ausgedehnte humorale Entziun-
dungsreaktion in der Leber nach Operation vermuten Iasst, dass der Einfluss von HSC
beziehungsweise HMF vor allem uber 16sliche Faktoren vermittelt wird, wurde ein

indirektes Kokulturmodell benutzt.
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Da die in vivo Befunde vor allem Unterschiede im Wachstumsverhalten der Leber-
metastasen zwischen den Gruppen zeigten, wurde die vitale Zellzahl der PDAC Zellen
nach sechs Tagen Kokultur untersucht (Abbildung 14 A). Sowohl PancTu-I Zellen mit
shCtrl als auch shTR2 zeigten nach Kokultur mit HMF eine erhohte Zellzahl im
Vergleich zu Zellen nach HSC-Kokultur. Das Ausmal} der Erhohung von HSC zu HMF
Kokultur war in PancTu-1 shCtrl Zellen im Vergleich zu shTR2 Zellen hoher. Weiterhin
zeigte sich eine verminderte Zellzahl in PancTu-1 shTR2 Zellen nach HSC Kokultur im
Vergleich zu shCtrl Zellen unter gleichen Bedingungen (PancTu-l shCtrl + HSC 21,09
x 10* vs. PancTu-I shTR2 + HSC 17,46 x 10%).

Da verschiedene funktionelle Eigenschaften wie Zelltod und Proliferation
verantwortlich sein konnen fur die unterschiedlichen Zellzahlen, wurden diese
Parameter als nachstes unter den oben genannten Kokulturbedingungen untersucht.
Mit Hilfe einer PIl-Farbung wurde der Anteil toter Zellen (Pl+) nach sechs Tagen
Kokultur ermittelt (Abbildung 14 B). Es zeigte sich vor allem ein Unterschied zwischen
HSC und HMF kokultivierten PDAC Zellen: Unabhangig vom TRAIL-Rezeptorstatus
war zu beobachten, dass PDAC Zellen nach Kokultur mit HMF weniger starben als
nach Kokultur mit HSC. Zuletzt wurde eine immunzytochemische Farbung auf Ki67
durchgefuhrt, um die Proliferation der Zellen nach Kokultur zu analysieren (Abbildung
14 D). Analog zur Zellzahlbestimmung zeigte sich, dass nach HMF Kokultur in beiden
PDAC Zellenlinien eine gesteigerte Proliferation zu verzeichnen war, die in beiden An-
satzen ungefahr gleich stark ausgepragt war. Nach HSC Kokultur zeigten sich interes-
santerweise grol3e Unterschiede zwischen den PancTu-l shCtrl und shTR2 Zellen: In
letzteren war nach Kokultur mit HSC die Anzahl der Ki67 positiven Zellen im Vergleich
zu PancTu-I shCtrl Zellen unter denselben Bedingungen erheblich reduziert (PancTu-
| shCtrl 1 vs. PancTu-l shTR2 0,57; p < 0,0001). Reprasentative Bilder der Ki67-
Farbung sind in Abbildung 14 D dargestellt.

In Zusammenschau demonstrieren die bisherigen Befunde, dass nach Kokultur mit
HMF die Zellzahl der PDAC Zellen im Vergleich zur Kokultur mit HSC erhoht ist, was
im Einklang mit einer erhohten Proliferation und einem verminderten Zelltod steht.
Wahrend die Ergebnisse nach HMF Kokultur weitestgehend unabhangig vom TRAIL-
Rezeptorstatus der Zellen zu sein scheinen, zeigt sich nach HSC Kokultur eine starke
Unterdrickung der Proliferation in PancTu-l shTR2 Zellen im Vergleich zu shCirl
Zellen.

56



Ergebnisse

>
W

-
o
1
£
(-]
]

[ +HSC
= +HMF

[ +HSC
= +HMF

w
(=]
L

-
(=]
L

Zellzahl x 104
> S
I [
Anteil P+ Zellen (in %)
N
g

o
o

T L] T L]
shCtrl shTR2 shCtrl shTR2

C D

~

* 1 +HsC
= +HMF
+HSC |° %«

-
¢
1

‘n
. \

;'v > %

!

‘ A
e aeg

k4
o
1

Ki67+ Zellen (n-fach)
5
L
iy

L4
°©

T 1
shCtrl shTR2 +HMF

Abbildung 14: Kokultur mit HSC und HMF beeinflusst das Wachstumsverhalten von PDAC Zellen mit
moduliertem TRAIL-Rezeptorstatus. 1 x 10* PancTu-| Zellen, transduziert mit einer shRNA fiir TRAIL-R2 oder
einer Kontroll-shRNA, wurden entweder mit 2,5 x 10* HSC oder HMF kokultiviert. Nach sechs Tagen wurde (A) die
vitale Zellzahl und (B) der Anteil toter Zellen (PI +) mit Hilfe einer PI-Farbung untersucht. (C) Die Proliferation der
PancTu-l Zellen wurde durch eine immunzytochemische Farbung von Ki67 bestimmt. Dargestellte Werte letzterer
sind normalisiert auf die endogene Kontrolle shCtrl + HSC. Reprasentative Aufnahmen der Ki67 Farbung in 200-
facher VergroRerung sind in (D) dargestellt. Alle Daten zeigen Mittelwerte + SEM von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. * = p < 0,05

4.5 Unterdriickung von TRAIL-R2 fiihrt zur Hochregulation von
TRAIL-R1 nach HSC Kokultur

Der Einfluss von TRAIL-R2 auf zellulare Funktionen wie Proliferation oder Zelltod-
Induktion ist abhangig von seiner Expression, aber auch von der Expression des
anderen Todesrezeptors TRAIL-R1, der die gleichen, aber auch distinkte Funktionen
ausuben kann. Weiterhin wird seine Wirkungsweise durch die An- oder Abwesenheit
der Decoy-Rezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 beeinflusst [158,159]. Um zu
untersuchen, inwieweit sich die Unterdrickung von TRAIL-R2 im Kontext von HSC
oder HMF auf die Expression der anderen TRAIL-Rezeptoren auswirkt, wurde im
Folgenden die Genexpression von TRAIL-R1 und TRAIL-R4 nach sechs Tagen
Kokultur von PancTu-l shTR2 und shCtrl Zellen mit HSC oder HMF analysiert
(Abbildung 15).
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In PancTu-I Zellen, in denen TRAIL-R2 mittels shRNA Transduktion unterdrtckt war,
war eine Hochregulation der Genexpression von TRAIL-R1 nach Kokultur mit HSC zu
beobachten (PancTu-I shCtrl + HSC 1 vs. PancTu-l shTR2 + HSC 1,65), wahrend die
Expression nach HMF Kokultur keine Veranderung im Vergleich zu der Expression in
PancTu-I shCtrl Zellen unter HSC Kokultur aufwies (Abbildung 15 A). Bezuglich der
Genexpression von TRAIL-R4 war eine leichte Hochregulation in PancTu-l shTR2
Zellen nach HMF Kokultur im Vergleich zu mit HSC kokultivierten Zellen zu verzeich-
nen. Die Genexpression von TRAIL-R4 in PancTu-l shCtrl Zellen zeigte keine Veran-
derungen durch die Kokulturbedingungen.

Zusammenfassend war vor allem auffallig, dass in PancTu-I Zellen mit unterdrickter
TRAIL-R2 Expression die Expression des anderen Todesrezeptors nach HSC Kokultur
anzusteigen scheint, wahrend die Expression nach Kokultur mit HMF ein ahnliches
Niveau wie das der Kontroll-transduzierten Zellen nach HSC Kokultur zeigte.
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Abbildung 15: Untersuchung der TRAIL-Rezeptor Expression in PancTu-l nach Kokultur mit HSC oder HMF.
1 x 10* PancTu-l Zellen, transduziert mit shRNA fir TRAIL-R2 oder Kontroll-shRNA, wurden entweder mit 2,5 x 10*
HSC oder 2,5 x 10* HMF kokultiviert. Nach sechs Tagen Kokultur wurde die Genexpression von (A) TRAIL-R1
sowie (B) TRAIL-R4 mittels gRT-PCR untersucht. Die Genexpression der Zielgene wurde auf die Expression von
GAPDH normalisiert, weiterhin wurden alle Werte auf die Expression von PancTu-I shCtrl normalisiert. Dargestellte
Werte zeigen Mediane + Interquartilsabstand aus 3 unabhangigen Experimenten.

4.6 Wechsel der Kokultur von HSC auf HMF kann die HSC-
vermittelte Unterdrickung der Proliferation in PancTu-l shTR2
Zellen nur bedingt aufheben

Da die in 4.4 gezeigte Unterdriackung der Proliferation von PancTu-l shTR2 Zellen
nach Kokultur mit HSC erklaren konnte, warum die von diesen Zellen gebildeten
Metastasen in vivo vermindert in ein makroskopisches Stadium auswachsen
(Abbildung 10), sollten im Folgenden der Einfluss des ,inflammatory switch®, welcher

moglicherweise durch eine Operation induziert wird, untersucht werden. Daflur wurden

58



Ergebnisse

PancTu-l shCtrl und shTR2 Zellen fur 6 Tage zuerst mit HSC und im Anschluss
entweder mit frischen HSC, als Prolongierung der physiologischen pra-operativen
Bedingungen, oder HMF, als Simulation der post-operativen Situation, kokultiviert.
PancTu-l shTR2 Zellen zeigten nach prolongierter Kokultur mit HSC weiterhin eine
verminderte Zellzahl (Abbildung 16 A) und eine signifikant reduzierte Proliferations-
tatigkeit im Vergleich mit PancTu-I shCtrl Zellen nach prolongierter Kokultur mit HSC
(MFI 488 PancTu-l shCtrl 6218,33 vs. PancTu-l shTR2 3364,76; p = 0,0293)
(Abbildung 16 B). Interessanterweise zeigte sich auRerdem, dass die vitale Zellzahl
(Abbildung 16 A) sowie die Proliferation (Abbildung 16 B) auch in PancTu-l shTR2
Zellen, die zuerst mit HSC und im Folgenden mit HMF kokultiviert wurden, im Vergleich
mit PancTu-I shCtrl Zellen unter den gleichen Bedingungen stark reduziert war.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass PancTu-l Zellen mit verminderter TRAIL-R2
Expression nach Veranderung der hepatischen Mikroumgebung von physiologisch
(HSC) zu entzindlich (HMF), weniger proliferativ aktiv sind als PancTu-I Zellen mit
TRAIL-R2 Expression.
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Abbildung 16: Wechsel der Kokultur von HSC auf HMF kann die HSC-vermittelte Unterdriickung der
Proliferation in PancTu-l shTR2 Zellen nur bedingt aufheben. 1 x 10* PancTu-l Zellen, transduziert mit shTR2
oder shCtrl, wurden entweder mit 5 x 10* HSC oder HMF kokultiviert. Nach sechs Tagen Kokultur wurden die
PancTu-l Zellen gezahlt und erneut ausgesat in Kokultur mit frischen HSC oder HMF. Nach erneuten sechs Tagen
Kokultur wurde (A) die vitale Zellzahl bestimmt und (B) die Proliferation mit einer Ki67-Immunfluoreszenzfarbung
anhand der MFI erfasst. Dargestellte Daten zeigen Mittelwerte + SEM aus mindestens 4 unabhangigen
Experimenten. * = p < 0,05
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4.7 Bestimmung von Zytokinen, welche den Einfluss der HSC auf

PDAC Zellen mit moduliertem TRAIL-Rezeptorstatus vermitteln
Zellen konnen entweder Uber Zell-Zell-Kontakte oder aber Uber humorale Botenstoffe
wie Zytokine oder Chemokine miteinander interagieren [160]. Da in dieser Arbeit ein
indirektes Kokultur-Modell genutzt wurde, sollte im Folgenden aufgeklart werden, ob
und welche |0slichen Faktoren in der Wechselwirkung zwischen HSC und PDAC
Zellen mit moduliertem TRAIL-Rezeptorstatus eine Rolle spielen und einen Grund fur
das verminderte Wachstum der PDAC Zellen unter diesen Bedingungen darstellen
konnten.

Hierflr wurden zuerst die Genexpression diverser muriner Zytokine wie I1L-6 [133,148]
und TNF-a [147], deren Beteiligung in der Lebermetastasierung des PDAC bereits
beschrieben wurde, mittels qRT-PCR in HSC und HMF nach Kokultur mit PancTu-l
Zellen mit moduliertem TRAIL-Rezeptorstatus untersucht. Es zeigten sich dabei keine
Unterschiede, die das beobachtete Proliferationsverhalten von PancTu-l shTR2 nach
Kokultur mit HSC erklaren konnten (Daten nicht gezeigt).

Da ebenfalls die Moglichkeit besteht, dass die fur das Proliferationsverhalten
verantwortlichen Botenstoffe von den PDAC Zellen autokrin sezerniert werden, als
Folge einer der Interaktion mit HSC bzw. HMF, wurde das LEGENDplex™ Human
Inflammation Panel genutzt, um durchflusszytometrisch die Konzentrationen von 13
humanen Zytokinen zu messen.

Aus diesen 13 Zytokinen korrespondierten vor allem die Konzentrationen von
humanem IL-8 und IL-6 mit dem beobachteten Wachstumsverhalten der PDAC Zellen
nach Kokultur mit HSC, wahrend bei den 11 anderen (TNF-a, IL-1, IFN-y, IL-23, MCP-
1, CCL2, IL-10, IFN- a2, IL-17A, IL-18, IL-33) keine relevante Assoziation mit der
Proliferationsverminderung von PDAC Zellen nach Kokultur mit HSC ausgemacht
werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Die Menge an IL-8 war interessanterweise in Uberstanden aus der Kokultur von
PancTu-l shTR2 Zellen mit HSC wesentlich hoher im Vergleich zu PancTu-l shTR2
Zellen mit HMF (PancTu-l shTR2 + HSC 25,34 pg/10* Zellen vs. PancTu-l shTR2 +
HMF 9,95 pg/10* Zellen), wahrend Uberstande der PancTu-lI shCtrl Zellen keine
Regulation unter den verschiedenen Kokulturbedingungen zeigten (Abbildung 17 A).
IL-6 hingegen war vermehrt in Uberstéanden von PancTu-l shCtrl und shTR2 Zellen
nach Kokultur mit HSC aufzufinden im Vergleich zu Uberstanden der beiden PDAC
Zelllinien nach Kokultur mit HMF (Abbildung 17 B). Gleichzeitig war auch hier der
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Unterschied zwischen HSC und HMF kokultivierten Zellen bei PancTu-I shTR2 Zellen
am groften (PancTu-l shTR2 + HSC 0,986 pg/10* Zellen vs. PancTu-l shTR2 + HMF
0,336 pg/10* Zellen).

Diese Befunde weisen darauf hin, dass sowohl IL-8 als auch IL-6 durch die Interaktion
der PDAC Zellen mit HSC (physiologischen Lebermikroumgebung) moduliert werden
und dass dieser Prozess abhangig vom TRAIL-Rezeptorstatus ist.
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Abbildung 17: Bestimmung von Zytokinen, welche den Einfluss von HSC auf PDAC Zellen mit moduliertem
TRAIL-Rezeptorstatus vermitteln. 1 x 10* PancTu-l Zellen, transduziert mit shRNA fiir TRAIL-R2 oder Kontroll-
shRNA, wurden entweder mit 2,5 x 10* HSC oder HMF kokultiviert. Nach sechs Tagen Kokultur wurden Uberstande
der Zellkulturen abgenommen, zentrifugiert und mittels LEGENDplex™ Multiplex Assay auf 13 verschiedene
humane Zytokine untersucht. Konzentrationen der ausgewahlten Analyte (A) IL-8 und (B) IL-6 sind auf Zellzahlen
der korrespondierenden Experimente normalisiert. Dargestellte Daten zeigen Mediane * Intequartilsabstand (A)
oder Mittelwerte + SEM (B) aus drei unabhangigen Experimenten.

4.8 Die HSC-vermittelte Unterdriickung der Proliferation von
PancTu-l shTR2 Zellen ist IL-8 abhangig

Die Befunde aus 4.7 geben Anlass fur die Hypothese, dass die verminderte
Proliferation von PancTu-l shTR2 Zellen in Gegenwart von HSC entweder IL-8 oder
IL-6 vermittelt ist. Um nun zu untersuchen, ob IL-8 oder IL-6 kausal fur die verminderte
Proliferation von PancTu-l shTR2 Zellen nach HSC Kokultur verantwortlich ist, sollte
einer der Faktoren unter HSC Kokultur inhibiert werden. Da IL-8 bereits in friheren
Studien als ein Faktor identifiziert wurde, der einen HSC-vermittelten Wachstumsar-
rest induzieren kann [139] und weiterhin zum TRAIL assoziiertem Sekretom gehort
[144,158,161], wurde IL-8 durch die Applikation eines neutralisierenden Antikorpers in
Kokulturen mit HSC gehemmt. Wahrend die Applikation des Antikdrpers in PancTu-I
shCtrl Zellen keinen Effekt zeigte, erhohte die Antikdrper-vermittelte Blockade von IL-
8 die Zellzahl von PancTu-l shTR2 Zellen auf fast das gleiche Niveau wie die der
PancTu-l shCtrl Zellen, die mit einem Kontroll-Antikérper inkubiert wurden (PancTu-I
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shTR2 + HSC + Ctrl IgG1 24 x 10 # vs. PancTu-I shTR2 + HSC + anti-IL-8 37,325 x
10* vs. PancTu-l shCtrl + HSC + Ctrl IgG1 46,187 x 10*) (Abbildung 18 A). Auch die
verminderte Proliferation in PancTu-lI shTR2 Zellen nach Kokultur mit HSC konnte
durch Inhibition von IL-8 deutlich erhoht werden, es zeigte sich sogar eine hohere Kic7
Positivitat als in PancTu-I shCtrl Zellen unter den gleichen Bedingungen (PancTu-I
shTR2 + HSC + Ctrl IgG1 0,61 vs. PancTu-I shTR2 + HSC + anti-IL-8 1,67; p = 0,0246)
(Abbildung 18 B + C).

Diese Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass der HSC-vermittelte Wachstumsar-
rest in PDAC Zellen ohne TRAIL-R2 Expression durch IL-8 vermittelt wird.
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Abbildung 18: Die HSC-vermittelte Unterdriickung der Proliferation von PancTu-l shTR2 Zellen ist IL-8
abhingig. 1 x 10* PancTu-l Zellen, transduziert mit shRNA fir TRAIL-R2 oder Kontroll-shRNA, wurden mit 2,5 x
10* HSC kokultiviert. Applikation von 10 pug/mL eines Kontroll-Antikérpers (+ Ctrl IgG1) oder 10 yg/mL eines IL-8
blockierenden Antikorpers (+ anti IL-8) fand an Tag 1 und Tag 3 statt. Nach sechs Tagen Kokultur wurde (A) die
vitale Zellzahl erfasst. (B) Mittels einer Immunfluoreszenzfarbung wurde die Proliferation untersucht, die anhand
der Ki67 MFI gemessen wurde. MFI-Werte wurden normalisiert auf shCtrl + HSC + Ctrl IgG1. (C) zeigt
reprasentative Bilder der Ki67-Farbung. Der Mal3stab entspricht 100 um. Dargestellte Daten sind Mittelwerte + SEM
aus 4 unabhangigen Experimenten. * = p < 0,050
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4.9 TNF-a erhoht nicht die Proliferation der PDAC Zellen in einer

entziindlichen Lebermikroumgebung

Die in vivo beobachtete lokale Entzindung der Leber nach chirurgischer Manipulation
zeigte eine deutliche humorale Reaktion in Verbindung mit einer erh6hten Expression
von HMF-assoziierten Markern (Abbildung 12 + Abbildung 13). Um zu untersuchen,
welcher I0sliche Faktor fur die Verstarkung von Zellproliferation der PDAC Zellen nach
Kokultur mit HMF verantwortlich ist, wurde im Folgenden das am starksten durch eine
Operation regulierte Zytokin, TNF-a, unter Kokultur mit HMF blockiert. TNF-a konnte
bereits im Vorfeld als ein Faktor identifiziert werden, der die Lebermetastasierung des
PDACs fordert [162] und ist dariber hinaus an vielen Schritten der Tumorprogression
beteiligt [163]. Fur die Inhibition wurde Etanercept genutzt, ein Fusionsprotein beste-
hend aus der extrazellularen Bindungsdomane des TNF-a Rezeptors verbunden mit
der Fc-Untereinheit des humanen IgG1, welches klinisch bereits fur die Behandlung
von rheumatischen Erkrankungen eingesetzt wird [164]. Im Gegensatz zu anderen
TNF-a Inhibitoren konnte flr Etanercept bereits gezeigt werden, dass es neben der
Aktivitat des humanen auch die des murinen TNF-a hemmen kann [165,166].

Die Applikation von Etanercept fuhrte in HMF kokultivierten PancTu-l shCtrl und
PancTu-I shTR2 Zellen eher zu marginalen Steigerungen der vitalen Zellzahl im
Vergleich zu Ansatzen ohne Zugabe mit Etanercept (Abbildung 19 A). Die Analyse
der Proliferation mittels Immunfluoreszenz-Farbung auf Ki67 zeigte inkongruente
Ergebnisse: Wahrend die Inhibition von TNF-a die Proliferation in PancTu-l shCirl
Zellen in Kokultur mit HMF senkte, war in shTR2 Zellen eine erhdhte Proliferation im
Vergleich mit Kontroll-behandelten Zellen zu beobachten (Abbildung 19 B). Letztere
Befunde sind jedoch weder mit den korrespondierenden Zellzahlen vereinbar noch
erklaren sie die in Abbildung 14 D beobachtete verstarkte Proliferation von PDAC
Zellen nach Kokultur mit HMF. Daher deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass TNF-
a nicht der gesuchte Faktor der HMF-vermittelten Proliferation ist.
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Abbildung 19: TNF-a erhoht nicht die Proliferation der PDAC Zellen in einer entziindlichen
Lebermikroumgebung. 1 x 10* PancTu-l Zellen, transduziert mit shRNA fiir TRAIL-R2 oder Kontroll-shRNA,
wurden mit 2,5 x 10* HMF kokultiviert. Applikation von 10 pg/mL eines TNF-a blockierenden Antikorpers (+
Etanercept) fand an Tag 1 und Tag 3 statt, wahrend Kontrollansatze (-/-) unbehandelt blieben. Nach sechs Tagen
Kokultur wurde (A) die vitale Zellzahl erfasst. (B) Mittels einer Immunfluoreszenzfarbung wurde die Proliferation
untersucht, die anhand der Ki67 MFI gemessen wurde. Dargestellte Daten sind Mittelwerte + SEM aus 3-4
unabhangigen Experimenten.

4.10 Die Steigerung der PDAC Zellproliferation nach HMF Kokultur
wird unabhangig vom TRAIL-Rezeptorstatus durch VEGF

vermittelt

Da TNF-a offenbar nicht der Faktor ist, der unter HMF Kokultur fordernd auf die PDAC
Zellproliferation wirkt, wurde im Folgenden nach weiteren l0slichen Faktoren gesucht.
VEGF ist schon seit langerem wegen seiner pro-angiogenetischen Funktion als
Tumor-fordernder Botenstoff bekannt und wird bereits als Zielstruktur von Antikdrpern
wie Bevacizumab oder Aflibercept therapeutisch in der Behandlung von Kolon-
karzinompatienten genutzt [167—-169]. Daruber hinaus konnten bereits verschiedene
tumorprogressionsfordernde Eigenschaften auf zellularer Ebene fur VEGF-A beschrie-
ben werden [170]. Lenk et al. konnten zeigen, dass VEGF die Proliferation von PDAC
Zellen in einer entzindlichen Lebermikroumgebung erhohen kann [139]. Da VEGF
auch in unserem in vivo Modell nach chirurgischer Manipulation leicht erhoht war
(Abbildung 12), sollte seine Relevanz im Kokulturmodell untersucht werden.

Dafur wurde aus HSC und HMF, die mit PancTu-l shCtrl or shTR2 Zellen kokultiviert
worden waren, RNA isoliert und mittels qRT-PCR die Genexpression von murinem
VEGF-A untersucht (Abbildung 20 A). Hier zeigte sich, dass die Expression von
VEGF-A in kokultivierten HMF wesentlich hoher war als in kokultivierten HSC, sowohl
nach Kokultur mit PancTu-I shCtrl (HSC + PancTu-l shCtrl 1 vs. HMF + PancTu-I shCrl
1,47) als auch mit PancTu-l shTR2 (HSC+ PancTu-l shCtrl 0,90 vs HMF + PancTu-I
shTR2 1,22), wobei in letzteren die Expression etwas geringer war als in HMF
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kokultiviert mit shCtrl Zellen. Um einen direkten Zusammenhang zwischen der ver-
mehrten Expression von VEGF in HMF und der erhdhten Proliferation der PDAC Zellen
nach Kokultur mit HMF zu zeigen, wurde VEGF durch Applikation eines blockierenden
Antikorpers inhibiert. Da Aflibercept ein I6slicher VEGF-Rezeptor ist und im Gegensatz
zu Bevacizumab nicht nur humanes VEGF-A, sondern auch alle Isoformen von
murinem und humanen VEGF bindet [171,172], wurde 10 pug/mL Aflibercept fur die
folgenden Versuche verwendet [173]. Als Kontrolle wurde Rituximab in derselben Kon-
zentration eingesetzt.

Applikation von Aflibercept in Kokulturen von PDAC Zellen mit HMF fuhrte zu einer
erniedrigten vitalen Zellzahl sowohl in PancTu-l shCtrl (PancTu-l shCtrl + HMF +
Rituximab 34,66 x 10* vs. PancTu-I shCtrl + HMF + Aflibercept 24,83 x 10%) als auch
in PancTu-l shTR2 Zellen (PancTu-l shTR2 + HMF + Rituximab 31,45 x 10* vs.
PancTu-l shTR2 + HMF + Aflibercept 20,48 x 10%) im Gegensatz zur Zugabe von
Rituximab (Abbildung 20 B). Auch die Proliferation war nach Inhibition von VEGF
durch Aflibercept um 40% im Falle von PancTu-l shCtrl (p = < 0,0001)
beziehungsweise um 55% in PancTu-l shTR2 Zellen (p = < 0,0001) reduziert
(Abbildung 20 C + D).

Diese Ergebnisse zeigen auf, dass die HMF-vermittelte Proliferationssteigerung von
PDAC Zellen durch Hemmung von VEGF reduziert werden kann. Gleichzeitig sind
diese Effekte vom Ausmald vergleichbar in PancTu-l shCtrl und PancTu-l shTR2
Zellen, so dass davon auszugehen ist, dass dieser Effekt TRAIL-R2 unabhangig ver-

mittelt wird.
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Abbildung 20: Die Steigerung der PDAC Zellproliferation nach HMF Kokultur wird unabhdngig vom TRAIL-
Rezeptorstatus durch VEGF vermittelt. (A) Die Genexpression von murinem VEGF-A wurde in HSC und HMF
nach 6-tagiger Kokultur mit PancTu-I shCtrl oder shTR2 mittels gqRT-PCR erfasst. Die Genexpression des Zielgens
wurde auf die Expression von GAPDH und im Anschluss auf die Werte von HSC + shCtrl normalisiert. 1 x 10*
PancTu-l Zellen, transduziert mit shRNA TRAIL-R2 oder Kontroll-shRNA, wurden mit 2,5 x 10* HMF kokultiviert.
Applikation von 10 pg/mL eines Kontroll-Antikérpers (+ Rituximab) oder von 10 ug/mL eines VEGF blockierenden
Antikorpers (+ Aflibercept) fand an Tag 1 und Tag 3 statt. Nach sechs Tagen Kokultur wurde (B) die vitale Zellzahl
erfasst. (C) Mittels einer Immunfluoreszenzfarbung wurde die Proliferation untersucht, die anhand der Ki67 MFI
gemessen wurde. MFI-Werte wurden normalisiert auf shCtrl + HMF + Rituximab. (D) zeigt reprasentative Bilder der
Ki67-Farbung. Der MaRstab entspricht 100 um. Dargestellte Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4 unabhangigen
Experimenten. * = p < 0,050
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5 Diskussion

5.1 TRAIL-R2 ist eine wichtige Determinante fiir das Auswachsen
von Metastasen in der Leber nach Resektion des primaren
PDAC

Eine metastasierungs-fordernde Rolle des TRAIL-Systems konnte erstmals 2006
beschrieben werden. Die Behandlung mit TRAIL von Mausen, denen orthotop humane
PDAC Zellen inokuliert worden waren, fuhrte zu einer starken Zunahme der Anzahl
und Grolle von Lebermetastasen im Vergleich zu der Kontrollgruppe ohne TRAIL-
Behandlung [114]. Auch im kolorektalen Karzinom flhrte die Behandlung mit TRAIL in
Abhangigkeit von einer Mutation im KRAS-Gen zu einer vermehrten Bildung von
Lebermetastasen [113]. Wahrend diese beiden Studien die metastasierungs-
fordernde Rolle von TRAIL in Xenograftmodellen beschreiben, konnte im Einklang
damit eine weitere Studie nachweisen, dass die genetische Unterdrickung von
mTRAIL-R, einem murinen TRAIL-Rezeptor homolog zu TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im
Menschen, in einem endogenen PDAC Modell die Lebermetastasierung erheblich
reduziert [115]. Weiterhin demonstrierten Karstedt et al. in derselben Studie, dass die
Unterdruckung von TRAIL-R2 in humanen PDAC Zellen in einem klinisch-adaptierten
Resektionsmodell die post-operative Lebermetastasierung ebenfalls deutlich verrin-
gert. Ausgehend von diesen Befunden stellte sich die erste Fragestellung dieser
Arbeit, ob die verringerte post-operative Lebermetastasierung von TRAIL-R2 unter-
drickten PDAC Zellen durch ein vermindertes Homing der Tumorzellen in die Leber
oder aber durch ein vermindertes Auswachsen dieser Zellen innerhalb der
Lebermikroumgebung verursacht wird. Da in dem oben genannten klinisch-adaptierten
Resektionsmodell bisher nur makroskopische Lebermetastasen untersucht worden
waren, mikroskopische Metastasen und DTC aber als Ausgang fur neuauftretende
Metastasierung nach Resektion des Primartumors angesehen werden [174,175],
wurden in dieser Arbeit zuerst die Lebern dieser Mause mittels Immunfluoreszenzfar-
bung auf DTC, Nano- und Mikrometastasen untersucht. Im Einklang mit den obigen
Ergebnissen waren in Lebern von Mausen, die mit TRAIL-R2 unterdrickten PDAC
Zellen inokuliert worden waren, weniger makroskopische Metastasen zu detektieren
(Abbildung 10 B), wohingegen sich jedoch eine deutlich erhéhte Anzahl an DTC und
Nanometastasen zeigte (Abbildung 10 C). Da auch in der Gruppe mit TRAIL-R2
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unterdrickten PDAC Zellen groRere Mengen an kleinen Metastasen zu finden waren,
deuten diese Befunde darauf hin, das TRAIL-R2 in diesem Modell nicht die Invasion,
Intravasation oder das Uberleben in der Zirkulation beeinflusst, sondern eher die
Kolonisation und das Auswachsen im Sekundarkontext der Leber. Im Gegensatz dazu
konnte in einem Brustkrebs-Xenograftmodell gezeigt werden, dass TRAIL-R2 vor
allem wichtig fur das Homing der Krebszellen in das Sekundarorgan ist, in diesem Falle
der Knochen [145]. Mechanistisch konnten die Autoren zeigen, dass TRAIL-R2 die
Migration der Brustkrebszellen verstarkt sowie die Expression des fur das Homing
essentiellen Rezeptors C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) reguliert. CXCR4
konnte in dieser Studie in der verwendeten Zelllinie PancTu-I auf mMRNA Ebene nicht
detektiert werden (Daten nicht gezeigt), weshalb ein TRAIL-R2 vermitteltes Homing
wie in Fritsche et al. als Mechanismus fur die in dieser Arbeit vorliegenden Befunde
unwahrscheinlich ist. Gleichzeitig deuten die im Vergleich zu PDAC Zellen mit
normaler TRAIL-R2 Expression hohe Anzahl an DTC und Nanometastasen sowie
niedrige Anzahl an Makrometastasen in PDAC Zellen mit unterdruckter TRAIL-R2 Ex-
pression darauf hin, dass das Auswachsen zu makroskopischen Metastasen vermin-
dert ist und die Metastasen in einem kleinen Stadium verharren.

Da das verminderte Auswachsen der Lebermetastasen in den Mausen mit PDAC
Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Expression sowohl durch eine verminderte Prolife-
ration als auch einen vermehrten Zelltod begrindet sein konnte, wurde als nachstes
die Tumorzellproliferation der Metastasen mit Hilfe einer Ki67 Immunfluoreszenzfar-
bung untersucht. Interessanterweise zeigten Nanometastasen aus TRAIL-R2 unter-
druckten PDAC Zellen eine signifikant geringere Proliferationstatigkeit als solche mit
TRAIL-R2 Expression (Abbildung 11 B). DTC aus beiden Gruppen waren gleichwertig
wenig proliferativ (Abbildung 11 A). Diese Beobachtungen legen die Annahme nahe,
dass TRAIL-R2 das Auswachsen von DTC in der Leber zu makroskopischen Lasionen
durch Kontrolle der Proliferation beeinflusst, so dass seine Abwesenheit die Tumorzel-
len in einen nicht proliferativen, ruhenden Zustand versetzt, in dem sie in der Leber
vital verharren. Ein solcher Phanotyp, charakterisiert durch einzelne oder kleine
Gruppen von DTC, welche negativ fur Proliferationsmarker wie Ki67 sind, wird in der
Literatur als Dormanz bezeichnet [129,174,176,177]. Grundsatzlich wird zwischen drei
verschiedenen Kategorien der Dormanz unterschieden: 1. Zellulare Dormanz, durch

welche solitare Zellen oder Zellcluster einen Zellzyklusarrest erfahren, 2. angiogeneti-
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sche Dormanz, in der die gesamte Tumormasse durch die Balance zwischen proliferie-
renden und durch mangelnde Vaskularisierung versterbende Tumorzellpopulation
klein gehalten und kontrolliert wird und 3. die immun-vermittelte Dormanz, in der die
Tumorzellpopulation durch kontinuierliche Abtotung einiger Tumorzellen durch die
Immunabwehr kontrolliert wird und daher nicht zu makroskopisch sichtbaren Metasta-
sen auswachst [129]. Fur das PDAC konnte zuletzt sehr eindricklich demonstriert
werden, dass sich dormante Tumorzellen in der Leber durch die Herunterregulation
von Major Histocompatibility Complex (MHC) Molekilen und dem epithelialen Marker
E-Cadherin vor der Elimination durch zytotoxische T-Zellen schiutzen [178]. In diesem
Modell ging die Aufnahme der Proliferationsfahigkeit der Tumorzellen mit einer Re-
expression der MHC | Molekulle und einer Elimination durch T-Zellen einher. Erst die
Depletion der T-Zellen ermdoglichte das Auswachsen zu makroskopischen Metastasen.
Auch in anderen Tumorentitaten wurde bereits der Einfluss des adaptiven Immunsys-
tems auf die Induktion und Aufrechterhaltung von dormanten Tumorzellen im Sekun-
darkontext gezeigt [140,179,180]. Da die in unserem Modell verwendeten Mause die
Mutationen SCID (Prkdcs®?) und beige (Lyst®9) tragen, die in die Abwesenheit von
funktionalen T-, B- und NK-Zellen verursachen [181], lasst sich ein Mechanismus,
welcher durch das adaptive Immunsystem vermittelt wird, ausschlieen. In dieser
Studie sollte spezifisch die Rolle von TRAIL-R2 untersucht werden. Da aber Mause
nur mTRAIL-R exprimieren, welcher homolog zu beiden Rezeptoren, TRAIL-R1 und
TRAIL-R2, ist [182], wurden in dieser Studie humane Tumorzellen mit unterschiedli-
cher TRAIL-R2 Expression verwendet. Diese erfordern die Verwendung von immun-
komprimierten Mausen, da es sonst zu einer immunologischen AbstoRungsreaktion
kommt. Einerseits stellt diese Tatsache eine mogliche Limitierung der Aussagekraft
von beobachteten Ergebnissen dar, da der Beitrag des adaptiven Immunsystems auf
das Wachstumsverhalten der PancTu-l Zellen nicht berucksichtigt werden kann.
Andererseits ermoglicht das Modell gezielt die funktionelle Charakterisierung von
TRAIL-R2, im Wachstumserhalten von PDAC Zellen. Weiterhin kann in den bisherigen
Beobachtungen der Studie nun der Einfluss des adaptiven Immunsystems ausge-
schlossen werden, so dass sich die Suche nach einem moglichen Mechanismus auf
entweder tumor-intrinsische Funktionen oder aber auf die Interaktion von TRAIL-R2
unterdriackten Tumorzellen mit Zellen des angeborenen Immunsystems sowie
anderen Stroma-Zellen konzentriert. In diesem Zusammenhang konnten Hartwig et al.
vor kurzem demonstrieren, dass TRAIL-R in Tumorzellen die Sekretion von C-C Motif
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Cytokine Ligand 2 (CCL2) stimuliert, welches die Akkumulation und Polarisierung von
tumor-unterstitzenden Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) und M2-
Makrophagen fordert [144]. Interessanterweise wurde auch fur diese Zellpopulationen
bereits eine Beteiligung an der Ausbildung von Lebermetastasen des PDAC gezeigt:
Steele et al. zeigten, dass die Etablierung von Lebermetastasen mit einer massiven
Akkumulation von MDSCs und Makrophagen verbunden ist und dass die Inhibition von
C-X-C chemokine receptor type 2, ein von MDSC und Makrophagen exprimierter
Chemokinrezeptor, die Ausbildung von PDAC-Metastasen in der Leber massiv redu-
ziert [183]. Auch funktionell konnte die Bedeutung von M2-Makrophagen fur die Ausbil-
dung von Lebermetastasen im PDAC aufgedeckt werden; sie akkumulieren bereits in
kleinen metastatischen Lasionen und sezernieren Granulin, welches hepatische Stern-
zellen aktiviert. Diese werden aktiviert und bilden ein periostin-reiches Stroma im
Tumor und férdern so zum einen das Tumorwachstum und schiutzen zum anderen die
Tumorzellen vor der Eliminierung durch zytotoxische T-Zellen [134,184]. Aufgrund
dieser Beobachtungen und der kausalen Verbindung zwischen dem TRAIL-induzier-
tem Sekretom und der Akkumulation von pro-tumoralen MDSC und Makrophagen,
konnte eine Rolle dieser Zellen bei der Entstehung von Lebermetastasen auch in
unserer Studie denkbar sein. Da die eben genannten Studien sich vor allem auf eine
palliative Situation beziehen, ware es interessant zu untersuchen, inwieweit diese Zell-
populationen auch an der Ausbildung von Lebermetastasen nach Resektion des
Primartumors beteiligt sind.

Zusammengefasst demonstrieren diese in vivo Befunde, dass TRAIL-R2 eine wichtige
Determinante fur das Auswachsen von Metastasen in der Leber nach Resektion des
Primartumors darstellt. Die genetische Unterdrickung des Rezeptors hemmt vor allem
die Proliferation in kleinen Tumorlasionen und mindert dadurch das Auswachsen in
manifeste Makrometastasen. Aus diesem Kontext und aus dem der Literatur ergeben
sich verschiedene Fragen: Beruht das verminderte Auswachsen der TRAIL-R2 unter-
drickten Lebermetastasen auf einem zell-intrinsischen Mechanismus oder auf einem
Zusammenspiel mit zellularen Partnern der hepatischen Mikroumgebung? Welche
Rolle spielt die Resektion des Primartumors im Zusammenhang mit dem Auswachsen
von Lebermetastasen mit verminderter Expression von TRAIL-R2 im Vergleich zu dem

von Lebermetastasen mit hoher TRAIL-R2 Expression?
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5.2 Die Resektion des Primartumors induziert eine lokale
Entziindungsreaktion der Leber und geht mit einer Aktivierung

von hepatischen Sternzellen einher
Die in 5.1 diskutierten Befunde zeigten in einem klinisch-adaptierten Mausmodell, dass
die Unterdrickung von TRAIL-R2 in Tumorzellen das Auswachsen von Leber-
metastasen nach Resektion des Primartumors effektiv verringert, da diese Zellen zwar
in die Leber eingewandert waren, allerdings im Vergleich zu TRAIL-R2 exprimierenden
Tumorzellen vermehrt einen ruhenden, nicht proliferierenden Phanotyp zeigten. Das
verwendete Mausmodell dient dazu, eine klinisch relevante Herausforderung zu simu-
lieren: Das Kriterium fur die potentiell kurative Resektion des Primartumors ist unter
anderem, dass der Patient innerhalb der Staging-Untersuchungen keine Anzeichen fur
Fernmetastasen oder fur ein lokal fortgeschrittenes Tumorstadium zeigt [6]. Nach einer
erfolgreichen RO-Resektion des Primartumors ist daher davon auszugehen, dass der
Patient tumorfrei ist. Trotzdem entwickeln 75% dieser Patienten Metastasen innerhalb
von zwei Jahren nach Resektion [123]. Diese Beobachtung legt nahe, dass zum Zeit-
punkt der Diagnose bereits disseminierte, dormante Tumorzellen in der Leber vorhan-
den sind, welche nach der Operation als Ursprung fir sich entwickelnde Lebermetasta-
sen gesehen werden mussen. Dieses Phanomen wurde nicht nur fir das PDAC,
sondern auch in anderen Entitaten wie dem Mammakarzinom beobachtet [185,186].
Mit wenigen Monaten bis 25 Jahren zeigen sich gro3e Unterschiede bezlglich der
Zeitspanne die vergeht bis die Erkrankung wieder auftritt [185,186]. Daher stellt sich
die Frage, ob es bestimmte Ausloser fur das ,Aufwachen® der ruhenden Tumorzellen
gibt, die diese groRen Unterschiede bezuglich der Detektion von Lebermetastasen
nach Resektion des Primartumors erklaren. Ein moglicher Ausloser, welcher in der
Literatur diskutiert wird, ist der operative Eingriff zur Entfernung des Primartumors
[187]. Voruntersuchungen im selben klinisch-adaptierten Mausmodell, wie in dieser
Studie verwendet, konnten bereits zeigen, dass die Inhibition von Entzindungs-
mediatoren wie IL-6 [148] oder TNF-a [162] die Ausbildung von Lebermetastasen nach
Resektion des Primartumors deutlich verringert. Diese Befunde deuten auf einen
Zusammenhang zwischen einer post-operativen Entzindungsreaktion und dem Aus-
wachsen von Lebermetastasen hin. Unklar war allerdings, ob die Resektion nur eine
systemische oder auch eine lokale Entzindungsreaktion hervorruft, und wenn ja, wie
diese vermittelt wird. Um dies zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit Mause entwe-

der einer explorativen Laparotomie, einer subtotalen Pankreatektomie oder gar keiner
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operativen Prozedur unterzogen und 48 Stunden danach die Lebern auf das
Vorhandensein von humoralen Entzindungsmediatoren untersucht. Interessanter-
weise konnten wir in den Lebern beider Gruppen, die einer operativen Prozedur
ausgesetzt worden waren, erhohte Spiegel von l6slichen Entzindungsmediatoren wie
TNF-q, IL-1B, IFN-y, IL-23, IL-1a, GM-CSF, IL-10, IFN-B, IL-17A, IL-27 und VEGF
detektieren (Abbildung 12), im Vergleich mit nicht operierten Mausen. Diese Befunde
weisen darauf hin, dass die operative Manipulation des Pankreas eine zytokin-
vermittelte Entzindungsreaktion lokal in der Leber auslost. Da sich diesbezuglich
kaum Unterschiede zwischen explorativ laparotomierten und pankreatektomierten
Mausen zeigten, kann weiterhin davon ausgegangen werden, dass generell eine
Entzindungsreaktion durch operative Eingriffe des Abdomens verursacht wird und
nicht zwangslaufig nur durch die operative Entfernung des Pankreas. Fur alle detek-
tierten Zytokine konnte bereits die Forderung von pro-tumorigenen Eigenschaften wie
Migration, Invasion, Angiogenese und Proliferation nachgewiesen werden
[163,170,188-190] und die Entzundung wird bereits seit langerem als eine der
.Hallmarks of Cancer’ betrachtet, welche erheblich zur Entstehung und Progression
des Tumor beitragt [154]. Unsere Befunde untermauernd zeigten Krall et al. kurzlich in
einem Brustkrebsmodell, dass die Resektion des Primartumors eine systemische
Entzindung und im Zuge dessen die Rekrutierung von Makrophagen in den Tumor
induziert, welche dann das Auswachsen von Fernmetastasen unterstutzen, die vorher
durch zytotoxische T-Zellen in Schach gehalten worden sind [140]. Dieser Effekt liel
sich durch die perioperative Applikation des anti-entzindlich wirkendem Medikaments
Meloxicam unterdriicken. Ahnliche Effekte konnten sogar schon klinisch beobachtet
werden, da die Rezidivrate von Brustkrebspatientinnen nach Resektion durch die peri-
operative Anwendung des nicht-steroidalen Entziindungshemmers Ketorolac gesenkt
wurde [191,192]. Diese Ergebnisse werden untermauert von klinischen Befunden,
dass nach Resektion des Primartumors ein erhdhter C-Reactive Protein (CRP)-Wert,
ein unspezifischer klinischer Marker fur Entzindung, mit einer verkirzten progres-
sionsfreien Uberlebenszeit und Gesamtiiberlebenszeit von Brustkrebs- [193] sowie
von Pankreaskarzinompatienten korreliert [194,195]. Auch fur die Entstehung von
Lebermetastasen durch operations-induzierte Entzindung gibt es bereits Hinweise:
Tohme et al. konnten zeigen, dass die chirurgische Manipulation in einem Mausmodell
des kolorektalen Karzinoms die Bildung von Neutrophil Extracullular Traps induziert,
welche dann die Ausbildung und Progression von Lebermetastasen beschleunigen
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[136]. Wahrend diese Befunde unsere Hypothese stltzen, dass eine operations-indu-
zierte Entzindung das Auswachsen von dormanten Fernmetastasen initiieren und
beschleunigen kann, zeigten unsere Befunde im Gegensatz zu den diskutierten
Studien nicht nur eine systemische, sondern auch eine lokale Entzindungsreaktion
am Ort der Fernmetastasierung. Das diese wahrscheinlich die Folge einer voran-
gegangen systemischen Entzindung war, ist nicht auszuschliel3en. Inflammatorische
Zytokine wurden nicht nur in der Leber, sondern auch im peripheren Blut der Mause
untersucht, waren aber unterhalb der Detektionsgrenze des verwendeten Assays
(Daten nicht gezeigt). Daher ist diesbezlglich keine genaue Aussage zu treffen, da
dies entweder an der mangelnden Sensitivitdt des Assays oder aber an echten
geringen Spiegeln der Zytokine im peripheren Blut liegen kann. Diesbezuglich ware
ebenfalls denkbar, dass der gewahlte Zeitpunkt der Blutentnahme mit 48 Stunden
nach Resektion bereits zu spat ist, um eine direkte Entzindungsreaktion im peripheren
Blut zu detektieren. Uber die mechanistische Entstehung der lokalen Entziindungsant-
wort kann nur spekuliert werden: grundsatzlich fuhrt ein operativer Eingriff zu einer
systemischen Stressreaktion, die unter anderem durch die Freisetzung von IL-1, IL-6
und TNF-a aus aktivierten Makrophagen am Ort des Traumas initiiert wird. Diese
setzen dann eine Vielzahl an hormonellen und immunologischen Vorgangen in Gange,
von denen einer der ersten die akute Phase Antwort ist. Die akute Phase Antwort ist
charakterisiert durch die erhohte Produktion von inflammatorischen Mediatoren und
Anti-Proteasen wie CRP, Fibrinogen und azx-Makroglobulin in der Leber [196]. Daher
ist es denkbar, dass aufgrund der raumlichen Nahe zum Produktionsort dieser
eigentlich systemisch gerichteten inflammatorischen Mediatoren die Konzentration in
der Leber besonders hoch ist und daher dort eine lokale Entziindungsreaktion, charak-
terisiert durch die in Abbildung 12 beobachteten Zytokine, verursacht. Nicht in
Einklang mit dieser Uberlegung ist allerdings die Beobachtung, dass IL-6, dessen
uberschief3ende Produktion eigentlich Teil der Akuten Phase Reaktion ist [196], das
einzige Zytokin war, welches in Lebern von nicht-operierten Mausen vermehrt vor-
gefunden wurde als in Lebern von operierten Mausen. Hier ist es aber auch denkbar,
dass die Produktion von IL-6 einer unterschiedlichen Kinetik unterliegt als andere
Mediatoren und diese daher durch die Untersuchung der gewahlten Zeitpunkte nicht
dargestellt werden konnte.

Insgesamt zeigen unsere in vivo Befunde, dass ein operativer Eingriff im Abdomen

eine lokale Entzundungsreaktion in der Leber hervorruft. Diese Befunde zusammen
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mit den Beobachtungen, dass PDAC Metastasen im selben Modell nach Resektion
des Primartumors abhangig von TRAIL-R2 in der Leber auswachsen, weisen im
Kontext der Literatur darauf hin, dass durch die operations-induzierte Entzindung das
Auswachsen der vorher ruhenden DTC in der Leber initiiert wird. Da aber in dem
klinisch-adaptierten PDAC Modell keine Befunde von Mausen vorliegen, in denen die

Primartumore nicht reseziert wurden, lasst sich dieser Zusammenhang nur vermuten.

5.3 Der Entzindungsstatus der hepatischen Mikroumgebung
kontrolliert das Wachstumsverhalten von PDAC Zellen in
Abhangigkeit von TRAIL-R2

Wie oben beschrieben sind an der Ausbildung von Lebermetastasen verschiedene
Zellpopulationen beteiligt, welche zum Teil auch durch eine inflammatorische Reaktion
der Leber rekrutiert oder aktiviert werden konnen. Daher stellte sich die Frage, ob die
durch den chirurgischen Eingriff verursachte lokale Entzindungsreaktion der Leber
zellular vermittelt und/oder von der Aktivierung bestimmter Zellpopulationen begleitet
wurde. Die Hauptmediatoren von entztindlichen Prozessen in der Leber sind HSC [75].
In ihrer ruhenden Form dienen sie vor allem der Speicherung von Vitamin A, werden
aber durch verschiedene entzindliche Stimuli zu HMF aktiviert, die sich durch die
Produktion von Proteinen der ECM sowie durch die Sekretion inflammatorischer Zyto-
kine auszeichnen [74,75]. Da unsere Arbeitsgruppe in Vorarbeiten bereits eine ent-
scheidene Rolle fur HSC beziehungsweise HMF in der Entstehung von Lebermetasta-
sen nachweisen konnte [137-139], wurde zunachst Uberprift, ob diese ebenfalls in
dem in dieser Arbeit verwendeten Modell eine Rolle spielen. Hier konnte interessanter-
weise gezeigt werden, dass die lokale humorale Entzindungsreaktion der Lebern von
operierten Mausen mit einer Hochregulation einer Gensignatur assoziiert war, die auf
eine Aktivierung von HMF hindeutet (Abbildung 13). Wahrend in den ausschlie3lich
laparotomierten Mausen vornehmlich die Ratio zwischen a-SMA / Desmin mRNA
Level erhoht war, war in den pankreatektomierten Mausen die Ratio zwischen
Col1A1/Desmin mRNA Level erhoht. Diese divergenten Ergebnisse lassen sich
moglicherweise mit der Intensitat des chirurgischen Traumas erklaren: Der Eingriff der
explorativen Laparotomie beinhaltet nur die Eréffnung der Bauchhohle und ist daher
von der Manipulation in der Bauchhohle sowie von der Dauer des Eingriffes als
geringeres Trauma anzusehen [196]. Daher kommt es bei einem solchen Eingriff ver-

mutlich nur zu einer leichten inflammatorischen Reaktion, zwar charakterisiert durch
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die Aktivierung von a-SMA+ HMF, aber ohne die Synthese des ECM-Proteins
Collagen 1A1. Der Prozess der subtotalen Pankreatektomie hingegen stellt einen
groRen Eingriff dar, der mit erheblichen Manipulation des umliegenden Gewebes
sowie mit Blutverlust einhergeht, so dass es mdglich erscheint, dass diese Form von
Trauma eine hohergradige Inflammation in der Leber auslost, die mit der Synthese von
ECM-Proteinen verbunden ist. Gegen diese Erklarung sprechen allerdings zwei
Punkte: Zum einen lasst sich dieser Unterschied zwischen laparotomierten und
pankreatektomierten Mausen nicht auf humoraler Ebene beobachten (Abbildung 12),
zum anderen sollte nach diesem Erklarungsansatz in pankreatektomierten Mausen die
Ratio zwischen a-SMA / Desmin ebenfalls hochreguliert sein. Dies war hier nicht der
Fall (Abbildung 13 B). Gleichzeitig |asst sich letztere Beobachtung dadurch erklaren,
dass HMF bezuglich ihrer Aktivierungsmarker und Funktionen keine homogene Popu-
lation darstellen, sondern sich im Gegenteil durch eine aul3erordentliche Heterogenitat
auszeichnen. In diesem Zusammenhang konnten Krenkel et al. mittels Single Cell
RNA-Sequencing zeigen, dass wahrend HSC bezuglich ihrer Genexpression eine
homogene Population darstellen, HMF sich in verschiedene Cluster einteilen lassen,
die sich bezuglich ihrer Expression von a-SMA und verschiedenen Kollagenen grund-
legend unterscheiden [197]. Daher sind weitere Untersuchungen wie zum Beispiel
Immunfluoreszenzfarbungen von HMF-assoziierten Aktivierungsmarkern in den
Lebergeweben notwendig, um diesen Prozess genauer zu charakterisieren.

Trotz dieser divergenten Regulation ist aufgrund dieser Befunde grundsatzlich von
einer Aktivierung von HMF im Zuge einer lokalen Entzindungsreaktion auszugehen.
Diese Ergebnisse erganzen die Vorbefunde unserer Arbeitsgruppe: Lenk et al.
konnten zeigen, dass in einem syngenen Mausmodell die Lebern alterer Mause einen
hohergradigen Entzindungsstatus aufweisen als solche von jungen Mausen, charak-
terisiert durch die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen sowie einer hoheren
Ratio von a-SMA/Desmin mRNA Spiegel. Interessanterweise zeigten DTC in den
entzundlicheren Lebern der alten Mause auch ein vermehrtes Wachstum sowie eine
gesteigerte Proliferation [139]. Auch in einem endogenen PDAC Mausmodell waren
kleine, nicht proliferierende Lebermetastasen und DTC vor allem von HSC, groRere,
proliferierende Metastasen hingegen eher von HMF umgeben [139]. Wahrend diese
Studie vor allem den Einfluss von chronischer (alterungsbedingter) Entziindung be-
schreibt, die sich Uber Jahre beziehungsweise Jahrzehnte entwickelt, ist die Entzin-
dung in unserer Studie mehr an ein auslosendes Ereignis gekoppelt. Trotzdem stutzen
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die Ergebnisse aus den verschiedenen Modellen unsere Hypothese, dass der Entzin-
dungsstatus der Lebermikroumgebung wichtig fur das Auswachsen von Leber-
metastasen ist. Die Relevanz von HSC beziehungsweise HMF in diesem Zusammen-
hang konnten auch andere Arbeitsgruppen untermauern. Aiello et al. zeigten in einem
endogenen PDAC Mausmodell (KPCY; Pdx1-cre, Kras-S--G12D p53Y+ RosaY P/¥FP),
dass die GrolRe von PDAC Lebermetastasen, beginnend ab 2-10 Zellen, mit der
Anzahl der umgebenden a-SMA+ Myofibroblasten sowie mit der Menge an Col1A1
korreliert [82]. Nielsen et al. konnte weiterhin mechanistisch aufklaren, dass bereits
PanINs Exosomen freisetzen, die in der Leber Uber Makrophagen HSC aktivieren,
welche dann im Verlauf durch Produktion des ECM-Proteins Fibronectin eine pra-
metastatische Nische etablieren [80]. Insgesamt belegen die Ergebnisse dieser
Studien die Relevanz von HSC beziehungsweise HMF fur die Ausbildung von PDAC
Lebermetastasen in ihrer Funktion als Vermittler von entzindlichen Prozessen. Um zu
untersuchen, inwiefern HSC und HMF ebenfalls eine Rolle in der Etablierung von
Lebermetastasen in einer post-operativen Situation in Abhangigkeit von TRAIL-R2
spielen, wurde ein in vitro System genutzt, in dem PancTu-l Zellen mit oder ohne
genetische Unterdrickung der TRAIL-R2 Expression zusammen mit HSC oder HMF
kokultiviert wurden. Die Kokultur mit HSC diente in diesem Fall dazu, die (nicht ent-
zuindliche) in vivo Situation vor der Operation zu simulieren. Dieses Modell setzt
voraus, dass PDAC Zellen bereits in einem sehr fruhen Stadium metastasieren und in
einer physiologischen Lebermikroumgebung ankommen, die charakterisiert durch
HSC ist. Durch die chirurgische Resektion des Primartumors wird eine lokale Entzin-
dungsreaktion in der Leber hervorgerufen, die mit der Aktivierung von HMF einhergeht.
Diese Situation wird durch die Kokultur mit HMF in vitro nachgestellt.

Mit diesem in vitro Kokulturmodell konnten wir zeigen, dass die Kokultur mit HMF im
Gegensatz zur Kokultur mit HSC die Zellzahlen sowohl von PancTu-I shCtrl als auch
PancTu-l shTR2 Zellen erhoht, wobei die Zellzahlen in PancTu-l shTR2 Zellen am
geringsten waren (Abbildung 14 A). Diese Ergebnisse lieBen sich vor allem der
Steigerung der Proliferation von beiden Zellvarianten durch die Kokultur mit HMF zu-
schreiben. Interessanterweise zeigte sich hier jedoch auch, dass die Kokultur mit HSC
die Proliferation von PancTu-l shTR2 Zellen im Vergleich zu PancTu-l shCtrl Zellen
signifikant verringerte (Abbildung 14 C). Diese Ergebnisse zeigen eine deutliche Be-
einflussung der Proliferation von PDAC Zellen in einer physiologischen, nicht ent-
zundlichen Lebermikroumgebung in Abhangigkeit von TRAIL-R2. Diese Ergebnisse

76



Diskussion

stimmen mit denen von Lenk et al. Uberein, die nachweisen konnten, dass eine physio-
logische Mikroumgebung in Form von HSC zu einer verminderten Proliferation von
PDAC Zellen fuhrt. Zusatzlich konnte dieser Zellzustand weiter charakterisiert werden
durch eine abgeflachte Morphologie, eine erniedrigte Expressionsratio von phospho-
ryliertem ERK zu phosphoryliertem p38 und einer erhdhten Aktivitat der seneszenz-
assoziierten (3-Galaktosidase. Diese Merkmale sind konform mit der Definition von
dormanten Zellen und waren entsprechend nach Kokultur mit HMF reversibel
[139,174]. Um zu Uberpriufen, ob diese HSC-vermittelte Kontrolle der Proliferation in
PDAC Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Expression durch einen Entzundungsreiz
aufgehoben werden kann, sollte der ,inflammatory switch® in Form eines chirurgischen
Eingriffs in vitro simuliert werden. Dafur wurden die PDAC Zellen zuerst entsprechend
der pra-operativen Situation mit HSC und anschliellend entsprechend der post-
operativen Situation mit HMF kultiviert. Im Einklang mit den oben beschriebenen Er-
gebnissen in vivo reagierten PancTu-l shTR2 Zellen weniger auf den Wechsel von
HSC zu HMF, so dass diese nach der HMF Kokultur wesentlich weniger vitale und
proliferierende Zellen zeigten als PDAC Zellen mit TRAIL-R2 Expression (Abbildung
16). Unsere Studie erganzt die Befunde von Lenk et al. dadurch, dass TRAIL-R2 ein
wichtiger Wachstumsvorteil fur PDAC Zellen in der nicht-entzindlichen Leber-
mikroumgebung ist, da seine Anwesenheit es den Tumorzellen ermdglicht, dem HSC-
vermittelten Ruhestadium zu entkommen. Fir die Reversibilitat dieses Stadiums durch
HMF scheint TRAIL-R2 keine besondere Rolle einzunehmen, da die Proliferation nach
HMF Kokultur in PDAC Zellen mit und ohne TRAIL-R2 vergleichbar war (Abbildung
14).

Welche mechanistische Rolle TRAIL-R2 in der HSC-vermittelten Unterdrickung der
Proliferation spielt, l1asst sich nur spekulieren. Sosa et al. identifizierten RAR-related
orphan receptor beta (NR2F1) als einen der Schllisselfaktoren, welcher das Dormanz-
Programm in Kopf-Hals-Tumorzellen steuert und auch in Brustkrebspatienten
dormante DTC charakterisiert [198,199]. NR2F1 ist ein Rezeptor, welcher durch
Retinsauren aktiviert wird, eine Stoffwechselproduktgruppe von Vitamin A [200]. In
dormanten Krebszellen bewirkt die Aktivierung von NR2F1 die Inhibition von
Proliferation und die Hochregulierung einer Dormanz-Gensignatur bestehend aus
pluripotenz-assoziierten Genen Sex determining region Y- box 9, , Retinoic acid
receptor B und NANOG [199]. Auch unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in
PDAC Zellen die Expression von NANOG nach Kokultur mit Hepatozyten und HSC
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hoher ist als in PDAC Zellen kokultiviert mit Hepatozyten und HMF [137]. Weiterhin
zeigten vorlaufige Daten dieser Studie, dass die NANOG Expression in PancTu-I|
shTR2 gegenuber PDAC Zellen mit TRAIL-R2 Expression nach Kokultur mit HSC
vermehrt zu detektieren war (Daten nicht gezeigt). Da HSC eine der Hauptspeicherzel-
len far Vitamin A und Retinsauren sind, kdnnte die Aktivierung des Dormanzpro-
gramms Uber NR2F1 in PDAC Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Expression durch die
Stimulation mit Retinsauren aus HSC-vermittelt sein.

Grundsatzlich ergibt sich aus den vorliegenden Befunden die Fragestellung, wie die
Kontrolle der hepatischen Mikroumgebung Uber das Wachstumsverhalten der PDAC
Zellen mit unterschiedlichem TRAIL-Rezeptorstatus vermittelt wird. Da wir ein
indirektes Kokultursystem verwenden, finden keine direkten Zell-Zell-Kontakte statt,
sondern die Interaktion der beiden Zellpopulationen ist nur Gber |0sliche Faktoren
moglich. Diese wurden mittels eines Multiplex-Assays analysiert. Mit dieser Untersu-
chung konnten IL-6 und IL-8 als Faktoren identifiziert werden, deren Sekretionsmuster
negativ mit dem Wachstumsmuster von PancTu-l shTR2 Zellen nach Kokultur
korrelierte (Abbildung 17). Dementsprechend war die IL-8 Sekretion in PancTu-l
shTR2 nach Kokultur mit HSC am hdochsten. In diesen Zellen konnte das Blockieren
von IL-8 mit einem neutralisierenden Antikorper in Folge auch die HSC-vermittelte
Proliferationsminderung im Vergleich mit PancTu-l shCtrl Zellen nach HSC Kokultur
wieder komplett revertieren (Abbildung 18). Diese Ergebnisse identifizieren IL-8 als
einen loslichen Faktor, welcher in PDAC Zellen mit unterdricktem TRAIL-R2 ein
dormanz-ahnliches Ruhestadium induziert. Auch diese Befunde stehen im Einklang
mit denen von Lenk ef al., dessen Studie ebenfalls IL-8 als einen Induktor der HSC-
vermittelten Dormanz in PDAC Zellen beschreiben konnte [139]. Auch ein
Zusammenhang zwischen der Sekretion von IL-8 und dem TRAIL-Rezeptorsystem ist
bereits bekannt: Trauzold et al. konnten zeigen, dass die Stimulation von PDAC Zellli-
nien mit TRAIL die Expression von IL-8 deutlich erhdht [114]. In vertiefenden Studien
konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass die IL-8 Sekretion im PDAC vor allem
durch die Aktivierung von NF-kB durch TRAIL-R1 und nicht TRAIL-R2 vermittelt wird
[158,161,201]. Die Erklarung, dass die beobachtete Hochregulierung der IL-8 Expres-
sion in TRAIL-R2 unterdrickten PDAC Zellen durch TRAIL-R1 vermittelt wird, wird
untermauert durch die Befunde, dass TRAIL-R1 in diesen Zellen nach HSC Kokultur
hochreguliert wird, und zwar sowohl hoher als die TRAIL-R1 Expression in PDAC
Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Expression nach Kokultur mit HMF als auch hoher
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als die TRAIL-R1 Expression von nicht genetisch modifizierten PDAC Zellen nach HSC
Kokultur (Abbildung 15 A). Dieser Mechanismus wirde in PDAC Zellen, die vorwie-
gend TRAIL-R1 statt TRAIL-R2 exprimieren, die Proliferation innerhalb der Leber-
mikroumgebung behindern und somit TRAIL-R1 eine anti-tumorigene Funktion in
diesem Kontext zuschreiben. Tatsachlich konnte die Expression von TRAIL-R1 in
einem PDAC Patientenkollektiv als ein positiv prognostischer Marker identifiziert
werden [202], wahrend TRAIL-R2 vor allem mit einer schlechten Prognose in Patienten
mit einem PDAC im UICC Stadium 2 korreliert [116]. Weiterhin wird dieses Erkla-
rungsmodell durch die klinische Beobachtung von Yang et al. gestutzt, dass auch post-
operativ erhohte IL-8 Konzentrationen mit einer verbesserten Prognose und einem
verlangerten Gesamtuberleben in RO-resezierten PDAC Patienten korreliert [203].
Zusammengefasst fuhren diese Befunde zu folgendem Modell: HSC unterdrucken die
Proliferation von PDAC Zellen, was durch IL-8 vermittelt wird und welches wiederum
TRAIL-R1 abhangig von Tumorzellen sezerniert wird. Da in Abwesenheit von TRAIL-
R2 und nach HSC Kokultur vermehrt TRAIL-R1 exprimiert wird, ist dieser Effekt in
PDAC Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Expression verstarkt. In Umkehr bedeutet
dies, dass die Hochregulation und Expression von TRAIL-R2 in PDAC Zellen einen
Mechanismus darstellt, durch den PDAC Zellen sich der HSC-vermittelten
Wachstumskontrolle entziehen konnen. Da das in dieser Studie verwendete Kokul-
tursystem aus murinen HSC beziehungsweise HMF sowie humanen PDAC Zellen
besteht, konnte das hier detektierte IL-8 den humanen PDAC Zellen zugeordnet
werden. Da die Regulation der IL-8 Sekretion abhangig von den verschiedenen
Kokultur-Bedingungen war, ist zu vermuten, dass diese durch einen bis jetzt
unbekannten, durch die HSC sezernierten Faktor induziert wird, wodurch dann ein
positiver Feedback-Loop in Gang gesetzt wird. Da sowohl gezeigt werden konnte,
dass HSC TRAIL exprimieren und sezernieren [204] als auch, dass murines TRAIL —
wenn gleich mit geringerer Affinitat — in der Lage ist, die humanen TRAIL-Rezeptoren
zu aktivieren [205], konnte HSC-sezerniertes TRAIL der anstof3ende Faktor sein. Auch
wenn dies einen moglichen Erklarungsansatz darstellt, muss an dieser Stelle diskutiert
werden, dass ein murin-humanes Kokultursystem neben seinen Vorteilen gewisse
Nachteile hat. Wie oben erwahnt erlaubt es, auf einfache und saubere Art und Weise
die Herkunft von Zytokinen anhand der Spezies genau einer Zellpopulation zuzu-
ordnen. Gleichzeitig schrankt diese Tatsache die Ubertragbarkeit und Funktionalitat
dieses Modells ein, da fur einige murine Zytokine keine Bindungsmaoglichkeit an den
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korrespondierenden humanen Rezeptoren besteht, und umgekehrt. Die Relevanz von
humanem IL-8 als Dormanz vermittelnder Faktor konnte jedoch in der Arbeit von Lenk
et al. auch in einer Kokultur mit humanen HSC validiert werden [139].

Nachdem mit IL-8 ein Faktor identifiziert werden konnte, der verantwortlich ist fur die
Kontrolle der Proliferation von PancTu-l shTR2 in einer pra-operativen (physio-
logischen) Leberumgebung, wurde als nachstes der Frage nachgegangen, welcher
Faktor in der Lage ist, in wachstums-arretierten Zellen post-operativ die Proliferation
wieder anzuregen. Da die Kokultur mit HMF als Simulation fur die Situation in der Leber
nach der chirurgischen Resektion des Primartumors diente, lag TNF-a als viel-
versprechender Kandidat nahe, da es in vivo signifikant erhoht in den Lebern operierter
Mause zu detektieren war (Abbildung 12). Zusatzlich konnten Egberts et al. bereits
im selben Tiermodell zeigen, dass die Inhibition von TNF-a mit den klinisch validierten
Antikorpern Etanercept und Infliximab die Anzahl an Lokalrezidiven sowie Leber-
metastasen nach Resektion des Primartumor effektiv verringert [162]. TNF-a wurde
daher in Kokulturen von HMF und PDAC Zellen mit und ohne TRAIL-R2 Expression
durch den neutralisierenden Antikorper Etanercept inhibiert. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass TNF-a speziesubergreifend an die murinen beziehungsweise humanen
Rezeptoren bindet und dort auch aktiv ist [205], und dass Etanercept humanes und
murines TNF-a inhibiert. Wahrend die Blockade mit Etanercept in PDAC Zellen mit
TRAIL-R2 Expression die Proliferation sogar steigerte, zeigte sich in Zellen mit
verminderter TRAIL-R2 Expression eine gegenteilige Veranderung (Abbildung 19 B).
Insgesamt konnten hier keine kongruenten Effekte beobachtet werden, so dass TNF-
a offenbar nicht der proliferations-férdernde Faktor unter HMF Kokultur ist. (Abbildung
19 A). Diese Befunde stehen nicht zwangslaufig im Gegensatz zu den in vivo erhobe-
nen Ergebnissen von Egberts et al. [162]. Wahrend in unserer Studie nur die Relevanz
von TNF-a im Kontext der Kokultur mit HMF in Bezug auf die Proliferation untersucht
wurde, ist es gut moglich, dass die von Egberts et al. beobachtete Inhibition der Leber-
metastasierung durch Etanercept auf andere Wirkungsbeziehungen oder Mechanis-
men zurtckzufuhren ist. Denkbar ware zum Beispiel, dass die Inhibition von TNF-a die
Adhasion von zirkulierenden Tumorzellen an das Leberendothel verringert und somit
das Ankommen der Tumorzellen im Sekundarorgan unterbindet, wie dies in vitro
bereits gezeigt worden ist [206,207]. Eine andere Erklarung fur die Divergenz zwischen
den in vivo Befunden von Egberts ef al. und den in vitro Befunden unserer Studie ist,
dass die Inhibition von TNF-a zwar keinen relevanten Einfluss auf die Proliferation hat,
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aber moglicherweise stammzell-assoziierte Eigenschaften in den Tumorzellen unter-
druckt, fur die ebenfalls eine Relevanz fur das Auswachsen von Metastasen nach-
gewiesen worden ist [208,209]. In der Tat konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen,
dass stammzell-assoziierte Eigenschaften sowie ein mesenchymalen Phanotyp von
PDAC Zellen durch die Inhibition von TNF-a teilweise inhibiert werden konnen [137].
Gegen eine Funktion von TNF-a als lebermetastasierungs-fordernder Faktor spricht
hingegen, dass post-operativ erhohte TNF-a Spiegel in RO-resezierten PDAC
Patienten mit einem verbesserten Gesamtuberleben korrelieren [203]. Insgesamt ist
die Rolle von TNF-a in der Lebermetastasierung des PDAC nicht eindeutig und scheint
sehr komplex zu sein.

Da in der Studie von Yang et al. erhohte VEGF Konzentrationen im Serum von PDAC
resezierten Patienten mit einem schlechteren Gesamtuberleben korrelierten [203] und
fur VEGF weiterhin bereits eine proliferations-induzierende Wirkung auf PDAC Zellen
in einer entzindlichen Lebermikroumgebung gezeigt werden konnte [139], wurde als
nachstes die Expression von murinem VEGF in HSC und HMF untersucht. Tatsachlich
zeigten HMF hohere VEGF mRNA Spiegel als HSC, und zwar unabhangig von der
Kokultur mit den unterschiedlichen PDAC Zell-Varianten (Abbildung 20 A). Daher
wurde der Einfluss einer Antikorper-vermittelten Inhibition von VEGF auf das Wachs-
tumsverhalten der PDAC Zellen mit oder ohne TRAIL-R2 Expression in Kokultur mit
HMF untersucht. In der Tat verursachte die Applikation von Aflibercept eine Verringe-
rung der Vitalzellzahl (Abbildung 20 B) sowie der Proliferation (Abbildung 20 C) in
beiden PDAC Zelllinien nach Kokultur mit HMF. Somit war dieser Effekt weitestgehend
unabhangig vom TRAIL-Rezeptorstatus der PDAC Zellen, so dass postuliert werden
kann, dass HMF post-operativ die Proliferation von PDAC Zellen durch VEGF vermit-
telt anregen, dies aber im Gegensatz zu den IL-8 vermittelten Effekten nicht durch den
TRAIL-Rezeptorstatus beeinflusst wird. Im Einklang damit war VEGF auch erhoht in
den Lebern von operierten Mausen im Vergleich zu unoperierten Mausen (Abbildung
12), wenn auch nur in geringem Ausmaf. Die Ubertragung der in vitro Befunde auf die
in vivo Situation ist jedoch nur bedingt moglich, da VEGF aufgrund seiner pro-
angiogenetischen Funktion seine Wirkung auf das Tumorwachstum in einem komple-
xen Organismus auf vielfache Weise entfaltet, als es in vitro moduliert werden kann.
Die Inhibition von VEGF durch neutralisierende Antikorper wie Bevacizumab oder
Aflibercept hat schon seit einiger Zeit erfolgreich den Eingang in die therapeutische
Anwendung bei verschiedenen Tumorentitaten gefunden [167,169,210,211], wobei
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deren Wirkung vor allem auf die verminderte Bindung von VEGF an seinen Rezeptor
auf Endothelzellen zurickgefuhrt wird, wodurch die Neovaskularisierung des Tumors
unterbunden wird [170,212]. Dartber hinaus sind mittlerweile weitere Mechanismen
bekannt, durch die VEGF angiogenese-unabangig die Tumorprogression fordert, so
dass nicht auszuschliel3en ist, dass die klinische Wirkung auch auf die Inhibition dieser
Effekte zurickzufuhren ist. Dennoch zeigte der Einsatz von VEGF-Inhibitoren in der
Behandlung des PDAC bisher keine Erfolge: Weder die Kombination aus Gemcitabine
+ Bevacizumab noch Gemcitabine + Aflibercept verbesserte das Gesamtlberleben
oder das progressionsfreie Uberleben in Patienten mit einem fortgeschrittenen PDAC
[213,214]. Diese Befunde stehen allerdings nicht zwangslaufig im Gegensatz zu den
hier und in der Studie von Lenk et al. prasentierten Ergebnissen. In den oben genann-
ten klinischen Studien [213,214] wurde ausschlieRlich die Applikation von VEGF-
Inhibitoren bei PDAC Patienten untersucht, die bereits ein metastasiertes Stadium auf-
weisen. Unsere Ergebnisse deuten auf einen therapeutischen Nutzen zu einem viel
friheren Zeitpunkt als adjuvante Therapie nach RO-Resektion hin, um das Auswach-
sen von Lebermetastasen zu unterbinden (wenn klinisch noch keine Lebermetastasen
detektierbar sind). Dieser Therapie-Ansatz zielt eher darauf ab, dass Auswachsen von
klinisch manifesten Metastasen zu unterbinden, als die im Korper verbliebenen Tumor-
zellen alle abzutoéten.

Zusammengefasst deuten die bisherigen Befunde darauf hin, dass eine physiologi-
sche (pra-operative) Lebermikroumgebung IL-8 vermittelt in PDAC Zellen ohne TRAIL-
R2 Expression einen Wachstumsarrest induzieren kann. Die Hochregulation der
TRAIL-R2 Expression stellt dabei offenbar einen Mechanismus dar, sich der Stroma-
vermittelten Wachstumskontrolle zu entziehen. Ferner deuten die Befunde darauf hin,
dass HMF in einer entziindlichen (post-operativen) Lebermikroumgebung VEGF-ver-
mittelt das Ruhestadium in den PDAC Zellen zu revertieren und die Proliferation zu
steigern scheinen. PDAC Zellen, die vermindert TRAIL-R2 exprimieren, wachsen unter
diesen Bedingungen zwar ahnlich gut wie PDAC Zellen mit TRAIL-R2 Expression,
haben allerdings dadurch, dass sie unter physiologischen Bedingungen einen Wachs-
tumsnachteil erfahren haben, einen Wachstumsruickstand und wachsen daher in vivo
langsamer zu sichtbaren Metastasen aus beziehungsweise verharren langer im

Stadium einer okkulten Mikrometastase.
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Abbildung 21: Vorgeschlagenes grafisches Modell der Interaktion von PDAC Zellen mit verschiedener
TRAIL-R2 Expression und der physiologischen bzw. entziindlichen Lebermikroumgebung. (1) In einer
physiologischen Lebermikroumgebung, charakterisiert durch HSC, wird in PDAC Nanometastasen IL-8 vermittelt
ein Wachstumsarrest induziert. Nanometastasen, die TRAIL-R2 exprimieren, kdénnen sich diesem eher entziehen,
als solche, die den Rezeptor nicht exprimieren. (2) Durch die Resektion des Primartumors wird eine
Entziindungsreaktion in der Leber verursacht, welche die Leber entziindlich verandert. (3) Diese entziindliche
Veranderung geht einher mit der Aktivierung von HSC zu HMF. Diese fordern das Auswachsen der PDAC
Metastasen durch die Sekretion von VEGF, unabhangig vom TRAIL-Rezeptorstatus.
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6 Ausblick

Diese Studie erweitert das Verstandnis uber die Formation von Lebermetastasen des
PDAC im Zeitraum nach Resektion des Primartumors. Es wurde gezeigt, dass die
Operation eine lokale Entziindungsantwort in der Leber induziert und dass das Aus-
wachsen von Lebermetastasen in diesem Modell in Abhangigkeit von TRAIL-R2 ist. In
vitro zeigte sich, dass HSC, reprasentativ fur eine physiologische Lebermikroumge-
bung vor der Operation, das Wachstum der Tumorzellen IL-8 abhangig unterdrickt
und dass dieser Vorgang in Abwesenheit von TRAIL-R2 verstarkt ist. HMF, repra-
sentativ fur eine postoperative, entziundliche Lebermikroumgebung, hingegen konnen
diese Wachstumsbeschrankung durch Sekretion von VEGF wieder aufheben. Fir das
funktionelle Verstandnis der Rolle der durch post-operative Entziindung geforderten
Lebermetastasierung bleiben allerdings einige Fragen offen. Zum einen blieb in
unserer Studie der Einfluss des adaptiven Immunsystems vollstandig unberucksichtigt.
Um dies aufzuklaren, ware es sinnvoll die in vivo Resektionsversuche in einem synge-
nen Mausmodell durchzufuhren. Hierfur konnte die murine PDAC Zelllinie R254 mit
genetischer Unterdrickung des murinen TRAIL-Rezeptor 1/2 (mTRAIL-R) bezie-
hungsweise ohne modifizierten TRAIL-Rezeptor orthotop in das Pankreas von immun-
kompetenten C57BL/6J Mausen inokuliert werden, auch wenn sich hier - im Gegen-
satz zu unserem Modell - nicht der einzelne Beitrag der verschiedenen TRAIL-
Rezeptoren dezidiert untersuchen lielRe. Nach Resektion wirde es sich anbieten, die
Immuninfiltration zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Immunfluoreszenzfarbung in
den Lebern zu untersuchen und deren raumliche Beziehung zu den Lebermetastasen
zu beschreiben. Da in dieser Studie im klinisch-adaptierten Resektionsversuch keine
tumortragenden, sondern nicht operierten Mause als Kontrolle mitgefuhrt wurden, um
den Einfluss der Operation auf den Entzindungsstatus der Lebern sowie auf das Aus-
wachsen der Metastasen zu beschreiben, sollten parallel im syngenen Modell auch
tumortragende Kontroll-Mause ohne Resektion des Primartumors gehalten werden.
Da bereits beschrieben ist, dass die genetische Unterdrickung von mTRAIL-R in
einem endogenen PDAC-Modell die Tumorprogression verlangsamt und dadurch
zwangslaufig die Metastasierung verringert [115], konnte gezielt der Einfluss des
TRAIL-Rezeptorstatus im Kontext der Lebermikroumgebung untersuchen werden, in
dem durch Verwendung eines etablierten in vivo Metastasierungsmodells diese ersten

Schritte der metastatischen Kaskade ausgeklammert werden [79,80]. Hierfur wirden
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dieselben murinen PDAC Zellen mit oder ohne genetischer Unterdrickung von
MTRAIL-R in die Milz von C57BL/6J Mausen inokuliert werden, da diese so auf
direktem Wege in die Leber metastasieren. Anschlielend wurden die Mause einer
Operation unterzogen oder unoperiert bleiben, um eine Leberentziindung zu induzie-
ren oder nicht. Auch hier sollte die Entzindungsreaktion der Leber auf 1. humoraler
und 2. zellularer Ebene mittels Bestimmung von Entzindungsmarkern durch Multiplex-
Analyse und Immunfluoreszenzfarbungen von verschiedenen Immunzellpopulationen
untersucht werden. In beiden Modellen konnte der Einfluss einer adjuvanten Behand-
lung mit entzindungshemmenden Medikamenten und/oder Aflibercept auf das Aus-
wachsen der Metastasen getestet werden, um die Hypothese, dass die Entzindungs-
reaktion der Leber und VEGF spezifisch das Auswachsen der Metastasen fordern, zu
uberprufen. In den Lebern der Tiere ware die Farbung von verschiedenen Dormanz-
markern wie NR2F1, sowie von TRAIL-R4 eine sinnvolle Erganzung, um die dorman-
ten PDAC Zellen naher zu charakterisieren.

Um die Ergebnisse dieser Studie sowie der weiteren vorgeschlagenen Untersuchun-
gen im Menschen zu validieren, konnten in humanen Lebermetastasen verschiedener
GroRRe zum einen die Prasenz von HSC bzw. HMF bestimmt werden, zum anderen
konnte die GroRe der Metastasen mit der Menge und prozentualen Verteilung an
TRAIL-R2 korreliert werden, um zu uberprufen, ob kleine Metastasen weniger TRAIL-
R2 exprimieren als groRere. Weiterhin ware es sinnvoll, die TRAIL-R2 Expression im
Primartumor bei Resektion mit der Zeit bis zum Auftreten von Lebermetastasen zu
korrelieren. Insgesamt sollte das Ziel dieser und weiterer Untersuchungen sein, wirk-
same Therapien fur Patienten mit einem metastasierten Pankreaskarzinom zu entwi-
ckeln, die sich nicht nur wie bisher gegen den Geno- und Phanotyp der Tumorzellen
im Primartumor richten, sondern auch gegen den der Tumorzellen in Metastasen,

sowie die tumor-assoziierte Entziindung zu unterdrtcken.
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7 Zusammenfassung

Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) ist die vierthaufigste Ursache krebs-
bedingter Todesfalle. Es wird meist in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert,
in dem bereits Fernmetastasen vorhanden sind. Diese Patienten sind einer potentiell
kurativen chirurgischen Resektion des Primartumors nicht mehr zuganglich, so dass
die palliative Therapie die einzige Behandlungsmoglichkeit darstellt. Doch selbst jene
Patienten, die bei Diagnosestellung keine Streuung aufweisen und deren Primartumor
im Gesunden entfernt wird, entwickeln Uberwiegend noch wahrend der adjuvanten
Chemotherapie oder nur wenige Monate danach lokale Rezidive oder Metastasen.
Das Hauptmetastasierungsorgan des PDAC ist die Leber. Das Auswachsen von
Lebermetastasen in der Leber wird erheblich durch die Interaktion mit der lokalen
Mikroumgebung beeinflusst und der Entzindungszustand der Leber ist in diesem
Zusammenhang eine wichtige Determinante. Welche Veranderungen der hepatischen
Mikroumgebung das Auswachsen von Lebermetastasen nach Resektion des Primar-
tumors bedingen ist allerdings noch unklar.

Das TRAIL-Rezeptorsystem bestehend aus verschiedenen Rezeptoren sowie dem
Liganden TRAIL ist neben seiner physiologischen Bedeutung fur die Induktion des
Zelltods auch an verschiedenen tumorfordernden Prozessen beteiligt. Wahrend fur
TRAIL-Rezeptor 2 (TRAIL-R2) bereits eine Rolle in der Metastasierung des PDAC
nachgewiesen werden konnte, ist seine Relevanz fur das Auswachsen von Tumorzel-
len in der Leber noch ungeklart.

Da sowohl die Lebermikroumgebung als auch TRAIL-R2 wichtige Determinanten flr
die Lebermetastasierung des PDAC sind, ihre Interaktion aber weitestgehend unver-
standen ist, wurde dies im zeitlichen Zusammenhang der post-operativen Metastasie-
rung des PDAC untersucht. Diese Lebermetastasierung des PDAC wurde in einem
klinisch adaptierten Mausmodell untersucht. Nach Resektion des Primartumors in
diesem Modell bildeten PDAC Zellen mit unterdruckter TRAIL-R2 Expression weniger
makroskopische Lebermetastasen aus als unverdnderte PDAC Zellen. Uberra-
schenderweise zeigten die Lebern von PDAC Zellen mit verminderter TRAIL-R2 Ex-
pression jedoch eine erhohte Anzahl von disseminierten Tumorzellen und Nano-
metastasen, welche ebenfalls weniger proliferativ aktiv waren. Gleichzeitig konnte

nachgewiesen werden, dass die Resektion des Primartumors eine starke humorale
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Zusammenfassung

Entzindungsreaktion in der Leber hervorruft, welche mit der Aktivierung von hepati-
schen Sternzellen einherging. Um den Einfluss der pra-operativen, physiologischen,
sowie der post-operativen, entzindlichen Lebermikroumgebung auf das Auswachsen
der PDAC Zellen mit verschiedener TRAIL-R2 Expression in vitro zu untersuchen,
wurden PDAC Zellen mit hepatischen Sternzellen (HSC) sowie ihrer aktivierten Form
hepatischen Myofibroblasten (HMF) kokultiviert. In Gegenwart von HSC war die
Proliferation von PDAC Zellen mit vermindertem TRAIL-R2 signifikant verringert als
die von Kontroll PDAC Zellen, wahrend in Kokultur mit HMF beide gleich stark prolife-
rierten. Um die entzindliche Veranderung der Leber durch die Operation in vitro zu
simulieren, wurde ein Wechsel der Kokultur von HSC zu HMF untersucht. Die vermin-
derte Proliferation von PDAC Zellen mit vermindertem TRAIL-R2 persistierte auch
nach verlangerter Kokultur mit HMF. Diese Wachstumskontrolle von PDAC-Zellen mit
vermindertem TRAIL-R2 durch die physiologische Lebermikroumgebung, charakteri-
siert durch HSC, konnte durch die Blockierung von IL-8 aufgehoben werden. Gleichzei-
tig konnte VEGF als Mediator der nach HMF Kokultur induzierten Steigerung der
Proliferation identifiziert werden, welche unabhangig vom TRAIL-Rezeptorstatus be-
obachtet wurde. Zusammengefasst zeigt diese Arbeit auf, dass die Resektion des
Primartumors eine lokale Entzindungsreaktion der Leber bedingt. Die Interaktion der
physiologischen bzw. entzindlichen Lebermikroumgebung mit TRAIL-R2 exprimieren-
den PDAC Zellen beeinflusst das Auswachsen dieser als Lebermetastastasen.
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