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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom

Das duktale Adenokarzinom der Bauchspeicheldriise (pancreatic ductal adenocarcinoma,
PDAC) zeichnet sich durch aggressives Wachstum, frilhe Metastasierung und eine ungtnstige
Prognose aus. Die Mehrzahl der PDAC entsteht im Pankreaskopf, wahrend nur 20-30 % im
Pankreaskorpus oder -schwanz lokalisiert sind (Mizrahi et al. 2020). Aufgrund der
retroperitonealen Lage des Organs bleiben die Patienten oft symptomlos oder entwickeln erst
spat im Krankheitsverlauf Symptome. Die Diagnostik, die hauptsachlich auf bildgebenden
Verfahren basiert, kann Raumforderungen im Pankreas oft erst bei fortgeschrittener
TumorgréRe erkennen. Zum Zeitpunkt der Erstvorstellung ist der Tumor daher haufig
metastasiert bzw. lokal fortgeschritten, so dass eine kurative Therapie bei den meisten

Erkrankten nicht mehr mdglich ist (Leitlinienprogramm Onkologie 2024).

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das PDAC ist weltweit die siebthaufigste krebsbedingte Todesursache. Es gibt deutliche
geografische Unterschiede in der Inzidenz, wobei Regionen mit hohem Einkommen wie
Nordamerika, Europa und Australien aufgrund demografischer Faktoren hdhere Inzidenzraten
aufweisen als Regionen mit niedrigem Einkommen (Sung et al. 2021). Deutschland hat eine
der hochsten Neuerkrankungsraten in Europa. Basierend auf den Daten des Global Cancer
Observatory (GCO) fir das Jahr 2022 betragt die altersstandardisierte Neuerkrankungsrate
fur Deutschland 9,9 pro 100.000 Manner und 7,6 pro 100.000 Frauen. Die altersstandardisierte
Sterberate fur das Jahr 2022 betragt fur Deutschland 9,6 pro 100.000 Manner und 6,9 pro
100.000 Frauen (Ferlay et al. 2024). Mit nahezu identischen Inzidenz- und Mortalitatsraten
sowie einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 12 % ist das PDAC somit eine der tddlichsten
Krebserkrankungen (Siegel et al. 2023). Die meisten Betroffenen sind bei Erstdiagnose uber
70 Jahre alt (Leitlinienprogramm Onkologie 2024).

Die genaue Atiologie des PDAC ist weitgehend unbekannt (Leitlinienprogramm Onkologie
2024). In grofRen prospektiven Kohortenstudien konnten jedoch mehrere Risikofaktoren
identifiziert werden, die das Risiko flr die Entwicklung eines PDAC erhéhen. Zu den
beeinflussbaren Risikofaktoren gehéren das Rauchen, regelmaRiger Alkoholkonsum,
Ubergewicht, geringe kdrperliche Aktivitat und das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2
(Batabyal et al. 2014; lodice et al. 2008; Lucenteforte et al. 2012; Michaud 2001). Weitere nicht

beeinflussbare Risikofaktoren sind eine akute oder chronische Pankreatitis in der Anamnese,
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eine positive Familienanamnese und bestimmte hereditdre Genmutationen (Abe et al. 2021;
Permuth-Wey und Egan 2009; Yadav und Lowenfels 2013).

Aufgrund des demographischen Wandels und der Zunahme ungesunder Lebensweisen wird
erwartet, dass das PDAC bis 2040 die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache in den USA
sein wird (Rahib et al. 2021).

1.1.2 Pathogenese

Das PDAC stellt die haufigste Form des Pankreaskarzinoms dar und macht tber 95 % aller
bdsartigen Erkrankungen der Bauchspeicheldrise aus. Es geht von den exokrinen Zellen des
Pankreas, insbesondere von den pankreatischen duktalen Epithelzellen (PDEZ), aus. Im
Vergleich dazu sind zystische Adenokarzinome, Tumoren, die von den sekretproduzierenden
Parenchymzellen der Azini ausgehen, sowie endokrine Tumoren seltener (Leitlinienprogramm
Onkologie 2024).

Die Pathogenese des PDAC ist multifaktoriell und umfasst ein komplexes Zusammenspiel
genetischer, epigenetischer, zellularer und das Tumormikromilieu beeinflussender
Veranderungen. Diese vielfaltigen Veranderungen interagieren miteinander und tragen dazu
bei, dass sich nicht-invasive prakanzerdése Vorstufen, wie pankreatische intraepitheliale
Neoplasien (pancreatic intraepithelial neoplasms, PanIN), intraduktale papillar-muzinése
Neoplasien (intraductal papillary mucinous neoplasms, IPMN) oder muzinds-zystische
Neoplasien (mucinous-cystic neoplasms, MCN), im Laufe der Zeit zu invasiven Karzinomen
entwickeln kdnnen (Abbildung 1) (Vincent et al. 2011).

Normal PanIN-1 PanIN-2 PanIN-3 PDAC

>
>

CDKN2A

>
B

TP53

>
»

SMAD4

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Progression eines PDAC. Aus einem
normalen Pankreasepithel entsteht Uber pankreatische Vorlauferlasionen ein invasives
duktales Pankreasadenokarzinom (PDAC). Dargestellt sind die im Laufe der Zeit erworbenen
genetischen Aberrationen und die Progression von PanIN1 bis PanIN3, sodass letztendlich

ein invasives PDAC entsteht. Hergestellt mit Biorender®.
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Die Progression nicht-invasiver Vorlauferlasionen zu einem PDAC wird mal3geblich durch
genetische Veranderungen beeinflusst, wobei eine Beteiligung mehrerer Gene nachgewiesen
wurde. Aktivierende Mutationen im Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS) stellen das
Hauptmerkmal des PDAC dar und treten in Uber 90 % der Falle auf (Cancer Genome Atlas
Research Network 2017). Auch Mutationen in Tumorsuppressorgenen, wie beispielsweise
dem tumor protein 53 (TP53), dem Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) und dem
Mothers against Decapentaplegia homolog 4 (SMAD4), werden haufig nachgewiesen (Bailey
et al. 2016). Diese Mutationen flhren nicht nur zur Progression eines PDAC aus
Vorlauferlasionen, sondern férdern auch die Metastasierung (Aguirre et al. 2003; Bardeesy et
al. 2006; Hingorani et al. 2005; Qiu et al. 2011). In der Konsequenz tragen sie zum
Fortschreiten der Tumorerkrankung und der ungiinstigen Prognose bei.

Epigenetische Veranderungen, einschliel3lich der DNA-Methylierung, Histonmodifikationen
und Dysregulation nicht-kodierender RNA (non-coding RNA, ncRNA) fihren zu weiteren
Veranderungen in Genen, welche die Progression des PDAC beeinflussen. Dies umfasst
sowohl Veranderungen der malignen Tumorzellen selbst als auch des Tumorstromas (Pandey
et al. 2023).

Das Tumorstroma beim PDAC ist durch seine dichte und bindegewebsreiche Struktur
gekennzeichnet. Diese Gewebsvermehrung wird als desmoplastische Reaktion bezeichnet
und macht teilweise 80 % des Primartumors aus (Erkan et al. 2012). Das dichte Tumorstroma
ist nicht nur eine passive strukturelle Komponente, sondern tragt aktiv zum malignen Verhalten
des Tumors bei. Es fordert das Uberleben, die Proliferation und die Metastasierung von
Tumorzellen, wahrend es die Infiltration von Immunzellen hemmt und eine physische Barriere
bildet, die die Wirksamkeit von Chemotherapeutika mindert (Edwards et al. 2021).

Die aufgezeigten Veranderungen bedingen letztlich die aggressive Natur des PDAC sowie die

Unwirksamkeit vieler Therapiestrategien.

1.1.3 Symptome, Diagnostik und Therapie

Das PDAC stellt aufgrund der oftmals spaten Diagnosestellung, des aggressiven Verhaltens
und der eingeschrankten Therapiemdoglichkeiten eine grofl’e Herausforderung fir die Medizin
dar (Ryan et al. 2014).

In vielen Fallen treten Symptome erst in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung auf,
wodurch eine friihzeitige Diagnose erschwert wird. Bei Auftreten von Beschwerden wiederum
sind diese aulerst unspezifisch flir das Vorliegen eines PDAC und zudem abhangig von der
Lokalisation des Primarius (Mizrahi et al. 2020; Porta et al. 2005; Walter et al. 2016).



Einleitung 4

Zu diesen unspezifischen Beschwerden gehdrt die Entwicklung einer Gelbsucht, wenn der
Tumor aufgrund seines Wachstums und seiner Lage — vor allem im Pankreaskopf — den
Gallengang verlegt (Schmidt-Hansen et al. 2016).

Gurtelférmig ausstrahlende Bauch- und Rickenschmerzen treten in der Regel friih auf. Neben
der Kompression benachbarter Strukturen mit konsekutiver Reizung der sensiblen Afferenzen
kénnen maligne Tumorzellen durch direkte Invasion in peripankreatische Nervenplexus
Schmerzen verursachen (Bapat et al. 2011).

Begleitsymptome einer konsumierenden Erkrankung wie Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit und
Fieber treten auch beim PDAC auf. Neben dem konsumierenden Charakter des Malignoms ist
der eingeschrankte Allgemein- und Erndhrungszustand auf die verminderte Fahigkeit des
Koérpers zurlckzufiihren, Nahrstoffe zu verdauen, da der Tumor die exokrine Funktion der
Bauchspeicheldriise beeintrachtigt. Dies kann zu Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall und
Fettstihlen fihren (Schmidt-Hansen et al. 2016; Vujasinovic et al. 2017). In einigen Fallen
kann sogar eine abnorme Nuchternglukosetoleranz oder ein neu aufgetretener Diabetes
mellitus mit einem PDAC assoziiert sein, bevor der Primarius bildmorphologisch detektierbar
ist (Pannala et al. 2009).

Die Prasentation eines PDAC ist somit unspezifisch und nur die Kombination verschiedener
Symptome weist auf eine maligne Grunderkrankung hin. Daher kann keine allgemeingiiltige
Empfehlung ausgesprochen werden, wann der Verdacht auf ein PDAC geauliert und weitere
diagnostische Schritte eingeleitet werden sollten.

Die neueste S3-Leitlinie aus dem Jahr 2024 empfiehlt unter bestimmten Bedingungen, wie
beispielsweise bei Personen tber 50 Jahren mit neu aufgetretenen starken Oberbauch- oder
Rickenschmerzen zunachst eine transabdominale Ultraschalluntersuchung durchzufiihren.
Bei persistierendem Verdacht auf eine maligne Raumforderung im Pankreas werden weitere
bildgebende Verfahren wie die Multidetektor-Computertomographie (MDCT) oder die
Magnetresonanztomographie (MRT) in  Kombination mit der Magnetresonanz-
Cholangiopankreatikographie (MRCP) zur Detektion des Primartumors sowie zur
Ausbreitungsdiagnostik empfohlen. Je nach Verfligbarkeit kann eine Endosonographie
erganzt werden, die in Abhangigkeit von der Erfahrung des Untersuchers die hdchste
Sensitivitdt zur Erkennung eines PDAC bietet (Costache et al. 2017; Leitlinienprogramm
Onkologie 2024). Eine Biopsie der Tumormasse zur Diagnosesicherung sollte nur in
Ausnahmefallen oder vor Einleitung einer palliativen Therapie durchgeflihrt werden. Bei
operablen, jedoch unklaren Pankreasveranderungen muss die Resektion unabhangig von der
mdoglichen Dignitat der Lasion zeitnah angestrebt werden (Leitlinienprogramm Onkologie
2024).

Die chirurgische RO-Resektion des Tumors in Kombination mit einer sechsmonatigen

adjuvanten Chemotherapie stellt derzeit die einzige kurative Therapie dar. Die Resektabilitat
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wird nicht nur durch anatomische Faktoren definiert, sondern auch durch tumorbiologische
und patientenabhangige Kriterien (Isaji et al. 2018). Allerdings ist zum Zeitpunkt der Diagnose
lediglich ein geringer Anteil der Patienten flir eine Operation geeignet. Neoadjuvante
Therapien gewinnen daher zunehmend an Bedeutung, da sie das Wachstum von Tumorzellen
reduzieren, die Resektionsraten erhdhen und das Langzeitliberleben verlangern kénnen (van
Dam et al. 2022; Janssen et al. 2019).

Nach chirurgischer Resektion und ohne Vorliegen von Fernmetastasen stellt die adjuvante
Chemotherapie mit einem modifizierten (Dosis-reduzierten) Regime aus Folinsaure/5-
Fluorouracil (5-FU), Irinotecan und Oxaliplatin (mFOLFIRINOX), Gemcitabin als Monotherapie
oder Gemcitabin in Kombination mit Capecitabin den Standard in der kurativen Therapie des
PDAC dar (Leitlinienprogramm Onkologie 2024).

Bei Vorliegen von Fernmetastasen oder einem lokal fortgeschrittenen, inoperablen Tumor
kann einzig eine palliative Chemotherapie mit FOLFIRINOX, einer Kombination aus
Leucovorin, liposomalem Irinotecan, 5-FU und Oxaliplatin (NALIRIFOX) oder Gemcitabin und
nanoparticle albumine-bound (nab)-Paclitaxel das Gesamtiberleben verlangern. Falls der
Allgemeinzustand des Patienten keine der genannten Therapieschemata erlaubt, kann
alternativ eine Systemtherapie mit Gemcitabin als Monotherapie oder in Kombination mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Erlotinib sowie eine rein supportive Therapie angeboten werden
(Leitlinienprogramm Onkologie 2024).

In den vergangenen Jahren haben sich bei zahlreichen Krebserkrankungen zielgerichtete
Therapien (targeted therapies) durchgesetzt, die spezifische genetische Aberrationen und
molekulare Veranderungen beeinflussen. Der Einsatz dieser Therapieform hat sich jedoch
beim PDAC aufgrund der Heterogenitat der Tumorzellen sowie der Komplexitat des
Tumorstromas nicht etablieren kénnen. Lediglich der bereits erwahnte TKI Erlotinib, der den
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) hemmt,
wurde beim fortgeschrittenen, inoperablen Pankreaskarzinom zugelassen (Moore et al. 2007).
Eine weitere zielgerichtete Therapie ist Sotorasib, das in ersten klinischen Studien ein
vielversprechendes Ansprechen gezeigt hat. Es hemmt spezifisch die Signallibertragung bei
PDAC-Patienten mit einer Mutation des KRAS-G12C, die jedoch nur bei etwa 1-2% der
Erkrankten nachweisbar ist (Strickler et al. 2023).

Es ist daher von entscheidender Bedeutung, weitere molekulare Mechanismen des PDAC zu

entschlisseln, um in Zukunft effektivere Therapiestrategien entwickeln zu kénnen.

1.2 Metastasierung

Der Begriff der Metastasierung bezeichnet den Prozess der Ausbreitung von Krebszellen vom

Primartumor in sekundare Organe. Die Metastasierung stellt eines der charakteristischen



Einleitung 6

Merkmale einer malignen Tumorerkrankung dar und ist klinisch von grof3er Bedeutung, da der
Nachweis von Metastasen die Hauptursache fiir krebsbedingte Todesfalle darstellt (Hanahan
und Weinberg 2011).

Es wurde bereits friih erkannt, dass lediglich ein geringer Anteil von malignen Zellen in der
Lage ist, erfolgreich Metastasen auszubilden (Fidler 1970). Die weitere Forschung hat gezeigt,
dass dieser kleine Anteil an malignen metastasierungsfahigen Tumorzellen eine kleine
Subpopulation innerhalb des biologisch heterogenen Primartumors darstellt (Fidler 2003).

Im Laufe der Zeit wurde eine Abfolge verschiedener metastasierungsassoziierter Prozesse
definiert, die im Rahmen der ,Metastasierungskaskade“ durchlaufen werden. Initiiert wird
diese Kaskade durch den Erwerb eines motilen Phanotyps und damit der Fahigkeit zur
Migration und Invasion von Tumorzellen in das umliegende Gewebe. In der Folge gelangen
die Zellen Uber Blut- und Lymphgefal3e in den Korperkreislauf und adharieren schlielich an
Endothelzellen in den Stromgebieten sekundarer Organe. Nach dem Einwandern in das
Parenchym dieser Organe und der Adaptation an die dortigen Gewebsbedingungen erfolgt die

Ausbildung von Metastasen (Abbildung 2).

Priméres Organ Sekundires Organ

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Metastasierungskaskade beim PDAC. 1.
Maligne Tumorzellen finden durch Migration und Invasion in ihre unmittelbare Umgebung
Anschluss an Blut- oder Lymphgefal3e 2. Intravasation motiler Tumorzellen in den Blutkreislauf
3. Zirkulation der Tumorzellen im Kreislauf 4. Anheften an das Endothel von sekundaren
Organen und Extravasation 5. Kolonisation von sekundaren Organen, z.B. Leber, Peritoneum

und Lunge. Hergestellt mit Biorender®.
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Auf molekularer Ebene kommt es zur Akkumulation von genetischen und epigenetischen
Veranderungen, die die malignen Tumorzellen zur Lésung aus dem Primartumor befahigen.
Zu diesen Veranderungen zahlt auch die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT). Im
Rahmen der EMT nehmen die epithelialen Zellen durch Entdifferenzierung einen
mesenchymalen, motilen Phanotyp an (Fares et al. 2020). Dariber hinaus ist im Primartumor
eine Subpopulation mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorinitiation vorhanden,
welche als Krebsstammzellen (cancer stem cells, CSCs) bezeichnet wird. Die Existenz von
CSCs wird ebenfalls mit der Entwicklung von Metastasen in Verbindung gebracht (F. Li et al.
2007).

Der Grofiteil der Patienten, bei denen ein PDAC diagnostiziert wird, weist zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits eine metastasierte Erkrankung auf, was den aggressiven Charakter dieser
Krebsentitat unterstreicht (Mizrahi et al. 2020). Die Metastasierung des PDAC erfolgt dabei
sowohl hamatogen als auch lymphogen und per continuitatem in die unmittelbare Umgebung.
Die haufigsten Lokalisationen von Fernmetastasen sind die Leber, das Peritoneum und die
Lunge (Uson et al. 2020).

1.2.1 Migration und Adhision

Zellmigration und Zelladhasion sind zwei physiologisch eng miteinander verknlpfte Prozesse,
die fur die Embryonalentwicklung, Wundheilung, Aufrechterhaltung der zellularen Integritat
und Immunantwort von grundlegender Bedeutung sind. Bei Krebserkrankungen kann eine
pathologische Aktivierung dieser Mechanismen jedoch die Progression, Invasion und
Metastasierung von Tumoren beglnstigen (Pijuan et al. 2019).

Die wechselseitige Beeinflussung der malignen Zellen mit der Tumormikroumgebung (tumor
microenvironment, TME) fuhrt zu Veranderungen, die die Invasion und Metastasierung von
malignen Tumorzellen fordern. Beispielsweise setzen verschiedene Immunzellen
Matrixmetalloproteasen (MMP) und Wachstumsfaktoren frei, welche nicht nur die
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (EZM) verandern und das Tumorwachstum
fordern, sondern auch direkt die gerichtete Motilitat, Adhasionsfahigkeit und Intravasation der
malignen Tumorzellen beeinflussen. Tumor-assoziierte Fibroblasten wiederum spielen eine
wichtige Rolle in der Induktion der EMT und sind aktiv an der Umgestaltung des TME beteiligt
(Hanahan und Coussens 2012).

Durch diese Mechanismen werden maligne Tumorzellen befahigt, in Form einzelner Zellen
oder als Zellkollektiv durch die EZM zu migrieren und Anschluss an das Gefalisystem zu
finden (Friedl und Wolf 2003).

Die mesenchymale Migration als eine Form der Einzelzellmigration wird von epithelialen

Tumorzellen genutzt, die im Rahmen der EMT durch Entdifferenzierung einen mobilen
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mesenchymalen Phanotyp annehmen. Dieser Prozess konnte auch bereits beim PDAC
nachgewiesen werden (Rhim et al. 2012). Im Gegensatz dazu bezeichnet die kollektive
Migration die Fortbewegung zusammenhangender Zellverbande, die ihre zellulare Integritat
nicht verlieren. Die Fahigkeit migrationsfahiger Zellpopulationen, sich in Kkollektiven
Zellverbanden zu bewegen, ermdglicht die gleichzeitige Verteilung verschiedener Klone eines
Primartumors mit unterschiedlichen biologischen Fahigkeiten. Die Vorteile dieses
Migrationsmodus  umfassen somit die  Mdoglichkeit,  Apoptose-resistente  und
selbsterneuerungsfahige Subpopulationen wie die CSCs in verschiedene Gewebe zu
transportieren und gleichzeitig einen Schutz vor der immunologischen Antitumorantwort im
Kérper zu gewahrleisten (Friedl und Wolf 2003). Dieser Migrationsmodus wurde auch fir das
PDAC nachgewiesen (Aiello et al. 2018).

Die Adhasion wiederum kann entweder zwischen Tumorzellen untereinander oder zwischen
Tumorzellen und anderen Zellen des TME bzw. mit der EZM stattfinden (Makrilia et al. 2009).
Verschiedene Zelladhasionsmolekile wie Integrine, Cadherine, Selektine und Proteine der
Immunglobulin-Superfamilie sind an diesem Prozess beteiligt. Neben ihrer Rolle bei der
Aufrechterhaltung des interzellularen Kontakts und der mechanischen Bindung an die EZM
sind sie direkt an der Signaltransduktion beteiligt, die das Wachstum, Uberleben und die
Metastasierung von Tumorzellen férdert (Janiszewska et al. 2020). Die Expression von
Cadherinen und Integrinen spielt insbesondere bei der kollektiven Migration und Invasion eine
wichtige Rolle, da Adhasionsproteine die zellulare Integritat innerhalb kollektiver Zellverbande
aufrechterhalten und den Austausch mit dem Tumorstroma ermdglichen (Friedl und Mayor
2017).

Die Rolle von Selektinen und Adhasionsproteinen aus der Superfamilie der Immunglobuline in
diesem Prozess wird kontrovers diskutiert. Wahrend die verminderte Expression dieser
Molekule auf tumorassoziiertem Endothel (TAE) einen effektiven Mechanismus darstellt, das
Eindringen von Immunzellen in den Tumor zu verhindern und damit die immunvermittelte
Antitumorantwort zu reduzieren, ist eine erhdhte Expression mit einem erhdhten
Metastasierungspotenzial und einer schlechteren Prognose assoziiert (Harjunpaa et al. 2019;
Nummer et al. 2007). Beispielsweise kann Mucin-1 (MUC-1) mit dem intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) auf TAE interagieren und dadurch die Anheftung von zirkulierenden
Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) an die Gefale ermdglichen, was einen wichtigen
Schritt der Metastasierung darstellt (Roland et al. 2007).

1.2.2 Epithelial-Mesenchymale Transition
Die Existenz der EMT in adulten Geweben wurde erstmals Anfang der 80er Jahre des 20.

Jahrhunderts beschrieben (Greenburg und Hay 1982) Die EMT ist ein wichtiger biologischer
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Prozess, der es ermdglicht, dass Epithelzellen einen beweglicheren und invasiveren
mesenchymalen Phanotyp annehmen (Abbildung 3). Urspringlich im Zusammenhang mit der
Embryogenese entdeckt, spielt dieser Prozess physiologisch auch eine entscheidende Rolle
bei der Geweberegeneration und der Fibrosierung von Organen, wahrend seine pathologisch
veranderte Aktivitat die Karzinogenese und Metastasierung begtinstigt (Kalluri und Weinberg
2009).

Die Initierung der EMT wird durch bestimmte Faktoren wie den transformierenden
Wachstumsfaktor B (transforming growth factor-B, TGF-B) oder den epidermalen
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) ausgeldst (Lindsey und Langhans 2015;
Miettinen et al. 1994). Daruber hinaus sind Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6), der
Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und ein hypoxisches Milieu an der EMT-Induktion beteiligt
(Chen et al. 2016; Knaack et al. 2018; Sullivan et al. 2009). Diese extrazellularen Faktoren
I6sen eine Kaskade intrazellularer Signalwege aus, welche wiederum eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren (TF) aktivieren. Die wichtigsten EMT-assoziierten
Transkriptionsfaktoren (EMT-TFs) sind Mitglieder der Snail-Familie (SNAI1/Snail und
SNAI2/Slug), der Zinc finger E-box-binding homeobox (ZEB)-Familie (ZEB1 und ZEB2) und
die TF OVO-like-1/0VO-like-2 (OVOL1/2) (Hotz et al. 2007; Krebs et al. 2017; Roca et al.
2013). Daruber hinaus wurden Signalwege, die mit Entzlindungsprozessen assoziiert sind,
wie z.B. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB), mit der EMT
in Verbindung gebracht (Maier et al. 2010).

Epithelial-Mesenchymale Transition

epithelial partiell epithelial-mesenchymal mesenchymal

1] — Qe N\ 4

"
Apikal-Basale Polaritit Interzelluldre Adhésion Kontraktilitéat
Interzelluldre Adhésion Motilitéat Migrations- und Invasionsfihigkeit
Immotilitat Proliferativ Kein interzellulire Adhésion
Proliferativ Plastizitat Weniger proliferativ

<
<

Mesenchymal-Epitheliale Transition

Abbildung 3: Schematische Darstellung der EMT-MET-Achse sowie einiger
charakteristischer Eigenschaften der unterschiedlichen Phanotypen. Epitheliale
Tumorzellen verlieren im Rahmen der Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT) ihre

epithelialen Eigenschaften, wie z.B. die apikal-basale Polaritat, interzellulare Zelladhasion,
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Immotilitat sowie Proliferationsfahigkeit, und akkumulieren mesenchymale Charakteristika, wie
z.B. eine erhéhte Kontraktilitat, Migrations- und Invasionsfahigkeit, den Verlust der
interzellularen  Adhasivitdt und eine geringere  Proliferationsrate, um  einen
metastasierungsfahigen Phanotyp anzunehmen. Nach Dissemination in sekundare Organe
werden unter Verlust der mesenchymalen Charakteristika erneut epitheliale Eigenschaften im
Sinne einer Mesenchymal-Epithelialen Transition (MET) angenommen. Darlber hinaus
existieren Zwischenstufen, die sowohl epitheliale als auch mesenchymale Eigenschaften

besitzen. Hergestellt mit Biorender®.

Der epitheliale Marker epithelial Cadherin/Cadherin-1 (E-Cadherin) bildet unter
physiologischen  Bedingungen homodimere Komplexe mit E-Cadherin-Molekilen
benachbarter Zellen und sorgt so fiir die zellulare Integritéat der Epithelien. Darlber hinaus
spielt dieses Zelladhasionsmolekil eine wichtige Rolle bei der Kontaktinhibition der
Zellproliferation, der Hemmung der Zellmotilitdt und der Etablierung der apikal-basalen
Polaritat, drei wichtigen Eigenschaften von Epithelgeweben (Mendonsa et al. 2018; Nelson et
al. 2013). Wahrend der EMT ist das Herunterregulieren des E-Cadherin-Gens ein
charakteristisches Ereignis. Der Verlust von E-Cadherin flhrt zur Auflésung der dichten
Epithelschichten, zu erhdhter Zellmotilitdt und zur Entwicklung von Metastasen (Sommariva
und Gagliano 2020).

Mesenchymale Markerproteine wie Neural-Cadherin (N-Cadherin), Vimentin, Kollagen Typ |,
L1 cell adhesion molecule (L1CAM) und Alpha Smooth-Muscle-Actin (a-SMA) werden
hingegen vermehrt exprimiert (Dongre und Weinberg 2018; Kiefel et al. 2012b; Sommariva
und Gagliano 2020).

N-Cadherin gehért wie auch E-Cadherin zu den klassischen Typ-I-Cadherinen, wird jedoch im
Gegensatz zu E-Cadherin nicht nur in epithelialen Geweben exprimiert. Im neuronalen
Gewebe spielt N-Cadherin eine wichtige Funktion im Rahmen der Embryogenese, halt die
zellulare Integritat aufrecht und reguliert die Proliferation und Differenzierung von neuronalen
Stammzellen. Die pathologische Expression von N-Cadherin in Tumorzellen geht mit einer
verstarkten Karzinogenese einher (Loh et al. 2019).

Vimentin stellt als Intermediarfilament einen Bestandteil des Zytoskeletts dar und wird
wahrend der Zellmigration reorganisiert, was Veranderungen der Zellform ermoglicht und die
Beweglichkeit der Zellen erleichtert (Satelli und Li 2011).

Das Zelladhasionsmolekul L1CAM ist ebenfalls wahrend der Embryonalentwicklung im
Nervensystem von Relevanz. Wahrend L1CAM in neuronalen Zellen die interzellulare
Adhasion aufrechterhalt und die intrazellulare Signaltransduktion fordert, fihrt die Expression
von L1CAM in Malignomen zu einem aggressiven und motilen Phanotyp, welcher die
Metastasierungsrate erhoht (Kiefel et al. 2012a). Beim PDAC fiihrt die Expression von L1CAM
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neben einer verstarkten Migrations- und Invasionsfahigkeit auch zur Apoptoseresistenz. Dabei
lasst sich die Expression von L1CAM bereits in Vorlauferlasionen im Rahmen einer
chronischen Pankreatitis nachweisen (Geismann et al. 2009). In weiterflihrenden
Experimenten konnte zudem demonstriet werden, dass eine TME-vermittelte
proinflammatorische Signalkaskade die Expression von L1CAM nicht nur in PDAC-Zellen,
sondern auch in TAE steigert (Goebel et al. 2015; Issa et al. 2009; Kiefel et al. 2012b). Diese
Beobachtungen erklaren moglicherweise die friihe Dissemination der malignen PDAC-Zellen
in den Kreislauf und die hohe Metastasierungsrate des PDAC.

Hinweise fir die Existenz der EMT beim PDAC wurden bereits friih beschrieben. In einer
Studie aus dem Jahr 2004 konnte in Lebermetastasen eines PDAC die Erniedrigung der
Expression von E-Cadherin sowie eine Erhéhung der Expression der mesenchymalen
Proteine N-Cadherin und Vimentin nachgewiesen werden (Nakajima et al. 2004). In einer
weiteren Studie konnte die Arbeitsgruppe um Bergmann et al. zeigen, dass die Expression
des mesenchymalen Markers L1CAM nicht nur in Gewebsproben von Patienten mit einem
PDAC, sondern auch bereits in Vorlauferlasionen gesteigert ist. Gleichzeitig verzeichneten alle
untersuchten Lebermetastasen eine Expression von L1CAM, was ebenfalls auf die Existenz
einer EMT beim metastasierten PDAC hinweist (Bergmann et al. 2010).

In Anbetracht der Tatsache, dass jedoch auch epitheliale Tumorzellen zur Metastasierung
fahig sind und zudem die Proliferationsrate von beweglichen Zellphanotypen typischerweise
geringer ist, konnte die EMT nicht als alleinige Erklarung fir die Formation von Metastasen
angesehen werden (Joshi et al. 2023). Im Rahmen der Krebsforschung wurde daher der
Prozess der mesenchymal-epithelialen Transition (MET) postuliert, bei dem die
mesenchymalen Eigenschaften in Sekundarorganen wieder verloren gehen und epitheliale
Charakteristika wiedererlangt werden. Dies erlaubt in spateren Tumorstadien die erfolgreiche
Manifestation von Kolonien in sekundaren Organen sowie die Wiederherstellung einer
zelluldren Integritédt, was somit den finalen Schritt der Metastasierungskaskade darstellt
(Dongre und Weinberg 2018). Obwohl es schwierig ist, den Prozess der MET in
experimentellen Studien nachzuweisen, konnte die Arbeitsgruppe um Roca et al. zeigen, dass
die TF OVOL1 und OVOL2 MET-ahnliche Veranderungen in Tumorzellen des Prostata- und
Mammakarzinoms induzierten. Diese Veranderungen waren nicht nur auf zellularer, sondern
auch auf funktioneller Ebene nachweisbar. In in vivo Experimenten zeigte sich aber, dass
neben Zellen mit MET-assoziiertem epithelialem Phanotyp auch EMT-assoziierte
mesenchymale Tumorzellen Metastasen bilden konnten (Roca et al. 2013).

Die genannten Studien verdeutlichen, dass die Beziehung zwischen EMT und MET komplex
ist und nicht einfach als dichotome Achse mit zwei gegensatzlichen Polen betrachtet werden
kann. Es mehren sich Hinweise flr die Existenz von hybriden Phanotypen innerhalb dieser

Achse, die mit einer héheren zellularen Plastizitat assoziiert sind. Diese hybriden Stadien
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werden auch als partielle EMT (E/M) bezeichnet (Dongre und Weinberg 2018). Dieser
intermediare  Zustand verleihnt Tumorzellen mdglicherweise die  Fahigkeit, ihr
Metastasierungspotenzial zu maximieren und sich besser an verandernde
Umgebungsbedingungen anpassen zu kdnnen (Jolly et al. 2019). Die Existenz dieses E/M-
Phanotyps wurde nicht nur im PDAC selbst, sondern auch bereits in Vorlauferlasionen
nachgewiesen. In einer Studie der Arbeitsgruppe von Rhim et al. konnte im Mausmodell
gezeigt werden, dass pankreatische Vorlauferzellen bereits vor dem Nachweis des
Primartumors eine EMT durchlaufen und in der Zirkulation sowie in der Leber nachweisbar
sind. Dabei exprimierte ein Teil dieser Zellen neben dem EMT-TF Zeb1 auch den epithelialen
Marker epithelial cell adhesion molecule (EpCAM), was auf die Existenz eines E/M-Phanotyps
beim PDAC hinweist (Rhim et al. 2012). Gestutzt werden diese Ergebnisse zudem durch die
genetische Sequenzierung von >51000 Zellen von 27 Patienten mit primaren PDAC. Hier
konnten 51 Tumorzellverbande innerhalb der EMT-MET-Achse nachgewiesen werden, von
denen wiederum ca. 40% als E/M-assoziiert definiert werden konnten (Carstens et al. 2021).
Somit bleibt der Zusammenhang zwischen EMT, MET und der Metastasierung uneindeutig
und bedarf weiterer Forschung, um in Zukunft zielgerichtete Therapiestrategien gegen die
unterschiedlichen Zellpopulationen und ihre Metastasierungstendenz zu entwickeln.

Zusatzlich zu den oben genannten Eigenschaften werden EMT und MET mit dem Erwerb bzw.

Verlust von Stammzelleigenschaften in Verbindung gebracht (Dongre und Weinberg 2018).

1.2.3 Krebsstammzellen

Stammzellen sind physiologisch in der Lage, sich selbst zu erneuern und sich zu
unterschiedlichen Zelltypen zu differenzieren. Die symmetrische Teilung bedingt die
Entstehung von zwei neuen Stammzellen und somit die Selbsterneuerung des
Stammzellvorrats. Die asymmetrische Teilung hingegen foérdert neben der Bildung von
Vorlauferzellen auch die Entstehung unterschiedlicher Gewebetypen, sodass eine zellulare
Homodostase in differenzierten Geweben aufrechterhalten wird (Aponte und Caicedo 2017).
CSCs hingegen stellen eine kleine Population von Tumorzellen innerhalb eines Tumors dar,
die Uber dieselben Fahigkeiten wie die physiologischen Stammzellpopulationen verfiigen und
zur Entstehung, Progression und zum Wiederauftreten von Tumoren nach einer Therapie
beitragen. Aufgrund ihrer langsamen Zellteilungsrate sind sie gegenulber klassischen
Zytostatika resistent und werden zusammen mit ihrer Tumorinitiierungskapazitat als Ausléser
der Metastasen- und Rezidivbildung gesehen (Clarke et al. 2006; Ishiwata et al. 2018).
Bereits im Jahr 2007 konnte die Existenz von PDAC-Zellen mit Stammzelleigenschaften
nachgewiesen werden (Hermann et al. 2007; C. Li et al. 2007). Im weiteren Verlauf der

Forschung wurde festgestellt, dass verschiedene Molekiile und Signalwege mit dem
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Stammzellphanotyp des PDAC assoziiert sind. Unter den Molekulen, die beim PDAC mit CSC-
Eigenschaften assoziiert werden, finden sich die Zelloberflachenantigene Cluster of
Differentiation (CD) 133, 24 und 44, welche bereits bei anderen Malignomen als CSC-Marker
identifiziert wurden (Hermann et al. 2007; C. Li et al. 2007; Olempska et al. 2007).

Weitere im Laufe der Zeit identifizierte CSC-Marker sind der C-X-C-Chemokin-Rezeptor Typ
4 (CXCR4) sowie das ATP-binding-cassette-G2-(ABCG2)-Molekiil. CXCR4 ist ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, der an der Chemotaxis und Signaltransduktion von Immunzellen
beteiligt ist. Dartber hinaus kann er Uber seinen Liganden, den stromal cell-derived factor-1
(SDF-1), das Migrationsverhalten von Zellen beeinflussen. Der Nachweis dieses Rezeptors
erfolgte auf CD133-positiven Zellen an der Invasionsfront von PDAC. In nachfolgenden in vivo
Experimenten konnte dartber hinaus nachgewiesen werden, dass lediglich Zellen mit einer
Co-Expression von CD133 und CXCR4 im Blutkreislauf nachweisbar waren und zur
hepatischen Metastasierung flhrten. In klinischen Untersuchungen konnte eine Korrelation
zwischen der CD133- und CXCR4-Positivitat bei PDAC-Patienten und einer fortgeschrittenen
metastatischen Erkrankung festgestellt werden (Hermann et al. 2007).

Das ABCG2-Molekil ist aufgrund seiner Rolle bei der Arzneimittelresistenz von grolder
Relevanz. Es kann therapeutische Wirkstoffe aus den Zellen herausschleusen und dadurch
wesentlich zur Multiresistenz bei malignen Tumorerkrankungen beitragen (Mo und Zhang
2012). Die Existenz des Molekiils wurde bereits beim PDAC nachgewiesen und ist vermutlich
mit der Resistenz von CSCs gegentiber Chemotherapeutika assoziiert (Olempska et al. 2007;
Wang et al. 2009).

Nestin, ein Klasse VI-Intermediarfilament, wurde in neuronalen Stamm- und Vorlauferzellen
des Zentralnervensystems entdeckt. Es unterstitzt die Gewebestabilitat und ist in
verschiedenen embryonalen Vorlauferzellen sowie in reaktiven Zellen nach Gewebeschaden
zu finden (Neradil und Veselska 2015). In Tumoren, die aus undifferenzierten Vorlauferzellen
entstehen, wird Nestin stark exprimiert und mit Stammzelleigenschaften verknipft (Carriere et
al. 2007). Beim PDAC beeinflusst Nestin die Zellmobilitdt und EMT-Eigenschaften. Eine
Reduktion der Nestin-Expression verringert Tumorhaufigkeit, das Tumorvolumen und die
Metastasenbildung (Matsuda et al. 2014).

Neben den genannten Molekulen sind auch eine Reihe von TF fur CSCs von Bedeutung,
darunter beispielsweise sex determing region Y (SRY)-box 2 (Sox2), Octamer-binding
transcription factor 4 (Oct4) und Nanog. Diese TF sind allesamt auch mit der EMT assoziiert
und unterstreichen das Zusammenspiel der EMT und CSCs (Du et al. 2011; Herreros-
Villanueva et al. 2013; Lu et al. 2013). Die Arbeitsgruppe um Herreros-Villanueva konnte
beispielsweise zeigen, dass Sox2 eine Dedifferenzierung und EMT-ahnliche Veranderungen
in PDAC-Zellen hervorruft (Herreros-Villanueva et al. 2013). In der Studie von Shah et al.

konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass in Gemcitabin-resistenten PDAC-Zellen eine
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phanotypische und funktionelle Veranderung im Sinne einer EMT stattfindet. Die Analyse der
CSC-Marker ergab, dass ein hoher Anteil der Zellen im Zuge dieser Transition auch die CSC-
Marker CD24 und CD44 exprimierten (Shah et al. 2007). In einer anderen Studie wurde die
Rolle des EMT-TF Zeb1 bei der Metastasierung des PDAC untersucht. Genetisch veranderte
Mause, die neben einer KRAS und p53-Mutation eine Deletion von Zeb1 aufwiesen,
entwickelten zwar PDAC, die hinsichtlich der Grofle den Tumoren der Kontrollgruppe mit
Zeb1-Expression ahnelten, jedoch deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Differenzierung
zeigten. Zeb1-depletierte Tumoren wiesen dabei eine bessere Differenzierung und einen
epithelialeren Phanotyp im Vergleich zu Tumoren mit Zeb1-Expression auf. Die Depletion von
Zeb1 resultierte zudem in einer reduzierten lokalen Tumorinvasion und einer verminderten
Metastasenbildung. Nach intravendser Injektion waren Zeb1-depletierte Tumorzellen kaum
noch in der Lage, die Lunge zu besiedeln. Gleichzeitig wiesen Zeb1-depletierte Zellen eine
deutliche Verringerung hinsichtlich der Tumorinitiierungskapazitat auf und waren kaum in der
Lage, Spharoide zu bilden — zwei Eigenschaften, die mit CSCs assoziiert werden. Auch nach
Stimulation mit TGF-B konnte im Vergleich zu Kontrollspharoiden keine EMT festgestellt
werden. Diese Studie bekraftigt somit die These, dass die Aktivierung der EMT mit CSC-
Eigenschaften verknlpft ist und beide Prozesse eine wichtige Rolle im Rahmen der
Metastasierung spielen (Krebs et al. 2017).

In der Zusammenschau der oben genannten Studien lassen sich somit eindeutige Hinweise
darauf finden, dass EMT-assoziierte Faktoren beim PDAC mit CSC-Eigenschaften verknipft
sind. Die gegenseitige Verstarkung resultiert in einer Population von PDAC-Zellen mit
erhdhtem Invasionspotenzial, Metastasierungsrate und Therapieresistenz. Diese Korrelation
zwischen EMT und CSC und einer erhdhten Metastasierungsrate wurde bereits in einigen
klinischen Studien belegt (Hermann et al. 2007; Rasheed et al. 2010; Zhang und Xu 2022).
Allerdings existieren auch kontroverse Studienergebnisse, die die Notwendigkeit einer
Aktivierung der EMT fir die Erlangung eines CSC-Phanotyps infrage stellen. Die Arbeit von
Liu et al. konnte beim Mammakarzinom die Existenz zweier phanotypischer CSC-Zustande
nachweisen, eines epithelialen und eines mesenchymalen Phanotyps. Beide Phanotypen
fuhrten gleichermalRen zur Tumorinitiation im Mausmodell (Liu et al. 2014). In unserer
Arbeitsgruppe konnte ebenfalls die Existenz verschiedener CSC-Phanotypen beim PDAC
nachgewiesen werden (Philipp 2023). Die Panc1-Zellinie wurde als mesenchymal
charakterisiert. Die mesenchymalen und EMT-assoziierten Marker Vimentin, L1CAM, und
Zeb1 werden in dieser Zelllinie vermehrt exprimiert, wahrend die Expression des epithelialen
Markers E-Cadherin gering bis gar nicht vorhanden ist. Durch Einzelzell-Klonierung konnten
Zellvarianten dieser Zelllinie generiert werden, welche unterschiedliche CSC-Eigenschaften
aufweisen. Die CSC-Population (sog. Holoklone) zeigt neben einem mesenchymalen

Phanotyp eine Expression des Stammzellmarkers Nestin. Somit konnte gezeigt werden, dass
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die EMT beim PDAC mit einem Stammzellphanotyp vergesellschaftet ist. Die Zellvariante ohne
CSC-Eigenschaften (sog. Paraklone), die ebenfalls durch Einzelzell-Klonierung generiert
wurde, wurde auch als mesenchymal charakterisiert, zeigte jedoch eine deutlich niedrigere
Nestin-Expression.

Die Panc89-Zelllinie wurde dagegen als epithelial charakterisiert und es wurden auch von
dieser Zelllinie durch Einzelzell-Klonierung Holo- und Paraklonzellvarianten isoliert. Neben der
Expression des epithelialen Markers E-Cadherin zeigen die parentalen Panc89-Zellen sowie
die Panc89-Paraklonzellen zusatzlich die Expression des mesenchymalen Markers L1CAM.
Die CSC-assoziierten Panc89-Holoklonzellen weisen als Stammzell-Marker Sox2 auf,
wahrend der CSC-Marker OVOL2 vermehrt in den Panc89-Paraklonzellen und in der
parentalen Panc89-Population nachzuweisen ist. Somit lasst sich anhand der
Charakterisierung der epithelialen Panc89-Zellvarianten zeigen, dass die Expression von
CSC-Markern nicht zwingend mit einer EMT einhergehen muss, sondern auch mit einem
epithelialen bzw. E/M-Phanotyp assoziiert sein kann. Insgesamt deuten diese Ergebnisse also
auf eine Heterogenitat innerhalb der untersuchten PDAC-Zellen hin, welche mit
unterschiedlichen EMT/CSC-Phanotypen einhergehen (Philipp et al. 2024).

Insgesamt unterstlitzen diese Daten somit die Hypothese, dass hinsichtlich der CSC-
Auspragung ebenfalls keine dichotome Einteilung in Bezug auf epitheliale oder mesenchymale
Eigenschaften existiert. Es liegt nahe, dass maligne Tumorzellen auch in Hinblick auf ihre
Stammzellfunktion eine Plastizitat besitzen, die ihre Heterogenitat und divergente Funktion
erklart (Jolly et al. 2015). Diese Plastizitat der Tumorzellen zu adressieren und die genauen
Interaktionen zwischen verschiedenen Tumorzellpopulationen in Abhangigkeit ihres EMT-
IMET-/CSC-Status zu definieren, kénnte in Zukunft die Entwicklung neuer zielgerichteter

Therapien ermoglichen.

1.3 Zielsetzung

Andere Studien unserer Arbeitsgruppe haben bereits Hinweise auf das komplexe
Zusammenspiel von EMT- und CSC-Eigenschaften und deren funktionelle Auswirkungen beim
PDAC aufgezeigt (Knaack et al. 2018; Philipp 2023; Rahn et al. 2018). Im Rahmen dieser
Studien wurden aus zwei PDAC-Zelllinien (Panc1 und Panc89) durch Einzelzell-Klonierung
Zellklone mit CSC-Eigenschaften (Holoklonzellen) und Nicht-CSC-Eigenschaften
(Paraklonzellen) generiert (siehe Abschnitt 1.2.3).

Basierend auf diesen Befunden wurde in der vorliegenden Dissertation untersucht, inwiefern
sich die verschiedenen CSC-und Nicht-CSC-Populationen beider PDAC-Zelllinien hinsichtlich

ihres Migrations- und Adhasionsverhaltens an Lungenendothelzellen unterscheiden. Dazu
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wurde das Migrationsverhalten mittels eines Migrationsassays sowie das Adhasionsverhalten
an Lungenendothelzellen durch einen Adhasionsassay untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, den Einfluss von EMT- und CSC-
Eigenschaften auf das Metastasierungspotenzial des PDAC besser zu verstehen. Die
Ergebnisse kdnnten neue Erkenntnisse Uber die biologischen Grundlagen der Metastasierung
des PDAC liefern und somit als Grundlage fir die Entwicklung neuer therapeutischer

Strategien dienen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Geriate

2.1.1.1 Zentrifugen
Zentrifuge
Heraeus Biofuge pico
Heraeus Fresco 17
Heraeus Multifuge 3-S-R
Heraeus Multifuge 3 S-R
Heraeus Pico 17
Rotina 420 R
Sprout® mini Zentrifuge

2.1.1.2 Inkubatoren

Inkubator
BBD 6220 COz2 Inkubator
GyroTwister 3D Schuttler

HERA Cell 240 Inkubator
QBA1 Tischinkubator
Stuart SRT9 Rollenmischer
WNB 7-45 Wasserbad
WTC ED-53 Inkubator

2.1.1.3 Messgerate

Messgerat

Infinite® 200 Pro, Mikroplatten-Reader
LightCycler® 480 Il

NanoQuant Platte

Neubauer Zahlkammer

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Hettingen, Tuttlingen, DE

Heathrow Scientific, Vernon Hills, US

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Labnet, Woodbridge, US

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Grant, Cambridge, UK

Bibby Scientific Ltd., Stone, UK
Memmert, Schwabach, DE

Binder, Tuttlingen, DE

Hersteller

Tecan, Crailsheim, DE
Roche, Basel, CH
Tecan, Crailsheim, DE

Marienfeld, Lauda-Koenigshofen, DE
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2.1.1.4 Mikroskope
Mikroskop
AE2000
CELLAVISTA® Scientific

Evos XL Core Cell Imaging System

LionHeart FX
NYONE® Scientific

2.1.1.5 Pipetten
Pipette
Finnpipette F1 0.2-2 pl
Finnpipette F1 1-10 pl
Finnpipette F1 2-20 pl
Finnpipette F1 20-200 pl
Finnpipette F1 100-1000 pl
Macro pipette controller

Pipetboy-acu

2.1.1.6 Sterilwerkbanke
Sterilwerkbank
HERA Safe
HERA Safe KS

2.1.1.7 Waagen
Waage
Precisa BJ-2100D
Precisa XB 120A

2.1.1.8 Weitere Gerate

Gerat

ARPEGE 110 Stickstofftank

CS-300V Power supply
Gefrierschrank (-20 °C)
HERAfreeze Basic freezer
Kihlschrank (4 °C)

Hersteller

Motic, Wetzlar, DE

Synentec, EImshorn, DE
AMG, Bothel, US

BioTek, Bad Friedrichshall, DE
Synentec, EImshorn, DE

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Brand, Wertheim, DE

Integra Biosciences, Fernwald, DE

Hersteller
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Hersteller
Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH

Hersteller

AirLiquide, Paris, FR

Cleaver Scientific, West Sussex, UK
Liebherr, Ochsenhausen, DE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Liebherr, Ochsenhausen, DE
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Laboport Vakuumpumpe

MILLI-Q Reagent Water System
Sunrise remote control

VORTEX GENIUS 3 Vortex-Mischer

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial
0,110 ul, 10-200 I,
Pipettenspitzen

1,25 ml, 5,0 ml Ritips

1,5 ml, 2 ml Eppendorf Gefalle
15 ml, 50 ml Zentrifugengefale

100-1000 pl

5 ml, 10 ml, 50 ml Serumpipetten
6-/12-/24-/96-Well Platten, Flachboden
24-Well Platten, Flachboden

96-Well Platten, Flachboden
CryoPure tube, 1,0 ml, weil®
Ibidi®-Zellkultureinsatz 2 Well
Micro-Touch Nitril-Handschuhe
Parafiim M

Transferpipetten 3,5 ml
Zellkulturflaschen T-25, Cell+, 25 cm?
Zellkulturfalschen T-75 Cell+, 75 cm?

Zellschaber 25 cm

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien
Chemikalie/Reagenz
AEC substrate Kit AB64252
Bovines Serumalbumin (BSA), fraction V
CellTracker™ Deep Red Farbstoff
CellTracker™
Chloromethylfluorescein (CMFDA) Farbstoff
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol 99%, vollvergallt

Green 5-

Ethanol, reinst
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KNF Neuberger, Freiburg, DE
Merck Millipore, Billerica, US
Tecan, Crailsheim, DE
IKA-Werke, Staufen, DE

Hersteller
Sarstedt, Niumbrecht, DE

Ritter, Schwabmuiinchen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Sarstedt, Niumbrecht, DE

Sarstedt, Niumbrecht, DE

Sarstedt, Niumbrecht, DE

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE

ibidi GmbH, Grafelfing, DE

Ansell, Minchen, DE

Brand, Wertheim, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Niumbrecht, DE

Hersteller

Abcam B.V., Amsterdam, NL

Biomol, Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE
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Hoechst 33258

Konservierer fur Wasserbader

LightCycler® 480 SYBR Green | Master (2x)
LightCycler® 480 SYBR Green | Master
Methanol

Paraformaldehyd (PFA) 4,5 % (w/v)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Triton X-100
Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

2.1.4 Zellkultur

2.1.4.1 Zelllinien
Zelle

Panc1

Panc1 Holoklonzellen

Panc1 Paraklonzellen

(T3M4) Panc89

Panc89 Holoklonzellen

Panc89 Paraklonzellen
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Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roche Diagnostics, Mannheim, DE

Roche, Basel, CH

Th. Geyer GmbH, Renningen, DE

BUEFA Chemikalien GmbH Co. KG, Hude,
DE

PAA, Pasching, AT

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

PAA, Pasching, AT

Hersteller

Humane PDAC-Zelllinie, welche aus einem
Adenokarzinom im Pankreaskopf isoliert
wurde. Die Zellen wurden von der American
Type Culture Collection (ATCC) bezogen.
PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc1-
Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert
wurde (Philipp 2019).

PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc1-
Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert
wurde (Philipp 2019).

Humane PDAC-Zelllinie, welche aus einer
Lymphknotenmetastase eines PDAC isoliert
wurde. Die Zellen wurden zur Verfligung
gestellt von K. Keiichi (Kyoto Prefectural
University of Medicine, JPN).
PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc89-
Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert
wurde (Philipp 2019).

PDAC-Zellvariante, welche aus der Panc89-
Zelllinie mittels Single Cell Cloning generiert
wurde (Philipp 2019).
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Human Lung Endothelial Cell (HULEC)-5a Humane, immortalisierte Endothelzelllinie
aus der Lunge eines mannlichen Patienten.

Die Zellen wurden von der ATCC bezogen.

2.1.4.2 Zellkulturreagenzien
Zellkulturreagenz Hersteller
Epidermaler Wachstums-Faktor Life Technologies, San Francisco, US
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom, Berlin, DE

Zellkulturmedium

Dulbecco’s PBS Biochrom, Berlin, DE

Fetal calf serum (FCS) Biochrom, Berlin, DE
Hydrocortison Pan Biotech, Aidenbach, DE
L-Glutamin PAA, Pasching, AT

Modified Coon's Dulbecco’s Basal (MCDB)- Biochrom, Berlin, DE
131 Zellkulturmedium

Natriumpyruvat Biochrom, Berlin, DE
Roswell Park Memorial Institute (RPMI Biochrom, Berlin, DE
1640) Zellkulturmedium

2.1.4.3 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Zellkulturmedium Zusammensetzung
Panc Medium RPMI 1640

10% (v/v) FCS

1% (v/v) Natriumpyruvat

1% (v/v) L-Glutamin
Migrationsmedium RPMI 1640

1% (v/v) Natriumpyruvat

1% (v/v) L-Glutamin
HuLEC-5a Medium MCDB 131

10% (v/v) FCS

1% (v/v) L-Glutamin

1 ug/mL Hydrocortison

10 ng/mL EGF

2.1.5 Antikoérper
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Antigen Spezies (Isotyp) Endkonzentration Hersteller
E-Cadherin Maus (IgG1) 28 ug/ml Cell Signaling

technologies,
Danvers, US
L1CAM Maus (IgG1) 10 pg/ml Gerd Moldenhauer,
Cancer Research
Center Heidelberg,
DE
Sox2 Hase (IgG) 25 ug/mi Cell signaling
technologies,
Danvers, US
Sekundarreagenz Spezies (Isotyp) Endkonzentration Hersteller
(Alexa Fluor 488) Anti- Ziege 4 pug/ml Life technologies,
Maus IgG San Fransisco, US
(Alexa Fluor 647) Anti- Ziege 2 pg/ml Thermo Fisher
Hase IgG Scientific,
Schwerte, DE
DAKO REAL™ Biotinyliertes Ziegen- Keine Angabe DAKO Agilent,
EnVision™ HRP Anti-Maus-/Anti- SantaClara, US

Rabbit/Mouse (K5007) Kaninchen-

Immunglobulin

2.1.6 Software

Software

Genb

GraphPad Prism

i-control™ Microplate Reader Software
LightCycler480 Software

Mendeley Desktop 1.17.10

Microsoft Office 2016

YT-Software

Hersteller

Agilent Technologies, Santa Clara, US
GraphPad Software, San Diego, US
Tecan, Crailsheim, DE

Roche, Basel, CH

Mendeley Ltd. London, UK

Microsoft Corporation, Redmond, US

Synentec, ElImshorn, DE
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von PDAC-Zellen und humanen Lungenendothelzellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeflihrt, welche eine
Werkbank mit geeigneten Schutzvorkehrungen, sterile Reagenzien und Gerate umfasste. Alle
kultivierten Zellen wurden regelmaRig auf das Vorhandensein von Mykoplasmen getestet, die
wahrend der gesamten Versuchszeit nicht nachgewiesen werden konnten.

Fir die Kultivierung der Zellen wurde zunachst die Zellkonfluenz geprift. Wenn in der
Zellkulturflasche eine Konfluenz von etwa 80 % zu beobachten war, wurde das
Zellkulturmedium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Anschlie’iend wurde der Zellrasen mit
10 ml PBS gewaschen. Danach wurden 5 ml Trypsin-EDTA zugegeben und die Zellen fiir 10-
15 Minuten im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Die Aktivitat des Trypsins wurde dann durch Zugabe von 5 ml Medium der jeweiligen
Zellvariante gestoppt. Die abgelosten Zellen wurden in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen
Uberflhrt und fir 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nach dem Abtrennen des Uberstands
wurde das Zellpellet in 10 ml neues Panc-Medium bzw. HULEC-5a Medium resuspendiert.
AnschlieBend wurden 10 pl der Zellsuspension entnommen und in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Die Anzahl der pro Kammer gezahlten Zellen wurde jeweils durch die
Anzahl der gezahlten Kammerquadrate dividiert und mit 10* multipliziert. Die so errechnete
Menge entsprach der Zellzahl pro ml.

Die Zellen wurde dann nach entsprechender Verdinnung flr weitere Experimente ausgesat

oder in 10 ml neuem Medium in T75-Zellkulturflaschen kultiviert.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir das Einfrieren und die langfristige Lagerung wurden die Zellen aus den Zellkulturflaschen
unter Verwendung von Trypsin-EDTA abgelost (siehe Abschnitt 2.2.1.1). AnschlieRend
wurden die Zellen fir 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das
Zellpellet wurde dann in 1 ml FCS mit 10 % DMSO suspendiert und in ein Kryo-Gefaly
Ubertragen. Dieses Kryo-Gefal® wurde dann in einem Kryo-Karussell platziert und flr
mindestens 24 Stunden bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert. Fir eine Langzeitlagerung
wurden die Kryo-Gefale in einen Flussig-Stickstofftank bei -196 °C tberflhrt.

Fir das Auftauen der Zellen wurden zunachst 5 ml Zellkulturmedium, das zuvor auf etwa 37
°C erwarmt wurde, in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben. Die eingefrorenen Zellen

wurden rasch mit dem vorgewarmten Medium resuspendiert, anschlielend bei 300 x g
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zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 3 ml des entsprechenden
Zellkulturmediums aufgenommen und auf drei Zellkulturflaschen verteilt. Dabei wurde jeweils

1 ml des Zellkulturmediums mit den aufgetauten Zellen in 9 ml neues Medium Uberfiihrt.

2.2.1.3 Generierung von konditionierten Medien

Um konditionierte Medien (KM) der PDAC-Zellvarianten zu erzeugen, wurden zunachst 2,5 x
10°% PDAC-Zellen pro Well in einer 12-Well-Platte ausgesat. Die Tumorzellen wurden zuvor
aus den Zellkulturflaschen abgelést, zentrifugiert und in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt
(siehe Abschnitt 2.2.1.1). Die berechnete Zellzahl wurde dann in das Well einer 12-Well-Platte
gegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 %
relativer Luftfeuchtigkeit wurde das Panc-Medium aus den Wells entfernt und durch 1 ml
frisches Panc-Medium ersetzt.

Nach weiteren 48 Stunden wurde der Uberstand aus den Wells unter sterilen Bedingungen in
ein 2 ml Eppendorfgefal} tbertragen und bei 300 x g fir 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand aus dem 2 ml EppendorfgefaR in ein weiteres 2 ml EppendorfgefaR tiberfiihrt.
Dieser Uberstand entsprach den KM und wurde entweder direkt fiir die Versuche verwendet

oder bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert.

2.2.1.4 Zellmarkierungen mit dem CellTracker™ Green CMFDA und DeepRed
Um Zellpopulationen wahrend des Migrationsassays unterscheiden zu kénnen und die
Adhasion von Tumorzellen an Lungenendothelzellen zu demonstrieren, erfolgte eine
Zellmarkierung mittels Fluoreszenzfarbstoffen der untersuchten Zellvarianten vor dem Start
der Experimente. Dafiir wurden die Zellen zunachst wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben aus
den Zellkulturflaschen abgeldst. Vor dem Zahlen in der Neubauer-Zahlkammer wurden sie in
FCS-freiem Panc-Medium aufgenommen. Die erforderliche Zellzahl fir die Farbung mit dem
CellTracker™ Green CMFDA sowie dem CellTracker™ DeepRed wurde berechnet. Pro 5 x
10° Zellen in 1 ml FCS-freiem Panc-Medium wurden 0,5 ul des jeweiligen CellTracker™
verwendet. Die gefarbten Zellen wurden anschlieend fir 30 Minuten bei 37 °C, 5 % CO2 und
85 % relativer Luftfeuchtigkeit in einer T25-Zellkulturflasche auf einem Laborschdittler bei einer
Geschwindigkeit von 1,75 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) inkubiert. Nach
der Farbung wurden die Zellen durch Resuspendieren in FCS-freiem Panc-Medium aus den
T25-Zellkulturflaschen abgelost.

Anschliellend wurden die gefarbten Zellen in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt, bei 300

x g fur 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde dann in FCS-
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haltigem Panc-Medium aufgenommen und fiir die Aussaat des jeweiligen Versuches in einer

Neubauer-Zahlkammer gezahit.

2.2.2 Migrationsassay

Der Migrationsassay erfolgte mittels eines Woundhealing Assays. Hierfur wird in einem
Zellrasen eine Wunde generiert, die dann durch die Migration der Zellen geschlossen wird. In
dieser Arbeit wurden fir die standardisierte Generierung der Wunde Ibidi®-Zellkultureinsatze
verwendet.

Ibidi®-Zellkultureinsatze sind spezielle Kultureinsatze aus Silikon, die fir Migrations- und Co-
Kulturversuche verwendet werden. Jeder Einsatz hat zwei Kammern, die durch eine
Trennwand voneinander getrennt sind, so dass zwei gleiche oder auch verschiedene Zelltypen
in unmittelbarer Nahe, aber ohne physischen Kontakt kultiviert werden kénnen. Der Spalt
zwischen den beiden Zellrasen betragt standardisiert 500 ym +/- 100 um.

Die Ibidi®-Zellkultureinsatze wurde fur etwa 30 Minuten in einem Trockenschrank bei 37 °C
erwarmt und anschlielend mittig in ein Well einer 24-Well-Platte mit einer Pinzette platziert.
Die PDAC-Zellen wurden aus der Zellkulturflasche mit Trypsin-EDTA abgeldst und in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt (siehe Abschnitt 2.2.1.1). Pro Kavitdt der Ibidi®-
Zellkultureinsatze wurden 5 x 10* Zellen in 75 bis 100 yl Panc-Medium ausgesat und flr 24
Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Wells jeweils mit 1 ml PBS beflllt, die Platte wurde
gleichmaRig geschwenkt und die Einsatze wurden aus den Wells entfernt. Das PBS wurde
dann mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Wells wurden mit 1 ml des
Migrationsmediums befillt.

Die Migration der PDAC-Zellen wurde je nach Versuchsaufbau Uber einen Zeitraum von
entweder 24 Stunden oder 32 Stunden gemessen. Dabei wurden alle acht Stunden
Momentaufnahmen des Zwischenraums zwischen den Kavitaten der Ibidi®-Zellkultureinsatze
mit einem automatisierten Mikroskop (NYONE® bzw. CELLAVISTA®) erstellt. In der Zeit
zwischen den einzelnen Messungen wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2
und 85 % relative Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die erste Messung erfolgte direkt nach dem Entfernen des Einsatzes. Die Woundhealing-
Operatoren fanden automatisiert den Spalt und analysierten in dieser und den folgenden
Messungen den Anteil der Spaltflache, der von Zellen bedeckt war (Confluence on gap). Es
war notwendig, den Rand des Spalts bei der ersten Messung mit einzubeziehen, um einen
Ausgangswert zu generieren. Zum Zeitpunkt 0 Stunden betrug die Konfluenz im Spalt in allen
Versuchen zwischen 5 und 20 % (Abbildung 4). Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde

dieser Rand nicht von der Gesamtkonfluenz abgezogen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Migrationsassays nach Aussaat der PDAC-
Zellen in die Kavitaten der Ibidi®-Zellkultureinsatze. Die PDAC-Zellen wurden in beide
Kavitaten eines Ibidi®-Zellkultureinsatzes ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Einsatze
entfernt und es erfolgte die Messung der Konfluenz im Spalt (gelbe Markierung). Zu jedem
Messzeitpunkt (0 h, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h) wurde der gleiche Bereich erneut gemessen, sodass
anhand der Veranderungen der Prozentsatz der migrierten Zellen bestimmt werden konnte.

Hergestellt mit Biorender®.

2.2.2.1 Migrationsassay mit konditionierten PDAC-Zellvarianten

Um eine mogliche Beeinflussung der unterschiedlichen PDAC-Zellvarianten durch I6sliche
Faktoren zu untersuchen, erfolgte die Durchfihrung eines Migrationsassays nach Inkubation
der Tumorzellen in KM. Dafur wurde zunachst das KM der jeweiligen Zellvariante generiert
(siehe Abschnitt 2.2.1.3).

Die Vorbereitung der 24-Well-Platte und die Aussaat der PDAC-Zellen in die Ibidi®-
Zellkultureinsatze wurden gemaf Abschnitt 2.2.2 durchgeflhrt. Nach einer Inkubationszeit von
24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit wurde das
Medium in den Kavitaten der |bidi®-Zellkultureinsatze mit einer Pipette entfernt und durch KM
ersetzt.

Anschlie3end wurde die 24-Well-Platte flr weitere 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 %
CO2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Wells wurden dann erneut mit PBS
gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurde 1 ml des Migrationsmediums hinzugefiigt
und die Zellkonfluenz im Spalt Uber einen Zeitraum von 32 Stunden am
NYONE®/CELLAVISTA® gemessen (siehe Abschnitt 2.2.2).

2.2.2.2 Migrationsassay mit Fluoreszenz-markierten PDAC-Zellvarianten
Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens von Panc89-Zellen unter dem Einfluss parakriner
Mechanismen der verschiedenen Klone wurden die Kavitaten der Ibidi®-Zellkultureinsatze mit

den unterschiedlichen Zellpopulationen befillt. Der gesamte Versuchsaufbau, einschlieflich
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der Zellmarkierung und der Zellzahlung, wurde gemal Abschnitt 2.2.1.4 und 2.2.2
durchgeflhrt.

Bei der Aussaat der Fluoreszenz-markierten Zellen wurden die eine Kavitat mit Panc89-
Paraklonzellen (CellTracker™ DeepRed) und die andere Kavitat mit Panc89-Holoklonzellen
(CellTracker™ Green CMFDA) beflllt. Dadurch wurde ermdglicht, dass das
Migrationsverhalten beider Zellpopulationen eindeutig verfolgt werden konnte. Die
Zellmigration wurde mittels des NYONE®-Mikroskops Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
analysiert (siehe Abschnitt 2.2.2).

Um den Einfluss der direkten Interaktion von den verschiedenen Panc89-Klonen aufeinander
zu untersuchen und die intratumorale Heterogenitat zu imitieren, wurden die Holo- und
Paraklon-Zellpopulationen der Panc89-Zelllinie in definierten Verhaltnissen (100 %, 75 %/25
%, 50 %/50 %, 25 %/75 %) miteinander kombiniert und ausgesat. Die Zellmarkierung wurde
gemal Abschnitt 2.2.1.4 durchgefihrt. Anschlielend wurden die PDAC-Zellen nicht direkt
ausgesat, sondern auf folgende Weise gezahlt:

Nach Berechnung der erforderlichen Zellzahl fur die einzelnen Verhaltnisse (100 %, 75 %/25
%, 50 %/50 %, 25 %/75 % von 5 x 10* Zellen) wurden alle gefarbten Zellen in 2 ml
Eppendorfgefale Uberfihrt und mit FCS-haltigem Panc-Medium resuspendiert. Aus den
beiden gefarbten Zellsuspensionen wurden dann der errechnete prozentuale Anteil in weitere
2 ml Eppendorfgefalle Uberflhrt und mit dem korrespondierenden Anteil der anderen Zelllinie
aufgeflillt, sodass die Gesamtzahl der in den Einséatzen kultivierten Zellen weiterhin 5 x 10*
betrug. Schlief3lich wurden aus dieser Menge 75 bis 100 pl pro Kavitat ausgesat.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % relativer
Luftfeuchtigkeit erfolgte die Messung des Migrationsverhaltens Uber 24 Stunden (siehe
Abschnitt 2.2.2). Hierflr wurde mit dem Operator ,Woundhealing 2F‘ automatisiert der Spalt
am NYONE®-Mikroskop gemessen und in den einzelnen Messungen der Anteil der
Spaltflache, der von griin- bzw. rot-fluoreszierenden Zellen bedeckt war, als ,,Confluence on

gap“angegeben.

2.2.3 Adhi3sionsassay

Fir die Untersuchung des Adhasionsverhaltens von PDAC-Zellen an Lungenendothelzellen
wurde ein Adhasionsassay in einer 96-Well-Platte durchgefihrt.

Am ersten Tag wurden 1 x 10° HULEC-5a Zellen in 200 pl HULEC-5a Medium pro Well in eine
96-Well-Platte ausgesat. Die Endothelzellen wurden gemafR Abschnitt 2.2.1.1 aus den

Zellkulturflaschen abgeldst, im HULEC-5a Medium aufgenommen und in einer Neubauer-
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Zahlkammer gezahlt. AnschlieRend wurden die Zellen ausgesat und fir 24 Stunden bei 37 °C,
5 % COz2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.

Am Folgetag wurde der Adhasionsassay durch Zugabe der fluoreszenz-markierten PDAC-
Zellen durchgeflihrt. Dazu wurden die Tumorzellen aus den Zellkulturflaschen mit Trypsin-
EDTA abgeldst (siehe Abschnitt 2.2.1.1). Anschlielend wurden sie zur Farbung mit dem
CellTracker™ Green CMFDA in FCS-freies Panc-Medium aufgenommen. Die Farbung der
Zellen erfolgte wie in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben.

Nach der Farbung wurden die Zellen in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, bei 300 x g
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden dann in FCS-haltigem Panc-
Medium resuspendiert und 10 pl der Losung wurden fiir die Zellzahlbestimmung in einer
Neubauer-Zahlkammer verwendet. Insgesamt wurden 1 x 10* Fluoreszenz-markierte
Tumorzellen in 200 ul pro Well zu den bereits ausgesaten HULEC-5a Zellen Uberflhrt.

Direkt im Anschluss an die Aussaat wurde die Platte fur 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und
mit dem automatisierten Mikroskop NYONE® oder CELLAVISTA® analysiert. Der
"Confluence 1F' Operator der zugehorigen YT-SOFTWARE quantifizierte die Anzahl
fluoreszierender Zellen. Nach einer und vier Stunden wurde dieser Vorgang jeweils getrennt
fur die zu untersuchenden Wells wiederholt. Vor Beginn der zweiten und dritten Messung
wurde das Medium nur aus den zu untersuchenden Wells der 96-Well-Platte mit einer
Vakuumpumpe vorsichtig abgesaugt und durch frisches Panc-Medium ersetzt. Die Wells,
welche nicht ausgemessen wurden, blieben unbehandelt (Abbildung 5).

Die Anzahl der gefarbten Tumorzellen nach einer Stunde und nach vier Stunden wurde durch
die Anzahl der gefarbten Tumorzellen am Anfang des Versuches dividiert, um den
prozentualen Anteil der noch im Well befindlichen PDAC-Zellen zu berechnen. Dieser Anteil
entsprach den Zellen, die erfolgreich am Lungenendothel hafteten und durch den

Waschprozess nicht entfernt wurden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Adhédsionsassays an
Lungenendothelzellen. An Tag 1 erfolgte die Aussaat von 1 x 10° Endothelzellen pro Well
einer 96-Well-Platte. An Tag 2 wurde der Adhasionsassay durchgefiihrt. Dafur wurden 1 x 10*
Fluoreszenz-markierte Tumorzellen pro Well zu den Endothelzellen gegeben und die Anzahl
der am Lungenendothel adharierten Tumorzellen zu drei Zeitpunkten (0 h, 1 h, 4 h) bestimmt.

Hergestellt mit Biorender®.

2.2.3.1 Adhasionsassay mit konditionierten Lungenendothelzellen

Um zu untersuchen, ob von den verschiedenen Tumorzellvarianten sezernierte Faktoren
einen Einfluss auf die Lungenendothelzellen haben, wortber die Adhasion der PDAC-Zellen
beeinflusst wird, wurden die HULEC-5a Zellen mit KM der verschiedenen PDAC-Zellvarianten
vorinkubiert. Als Kontrolle diente die Konditionierung mit HULEC-5a-Zellkulturmedium.

Daflr wurden die HULEC-5a-Zellen wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben in einer 96-Well-Platte
ausgesat.

Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2 und 85 % relative
Luftfeuchtigkeit) wurde das HuLEC-5a-Zellkulturmedium aus den Wells mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt und durch 200 pl KM von Panc1-Zellvarianten (Parental-, Holoklon-
, Paraklonpopulation) bzw. Panc89-Zellvarianten (Parental-, Holoklon-, Paraklonpopulation)
oder HULEC-5a-Zellkulturmedium ersetzt (siehe Abschnitt 2.2.1.3). Die Zellen wurden dann
fur weitere 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % COz2 und 85 % relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert.

Nach 48 Stunden wurde das Medium entfernt und der Adhasionsassay durch Zugabe der

Tumorzellen analog zu Abschnitt 2.2.3 durchgefuhrt.

2.2.4 Farbungen
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2.2.4.1 Immunzytochemische Farbungen

Um die EMT- bzw. CSC-Eigenschaften der migrierten PDAC-Zellen genauer zu untersuchen,
wurde ein Migrationsassay mit anschlielender immunzytochemischer Darstellung der
Tumorzellen durchgefuhrt.

Zunachst wurden |bidi®-Zellkultureinsatze in eine 24-Well-Platte eingesetzt und ein
Migrationsassay fur acht Stunden durchgeflhrt (siehe Abschnitt 2.2.2).

Nach acht Stunden Migrationszeit wurde das FCS-freie Panc-Medium unter nicht-sterilen
Bedingungen abgesaugt und die Wells einmal mit PBS gewaschen. Alle nachfolgenden
Schritte wurden ebenfalls unter nicht-sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Die Fixierung der Zellen erfolgte mit einer 4 %-igen PFA-LOsung bei Raumtemperatur fur 15
Minuten unter einem Abzug. AnschlieRend wurden die Zellen drei Mal fir 5 Minuten mit PBS
gewaschen, wahrend die Platte auf einem Laborschittler stand.

Nach der Fixierung wurden die Zellen flr 10 Minuten bei -20 °C entweder mit Methanol (fir
die Sox2-Farbung) oder mit Methanol und 10 ul Wasserstoffperoxid (fur die E-Cadherin- und
L1CAM-Farbung) weiter fixiert. Danach wurden die Fixierldsungen entfernt und die Wells
erneut drei Mal mit PBS gewaschen.

Anschlielend wurden die Zellen fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einer Blockierlésung,
entweder 4 % BSA in einer 0,3 %-igen Triton/PBS-L6sung (Sox2) oder 4 % BSA/PBS (E-
Cadherin, L1CAM) behandelt. Danach wurde die Blockierlésung entfernt.

Die nachfolgenden Schritte variierten je nach Farbung:

1. E-Cadherin-Farbung: Der anti-E-Cadherin-Primarantikérper (finale Konzentration: 28
pg/ml) wurde in 200 pl 1 % BSA/PBS auf die fixierten Zellen aufgetragen und tber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

2. L1CAM-Farbung: Der anti-L1CAM-Primarantikérper (finale Konzentration: 10 ug/ml)
wurde in 200 pl 1 % BSA/PBS auf die PDAC-Zellen gegeben und fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

3. Sox2-Farbung: Der anti-Sox2-Antikorper (finale Konzentration: 25 ug/ml) wurde in 200
Ml 1 % BSA + 0,3 % Triton/PBS auf die Zellen gegeben und Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert.

Nach der Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikérper wurde die Antikdrperldsung entfernt
und die Zellen drei Mal fir 5 Minuten mit PBS auf einem Laborschittler gewaschen. Danach
wurde das Zweitreagenz DAKO REAL™ EnVision™ HRP Rabbit/Mouse (K5007) in die Wells
pipettiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde der
Zweitantikorper entfernt und die Wells wurden erneut drei Mal fir 5 Minuten mit 0,3 %
Triton/PBS (Sox2) bzw. PBS (E-Cadherin, L1CAM) auf einem Laborschiittler gewaschen.

Fur die Entwicklung der Farbung wurde das AEC Substrat Kit AB64252 verwendet. Nach

Zugabe eines Tropfens auf die Zellen erfolgte eine 9-mintitige Inkubation bei Raumtemperatur
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in der Platte unter gleichmafiger Bewegung. Danach wurden die Wells wiederum drei Mal fur
5 Minuten mit PBS auf einem Laborschuttler gewaschen.

Abschlielend wurde eine Kernfarbung mit Mayer's Hamalaun bei Raumtemperatur fiir 2 bis 5
Minuten durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen fir 10 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser geblaut und eingedeckt.

Die Farbungen wurden anschlieRend mit dem Mikroskop LionHeart FX analysiert, um die

Expression der EMT- bzw. CSC-Marker der migrierten PDAC-Zellen zu beurteilen.

2.2.4.2 Immunfluoreszenzfarbungen

Um die migrierten Panc89-Zellvarianten beziglich der Co-Expression von E-Cadherin und
Sox2 charakterisieren zu koénnen, wurde ein Migrationsassay mit anschlieRender
Immunfluoreszenz-Farbung nach acht Stunden Zellmigrationszeit durchgefihrt.

Zuerst wurden Deckglaser in eine 24-Well-Platte eingesetzt. Die Ibidi®-Zellkultureinsatze
wurden danach mittig auf den Deckglasern platziert. Dann erfolgte die Aussaat und Messung
des Migrationsassays fiir acht Stunden wie in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben.

Nach der Migration wurde das FCS-freie Panc-Medium unter nicht-sterilen Bedingungen
abgesaugt und die Wells einmal mit PBS gewaschen. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten
ebenfalls unter nicht-sterilen Bedingungen.

Die Zellen wurden mit einer 4 %-igen PFA-L6sung fir 15 Minuten unter einem Abzug fixiert.
Dabei wurde 1 ml PFA-L6sung auf die Deckglaser gegeben. Wahrenddessen wurde eine
Feuchtkammer vorbereitet, indem der Boden der Kammer, der mit einem Mikrofasertuch
ausgekleidet war, mit destilliertem Wasser befeuchtet wurde. Nach der Fixierung wurden die
Zellen dreimal flr 5 Minuten auf einem Laborschuttler mit 1 ml PBS pro Well gewaschen.
Anschlielend wurden die Zellen fur 60 Minuten bei Raumtemperatur mit 4 % BSA blockiert.
Fur die Kombinationsfarbungen von E-Cadherin und Sox2 wurden die Antikérperfarbungen
nacheinander durchgeflihrt, wobei zuerst die E-Cadherin-Farbung erfolgte, bevor die Sox2-
Farbung begonnen wurde.

Der anti-E-Cadherin-Antikdrper (finale Konzentration: 28 pug/ml) wurde in 1 % BSA/PBS auf
die Deckglaser pipettiert. Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 4 °C in der Feuchtkammer im
Kuhlschrank.

Am nachsten Tag wurden die Deckglaser dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde der
Alexa Fluor-488 Ziege anti-Maus-Antikorper (finale Konzentration: 4 uyg/ml) in 1 % BSA/PBS
hinzugefligt und die Zellen wurden fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer
inkubiert.

Nach Beendigung der Antikdrperinkubation fir die erste Farbung, erfolgte die Sox2-Farbung.

Der anti-Sox2-Antikérper (finale Konzentration: 25 pg/ml) wurde in 1 % BSA in 0,3 %
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Triton/PBS bei Raumtemperatur auf die Zellen pipettiert. Nach 1 Stunde erfolgte ein dreifacher
Waschschritt mit je 1 ml 0,3% Triton/PBS pro Well.

AnschlielRend wurden die Zellen mit dem Sekundarantikdrper Alexa Fluor-647 Ziege-anti-
Hase-Antikorper (finale Konzentration: 2 yg/ml) in 1 % BSA in 0,3 % Triton/PBS inkubiert und
erneut in der Feuchtkammer fir 1 Stunde bei Raumtemperatur gelagert.

Um die Zellkerne zu farben, wurde den Lésungen mit den Sekundarantikérpern Hoechst 33258
in einer Verdinnung von 1:500 hinzugefugt.

Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS und anschlieRend mit destilliertem
Wasser fur 5 Minuten gewaschen. Zuletzt wurde Fluoro-Gel auf die Objekttrager aufgetragen
und die Deckglaser darauf platziert. Die Coverslips wurden mit handelstblichem Nagellack
versiegelt. Die Charakterisierung der migrierten Zellen erfolgte mit dem Lionheart FX

Mikroskop.

2.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software GraphPad Prism 8 durchgefiihrt.
Der Shapiro-Wilk-Test wurde verwendet, um die Normalverteilung der Daten zu Uberprufen.
Der Equal-Variance-Test wurde verwendet, um die Gleichheit der Varianzen zwischen den
Gruppen zu testen.

Wenn die Daten normalverteilt waren und gleiche Varianzen aufwiesen, wurde zum Vergleich
von zwei Stichproben der unabhangige Zweistichproben-t-Test verwendet., andernfalls wurde
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test angewendet.

Far parametrische Datensatze mit mehr als zwei Stichproben wurde eine one-way-analysis of
variance (one-way ANOVA) durchgeflihrt, wahrend fur nicht-parametrische Datensatze die
Kruskal-Wallis one-way ANOVA on Ranks verwendet wurde.

In der graphischen Darstellung wurde der Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittels
(standard error of the mean, SEM) dargestellt, da alle biologische Replikate zusatzlich als
technische Replikate durchgefiihrt wurden.

Die statistische Signifikanz wurde mit einem festgelegten Signifikanzniveau von p < 0,05
bewertet. Bei signifikanten Ergebnissen wurden Sternchen (*) verwendet, um den Grad der
Signifikanz anzugeben (* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001 und **** p < 0,0001).
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3 Ergebnisse

3.1 Migrationsverhalten

Die Migration von Tumorzellen spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Metastasierung in
fremde Organe. Die Interaktion verschiedener Subpopulationen innerhalb des Primarius kann
dabei sowohl die Aussaat der Tumoren in das unmittelbare TME, aber auch in fremde Organe
beglnstigen (Hanahan und Coussens 2012). Um zu untersuchen, ob die Zellvarianten der
Panc1- und Panc89-Zelllinien hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens Unterschiede aufweisen,
erfolgte die Durchfiihrung von Migrationsassays Uber 32 Stunden bzw. 24 Stunden. Dabei
wurde die Migrationsfahigkeit der Zellvarianten nicht nur nativ, sondern auch unter Stimulation

durch KM bzw. in Form von Co-Kulturen Uberprift.

3.1.1 Panc1-Zellvarianten migrieren signifikant langsamer als Panc89-
Zellvarianten
Das Migrationsverhalten der Panc1- und Panc89-Zellvarianten wurde Gber einen Zeitraum von
insgesamt 32 Stunden untersucht. Im Verlauf der Zeit zeigte sich eine Zunahme der
Zellkonfluenz im Spalt bei allen Zellvarianten, wobei deutliche Unterschiede zwischen den
beiden parentalen Zellen und zum Teil auch zwischen den Subpopulationen zu beobachten
waren (Abbildung 6A).
Die Konfluenz der parentalen Panc1-Zellen stieg tber die Zeit an und nach 32 Stunden wurde
eine Konfluenz von 29,22 % gemessen. Die Gesamtzunahme der Konfluenz im Spalt betrug
insgesamt 13,61 % (Abbildung 6B).
Die Panc1-Holoklonzellen zeigten die geringste Konfluenzanderung unter allen Panc1-
Zellvarianten. Innerhalb von 32 Stunden stieg die Konfluenz im Spalt um insgesamt 3,37 %
an, sodass die Konfluenz in der letzten Messung bei 19,29 % lag (Abbildung 6B).
Das Migrationsverhalten der Panc1-Paraklonvariante ahnelte denen der anderen Panc1-
Zellvarianten. Nach 32 Stunden bedeckte die Panc1-Paraklonvariante 21,98 % des Spalts.
Die Differenz zwischen der ersten und der letzten Messung betrug 7,18 % (Abbildung 6B).
Insgesamt zeigte sich bei allen drei Panc1-Zellvarianten eine geringe Migrationsaktivitat,
wobei die parentalen Panc1-Zellen noch die starkste Migrationsfahigkeit zeigten.
Die parentalen Panc89-Zellen zeigten hingegen eine deutliche Zunahme der Konfluenz im
Spalt, welche nach 32 Stunden 78,76 % betrug. Die starkste Zunahme mit einem Anstieg um
22,79 % wurde zwischen den Zeitpunkten 8 und 16 Stunden beobachtet. Die maximale
Zunahme betrug 63,61 % (Abbildung 6C).
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Bei den Panc89-Holoklonvarianten betrug die Konfluenz im Spalt nach 8 Stunden bereits
75,16 % und nach weiteren 8 Stunden war der Spalt nahezu vollstandig verschlossen (97,91
%). Der gesamte Anstieg am Ende des Versuchs betrug damit 84,32 %. Diese Zellvariante
war die einzige Zellpopulation, die in dem gewahlten Beobachtungszeitraum in der Lage war,
den Spalt vollstandig zu schlielten (Abbildung 6C).

Die Panc89-Paraklonzellen zeigten die geringste Migrationsaktivitat innerhalb der Panc89-
Zellvarianten. Bei ihnen stieg die Konfluenz im Spalt auf 53,65 % am Ende des

Beobachtungszeitraums an. Die Konfluenzzunahme betrug insgesamt 38,25 % (Abbildung

6C).
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Abbildung 6: In allen untersuchten Zellvarianten lasst sich eine Zunahme der
Zellkonfluenz im Spalt beobachten. Parentale Panc1- und Panc89-Zellen sowie ihre
jeweiligen Subpopulationen (Holoklon- und Paraklonzellen) wurden mit Hilfe eines
Wundheilungsassay hinsichtlich ihrer Migrationsfahigkeit untersucht. Nach Aussaat von 5 x
10* Zellen der Panc1 und Panc89-Zellvarianten in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsatze
wurde die Zellkonfluenz im Spalt zum Zeitpunkt t = 0, 8, 16, 24 und 32 Stunden gemessen.
Die Konfluenz im Spalt wird als prozentualer Anteil in Form von Mittelwerten mit SEM von n =
3 unabhangigen Versuchen angegeben und ist jeweils flr A) alle Zellvarianten, B) die Panc1-

Zellvarianten und C) die Panc89-Zellvarianten dargestellt.

Im direkten Vergleich der Panc1- und Panc89-Zellvarianten zeigten die Panc89-Zellvarianten
eine signifikant starkere Migrationsfahigkeit gegeniber den Panc1-Zellvarianten sowohl zu
allen Zeitpunkten als auch bei allen Varianten (Abbildung 7A bis C). Der Unterschied war
besonders deutlich im direkten Vergleich der CSC-assoziierten Holoklonzellen erkennbar.
Die Abbildung 7D zeigt beispielhaft die Migrationsfront der Panc1-Zellvarianten zu den
Zeitpunkten 0 Stunden, 8 Stunden und 24 Stunden. Hier ist zu erkennen, dass die wenigen
Zellen, die in den Spalt migrierten, einen langlichen, spindelférmigen Phéanotyp in
Ubereinstimmung mit dem mesenchymalen Charakter der Panc1-Zellen aufwiesen und als
einzelne Zellen migrierten (weil3er Pfeil).

Die Abbildung 7E veranschaulicht die Migration der Panc89-Zellvarianten. Vor allem bei den
epithelialen Panc89-Holoklonzellen wird deutlich, dass die Migration in den Spalt durch
kollektive Tumorzellverbdnde ermdglicht wird. Jedoch lassen sich migrierende Zellverbande

auch bei der parentalen Population und den Panc89-Paraklonzellen erkennen (weil3e Pfeile).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es deutliche Unterschiede im Migrationsverhalten
zwischen den epithelialen Panc89-Zellvarianten und den mesenchymalen Panc1-
Zellvarianten gab. Auffallig ist, dass die CSC-assoziierten Panc89-Holoklonzellen von den
sechs untersuchten Zellvarianten die starkste Migration zeigten, wahrend die CSC-
assoziierten Panc1-Holoklonzellen die niedrigste Migrationstendenz hatten. Im Allgemeinen
war die Migrationsrate bei allen Panc89-Zellvarianten starker ausgepragt als bei den Panc1-
Zellvarianten. Darliber hinaus zeigten in Ubereinstimmung mit ihrem mesenchymalen
Phanotyp die Panc1-Zellvarianten eine Migration in Form von Einzelzellen, wahrend die
Panc89-Zellvarianten in Form von Zellkollektiven migrierten.

Aufgrund des signifikant besseren Migrationsverhaltens der epithelialen Panc89-Zellvarianten

wurden nur diese Zellen in den nachfolgenden Versuchen weiter untersucht.
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Abbildung 7: Panc1-Zellvarianten migrieren signifikant langsamer als Panc89-

Zellvarianten. Parentale Panc1- und Panc89-Zellen sowie ihre jeweiligen Subpopulationen
(Holoklon- und Paraklonzellen) wurden mit Hilfe eines Wundheilungsassays hinsichtlich ihrer
Migrationsfahigkeit untersucht. Nach Aussaat von 5 x 10* Zellen der Panc1 und Panc89-
Zellvarianten in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsatze wurde die Zellkonfluenz im Spalt
zum Zeitpunkt t = 0, 8, 16, 24 und 32 Stunden gemessen. Die Konfluenz im Spalt wird als
prozentualer Anteil in Form von Mittelwerten mit SEM von n = 3 unabhangigen Versuchen
angegeben und ist vergleichend fir A) die parentalen Zellen, B) die CSC-assoziierten
Holoklonvarianten und C) die Nicht-CSC-assoziierten Paraklonvarianten dargestellt. Dartber
hinaus sind reprasentative Aufnahmen des Spalts zu den Messzeitpunkten t = 0, 8 und 24
Stunden fir D) die Panc1-Zellvarianten sowie E) die Panc89-Zellvarianten dargestellt. Die
weillen Pfeilspitzen zeigen exemplarisch in den Spalt migrierte Tumorzellen als einzelne,
spindelférmige  Zellen bei den mesenchymalen Panc1-Zellvarianten bzw. als
Kollektivverblinde mehrerer Zellen bei den epithelialen Panc89-Zellvarianten. Die Daten
wurden statistisch mithilfe eines unabhangigen Zwei-Stichproben-t-Tests analysiert.
Signifikanzniveau p * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001; Mal3stab = 100 pm.

3.1.2 Immunzytochemische Darstellung der Expression von EMT- und CSC-
Markern in migrierenden Panc89-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Panc89-Zellvarianten eine starkere Migration in

den Spalt als die Panc1-Zellvarianten aufweisen, wurde eine genauere Charakterisierung der

in den Spalt wandernden Zellen vorgenommen. Dazu wurden nach einer 8-stlindigen

Migration immunzytochemische Untersuchungen auf den epithelialen Marker E-Cadherin, den

mesenchymalen Marker L1CAM sowie den CSC-Marker Sox2 durchgefiihrt (Abbildung 8).
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Die Panc89-Holoklonzellen waren am starksten positiv fir das Membranprotein E-Cadherin
im Vergleich zu den parentalen Panc89-Zellen sowie den Panc89-Paraklonzellen. Bei allen
drei Zellvarianten war jedoch zu beobachten, dass E-Cadherin-positive Zellen zusammen mit
E-Cadherin-negativen Zellen in Zellverbanden in den Spalt migrierten (schwarzer Kreis),
wobei diese Zellverbdnde am ausgepragtesten bei den Panc89-Holoklonvarianten zu
beobachten waren.

In Einklang mit der bisherigen Charakterisierung der Panc89-Zellen zeigten die Panc89-
Holoklonzellen keine L1CAM-Expression und damit kaum mesenchymale Charakteristika.
Obwohl die parentalen Panc89-Zellen und die Paraklonzellen den mesenchymalen Marker
L1CAM exprimierten, waren im Spalt kaum mesenchymal-imponierende L1CAM-positive
Zellen zu finden.

Die Expression des CSC-Markers Sox2 stellte sich am deutlichsten in den Panc89-
Holoklonzellen dar. Dabei zeigten diese Tumorzellen eine intranukleare Anreicherung des
CSC-Markers (weilder Kreis). In der parentalen Panc89-Population war nur eine geringe
Anzahl an Sox2-positiven Zellen zu beobachten, was in Einklang mit einem nur geringen Anteil
an CSCs innerhalb einer Gesamtzellpopulation steht. Die Panc89-Paraklonzellen zeigten
keine Sox2-Expression, was im Einklang mit ihrem Nicht-CSC-Phanotyp steht.

Aus der Zusammenschau der Daten kann gefolgert werden, dass die Panc89-Holoklonzellen
trotz ihres epithelialen Phanotyps, der durch die hohe E-Cadherin-Expression verdeutlicht
wird, die hochste Migrationsrate in Form von Zellverbanden aufweisen. Die parentalen
Panc89-Zellen und die Panc89-Paraklonzellen, die eher einen mesenchymaleren Charakter
aufweisen (indiziert durch die L1CAM-Expression), waren nicht in der Lage, den Spalt in
gleichem MalRe zu schlieBen wie die Panc89-Holoklonzellen. Somit kdénnen in
Zusammenschau mit dem epithelialen Phanotyp der Panc89-Holoklonzellen und zu Teilen
auch der parentalen Panc89-Zellen mesenchymale Eigenschaften als treibende Kraft der
Zellmigration ausgeschlossen werden. Da die Sox2-exprimierenden Tumorzellen innerhalb
der parentalen Panc89-Population keine ausgepragte Migrationstendenz zeigten, scheint

Sox2 vermutlich eine geringere Relevanz fir die Zellmigration zu haben.
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Abbildung 8: Migrierende Zellverbinde enthalten E-Cadherin-exprimierende Zellen,
sind aber nicht exklusiv Sox2-exprimierend. Nach Aussaat von 5 x 10* parentaler Panc89-
, Panc89-Holoklon- und Panc89-Paraklonzellen in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsatze
wurde die Zellmigration nach 8 Stunden gestoppt. AnschlieRend wurde eine
immunzytochemische Farbung des epithelialen Markers E-Cadherin, des mesenchymalen
Markers L1CAM sowie des CSC-Markers Sox2 durchgefiihrt. Dargestellt sind reprasentative
Aufnahmen der drei Zellvarianten nach der Farbung in n = 3 unabhangigen Experimenten. Die
schwarzen bzw. weilden Kreise zeigen exemplarisch Zellen mit der Expression von E-Cadherin
bzw. Sox2. Mal3stab = 200 um.

3.1.3 Immunfluoreszenzdoppelfirbung von E-Cadherin und Sox2 in

migrierenden Panc89-Zellen
Um das Zusammenspiel zwischen E-Cadherin und Sox2 in Panc89-Zellvarianten bei der
Zellmigration genauer zu untersuchen, wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung
durchgefihrt.
Die Migration der Panc89-Holoklonzellen war erneut am effektivsten. Der Spalt war nach 8

Stunden fast vollstandig geschlossen, wahrend bei den anderen beiden Zellvarianten



Ergebnisse 41

weiterhin ein freier Spalt zwischen beiden Migrationsfronten zu erkennen war. Darlber hinaus
zeigte sich erneut eine Migration in Form von kollektiven Tumorzellverbanden (Abbildung 9).
In den Farbungen wurde deutlich, dass die parentale Population sowohl aus E-Cadherin-
positiven als auch aus E-Cadherin-negativen Zellen zusammengesetzt ist und einige Zellen
ebenfalls eine Sox2-Expression zeigen (Abbildung 9, linke Spalte). Zudem ist zu erkennen,
dass diese beiden Marker gleichzeitig von einigen Zellen exprimiert werden (weiler Kreis).
Die Panc89-Holoklonzellen zeigten hingegen eine deutlich héhere Positivitat fur die Co-
Expression von E-Cadherin und Sox2 als die parentalen Panc89-Zellen sowie die Panc89-
Paraklonzellen (weil3er Kreis). Gleichzeitig fiel bei den Panc89-Holoklonzellen auf, dass eine
variable Expression von E-Cadherin auf der Zelloberflache vorhanden ist. Bei der Panc89-
Paraklonvariante waren aufgrund des weiterhin vorhandenen Spalts zwischen den Zellrasen
weniger E-Cadherin-positive Zellen zu erkennen und die Sox2-Expression fehlte vollstandig.
Im Einklang mit den vorherigen Farbungen lasst sich somit sagen, dass in allen Zellvarianten
E-Cadherin zu detektieren ist, wohingegen Sox2-positive Zellen vornehmlich in den
Holoklonzellen sowie in geringerer Anzahl in den parentalen Zellen zu verzeichnen waren
(weilder Pfeil). Doppelt positive Zellen waren insbesondere in den Panc89-Holoklonzellen zu
detektieren (weiller Kreis). Dabei waren diese Tumorzellen sowohl an der Migrationsfront als
auch zentral im Zellrasen zu detektieren, was darauf hindeutet, dass Sox2 vermutlich eine
geringere Rolle fur die Migration selbst spielt.

Somit stehen die Ergebnisse der Immunfluoreszenzdoppelfarbungen in Einklang mit den zuvor
generierten Daten und unterstreichen die Bedeutung einer kollektiven Zellmigration in den

Panc89-Zellvarianten, die mit einem epithelialen Phanotyp der Zellen im Einklang steht.
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Abbildung 9: Co-Expression von E-Cadherin und Sox2 sowohl an der Migrationsfront
als auch zentral im Zellrasen der parentalen Panc89-Zellen und Panc89-Holoklonzellen.
Nach Aussaat von 5 x 10* parentaler Panc89-, Panc89-Holoklon- und Panc89-Paraklonzellen
in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsdtze wurde die Zellmigration nach 8 Stunden
gestoppt. Anschlieiend wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung von E-Cadherin und
Sox2 zusammen mit einer Hoechstfarbung durchgefiihrt. Dargestellt sind reprasentative
Aufnahmen des Spalts von n = 3 unabhangigen Versuchen der drei Zellvarianten. Die obere
Reihe entspricht der Kombination der einzelnen Farbungen, darunter sind die Farbungen von
Sox2, E-Cadherin und Hoechst dargestellt. Die weillen Kreise zeigen exemplarisch Zellen mit
der Co-Expression von E-Cadherin und Sox2, wahrend die weiRen Pfeile die Expression von

Sox2 sowohl an der Migrationsfront als auch im Zellrasen aufzeigen. Maf3stab = 200 um.
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3.1.4 Keine parakrine Beeinflussung der Migration von Panc89-Holoklon- und
Panc89-Paraklonzellen
Um einen mdglichen Einfluss von l6slichen Faktoren, die von den Holoklon- und
Paraklonzellen sezerniert werden, auf das Migrationsverhalten zu untersuchen, wurden die
Panc89-Subpopulationen vor dem Migrationsassay entweder mit ihnrem eigenen KM oder dem
KM der anderen CSC- bzw. Nicht-CSC-Population fiir 48 Stunden inkubiert. Dann erfolgte die
Messung der Migration tber 32 Stunden.
Im Einklang mit den bisherigen Experimenten zeigten die Panc89-Holoklonzellen nach
Konditionierung mit ihren eigenen Medien ein deutlich starkeres Migrationsverhalten als die
Paraklonzellen nach Inkubation mit inrem Zellkulturmedium. Das Migrationsverhalten beider
Zellvarianten wurde kaum bis gar nicht durch die vorherige Inkubation der Zellen in KM der
jeweils anderen Zellpopulation beeinflusst (Abbildung 10A und B).
Die Konfluenz im Spalt der Panc89-Holoklonvariante nach Inkubation in eigenem
Zellkulturmedium betrug nach 32 Stunden 64,77 %, wahrend die Inkubation im
Zellkulturmedium der Panc89-Paraklonzellen eine Zellkonfluenz im Spalt von 57,49 % ergab
(Abbildung 10A). In der Panc89-Paraklonvariante wurde ein leichter Anstieg der Konfluenz im
Spalt unter beiden Bedingungen beobachtet. Nach 32 Stunden waren nach Inkubation in
eigenem Zellkulturmedium 18,58 % des Spalts konfluent bzw. nach Inkubation in
Zellkulturmedium der Panc89-Holoklonzellen 17,5 % (Abbildung 10B).
In der Zusammenfassung deuten diese Befunde darauf hin, dass beide Zellpopulationen nicht
in der Lage sind durch sezernierte Faktoren das Migrationsverhalten der anderen

Subpopulation zu beeinflussen.
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Abbildung 10: Das Migrationsverhalten der Panc89-Zellvarianten wird nicht durch
sezernierte losliche Faktoren der anderen Zellpopulation beeinflusst. Nach Aussaat von
5 x 10* Panc89-Holoklon- bzw. Paraklonzellen in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsatze

wurden beide Zellvarianten entweder mit ihren eigenen konditionierten Medien (KM) oder mit
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den KM der anderen Zellvariante fur 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zellkonfluenz im Spalt zum Zeitpunkt t = 0, 8, 16, 24 und 32 Stunden gemessen. Die
Zellmigration A) der Panc89-Holoklonzellen und B) der Panc89-Paraklonzellen wird dargestellt
als Mittelwerte der prozentualen Zellkonfluenz im Spalt mit SEM von n = 4 unabhangigen

Experimenten.

3.1.5 Keine Beeinflussung des Migrationsverhaltens der Panc89-
Holoklonzellen und Panc89-Paraklonzellen durch parallele Aussaat im
Migrationsassay

In dem vorherigen Versuch hatte die Kultivierung der Panc89-Zellvarianten durch KM 48

Stunden vor der Durchfiihrung eines Migrationsassays keinen signifikanten Einfluss auf das

Migrationsverhalten zeigen kénnen. Um jedoch zu priifen, ob sich die beiden Zellpopulationen

in einer gemeinsamen Kultur durch sezernierte Faktoren beeinflussen und darlUber das

Migrationsverhalten jeweils verandert wird, erfolgte eine parallele Aussaat der Zellvarianten in

gegenuberliegende Kavitaten der Ibidi®-Zellkulturinsatze und die Beurteilung der Migration

Uber 24 Stunden. Der maximale Messzeitpunkt wurde reduziert, da in den vorherigen

Versuchen demonstriert werden konnte, dass die Panc89-Holoklonzellen bereits nach 24

Stunden mit einer fast vollstandigen Konfluenz den Spalt schlieRen konnten. Ferner wurden

die Panc89-Holoklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Green CMFDA grin und die

Panc89-Paraklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Deep Red rot gefarbt, um beide

Zellpopulationen eindeutig voneinander unterscheiden zu kénnen.

Die mittlere Konfluenz der Panc89 Holoklonzellen stieg nach 24 Stunden auf 28,42 % an und

die Konfluenzzunahme betrug insgesamt 22,49 % (Abbildung 11A).

Bei den Panc89-Paraklonzellen zeigte sich ein Anstieg um 7,84 % und die Konfluenz im Spalt

betrug nach 24 Stunden 8,86 % (Abbildung 11A).

Insgesamt war die Migrationsaktivitat beider Zellvarianten somit schwacher als in den

vorherigen Versuchen mit den unmarkierten Zellvarianten.

Wie in Abbildung 11B jedoch zu sehen ist, wurde der Anstieg der Konfluenz im Spalt weiterhin

durch die Panc89-Holoklonzellen verursacht. Die Paraklonzellen zeigten hingegen kaum

Migrationsaktivitat. Dies verdeutlicht in Ubereinstimmung mit den bisherigen Versuchen das

starkere Migrationspotential der Panc89-Holoklonzellen innerhalb der Panc89-Zellvarianten.

Eine gegenseitige Beeinflussung der Migrationstendenz von Panc89-Zellpopulationen durch

I6sliche Faktoren kann anhand dieser Ergebnisse sowie der Ergebnisse aus 3.1.4 jedoch

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 11: Das Migrationsverhalten der Panc89-Holo- und Paraklonzellen wird nicht
durch parakrine Faktoren beeinflusst. Vor dem Migrationsassay wurden die Panc89-
Holoklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Green CMFDA und die Panc89-Paraklonzellen
mit dem Farbstoff CellTracker® DeepRed gefarbt. Nach Aussaat von 5 x 10* Panc89-
Holoklon- bzw. Paraklonzellen in die Kammern der Ibidi®-Zellkultureinsatze wurde die
Zellkonfluenz im Spalt zu den Zeitpunkten t = 0, 8, 16 und 24 Stunden gemessen. Die
Zellmigration A) der Panc89-Holoklon- und Panc89-Paraklonzellen ist dargestellt als
Mittelwerte der prozentualen Zellkonfluenz im Spalt mit SEM aus n = 5 unabhangigen
Versuchen. Dariber hinaus sind reprasentative Aufnahmen des Spalts zu den Zeitpunkten t =
0, 8, 16 und 24 Stunden mit B) den griin-fluoreszierenden Panc89-Holoklonzellen und den rot-

fluoreszierenden Panc89-Paraklonzellen dargestellt. Malistab = 200 pm.
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3.1.6 Ein hdherer Anteil an Panc89-Holoklonzellen an der Gesamtzellpopulation
geht mit einer schnelleren Migrationsfahigkeit einher
Die bisherigen Befunde untermauern, dass die parentalen Panc89-Zellen aus mehreren
Subpopulationen bestehen, u.a. Panc89-Holoklon- und Paraklonzellen. Die Ergebnisse der
vorherigen Experimente haben zudem zeigen konnen, dass die Panc89-Holoklonzellen die
starkste Zellmigration im Vergleich zur parentalen Population sowie der Paraklonzellen haben.
Um zu untersuchen, ob und wie sich die Zellmigration der beiden Zellpopulationen durch den
Anteil an der Gesamtpopulation verandert, wurde beide Zellpopulationen in unterschiedlichen
Zellverhaltnissen (100%-Holoklon- bzw. Paraklonzellen, 75:25, 50:50 oder 25:75
Holoklonzellen bzw. Paraklonzellen) kultiviert und das Migrationsverhalten Gber 24 Stunden
analysiert.
Die 100 %-Population der Panc89-Holoklonzellen zeigte eine ahnliche Migrationsdynamik wie
bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben. Es wurde ein Anstieg um 75,7 % gemessen, wobei die
Zellkonfluenz im Spalt 81,54 % nach 24 Stunden betrug (Abbildung 12A). Wie bereits in
Abschnitt 3.1.1 beschrieben migrierte die 100 %-Population der Panc89-Paraklonzellen
deutlich weniger und der Spalt war nach 24 Stunden nur zu 28,04 % mit den Zellen bedeckt
(Abbildung 12B).
Bei einem Verhaltnis von 75:25 (3:1) von Panc89 Holoklon- zu Panc89 Paraklonzellen war
nach 24 Stunden ein Anstieg beider Zellkonfluenzraten zu verzeichnen (Panc89-
Holoklonzellen: 58,14 %, Panc89-Paraklonzellen: 15,22 %). Der gesamte Anstieg der
Zellkonfluenz im Spalt betrug somit fur die Panc89-Holoklonzellen 52,82 % und flr die Panc89
Paraklonzellen 13,72 % (Abbildung 12A und B).
Die Zellkonfluenz im Spalt betrug beim 50:50-Verhaltnis (1:1) nach 24 Stunden 45,82 % fir
die Holoklonzellen und 30,67 % fur die Paraklonzellen (Abbildung 12A und B). Die Zunahme
der Konfluenz im Spalt lag somit nach 24 Stunden bei 42,01 % bzw. 27,94 %.
Die Auswertung der Daten des 25:75-Verhaltnisses (1:3) ergab fir die Panc89 Holoklonzellen
einen mittleren Konfluenzanstieg um 21,36 % nach 24 Stunden, wahrend dieser Anstieg bei
den Panc89 Paraklonzellen 31,33% betrug. Nach 24 Stunden konnte eine Konfluenz im Spalt
von 24,03 % bei den Holoklonzellen und 34,12 % bei den Paraklonzellen gemessen werden
(Abbildung 12A und B).
In allen Verhaltnissen (bis auf dem 1:3-Verhaltnis) war der Anteil der Panc89-Holoklonzellen
im Spalt somit hdher als der Anteil der Panc89-Paraklonzellen. AuRerdem wurde deutlich,
dass durch die Veranderung der Zellverhaltnisse von Panc89-Holoklon- zu Panc89-
Paraklonzellen ein zunehmender Anteil an Paraklonzellen mit einer weniger effektiven
Migration einherging, wahrend ein hoher Anteil an Holoklonzellen einen schnellen

Spaltverschluss beglinstigte.
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In der mikroskopischen Auswertung konnten wie zuvor beobachtet nur wenige Paraklonzellen
im Spalt nachgewiesen werden, wahrend die Holoklonzellen auch in den unterschiedlichen
Zellverhaltnissen eine kollektive Migration in den Spalt zeigten. Dabei waren sie sogar in der
Lage, Paraklonzellen mit in den Spalt zu dirigieren (weiler Pfeil, Abbildung 12C).

Diese Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass vor allem die CSC-assoziierten
Holoklonzellen die Migration der Panc89-Zellen vermitteln, wahrend die Nicht-CSC-
assoziierten Paraklonzellen eine untergeordnete Rolle im Migrationsprozess spielen. Dartber
hinaus weisen die Daten darauf hin, dass epitheliale Panc89-Holoklonzellen die weniger

migrationsfahigen Panc89-Paraklonzellen durch direkte Zellkontakte zur Migration befahigen.
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Abbildung 12: Panc89-Holoklonzellen beeinflussen das Migrationsverhalten der
Panc89-Paraklonzellen durch direkte Interaktion. Vor dem Migrationsassay wurden die
Panc89-Holoklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® Green CMFDA und die Panc89-
Paraklonzellen mit dem Farbstoff CellTracker® DeepRed gefarbt. Die fiur die einzelnen
Verhaltnisse (100 A%, 75 %/25 %, 50 %/50 %, 25 %/75 %) erforderliche Zellzahl wurde
errechnet und die Zellen dementsprechend in die Kavitaten der Ibidi®-Zellkultureinsatze
ausgeséat, sodass die Gesamtzahl der kultivierten Zellen 5 x 10* betrug. Im Anschluss erfolgte
die Messung der Zellkonfluenz im Spalt fir die grin- und rot fluoreszierenden Panc89-
Zellvarianten zu den Zeitpunkten t = 0, 8, 16 und 24 Stunden. Die Zellmigration der A) Panc89-
Holoklonzellen sowie der B) Panc89-Paraklonzellen ist dargestellt als Mittelwerte der
prozentualen Zellkonfluenz im Spalt mit SEM von n = 5 unabhangigen Versuchen. In der
Legende sind die unterschiedlichen Verhaltnisse gezeigt. Dartber hinaus sind in C)
reprasentative Aufnahmen des Spalts zu dem Zeitpunkt t = 24 Stunden mit den grin-
fluoreszierenden Panc89-Holoklonzellen und den rot-fluoreszierenden Panc89-Paraklonzellen
in den verschiedenen Zellverhaltnissen dargestellt. Die wei3en Pfeile markieren exemplarisch
Panc89-Holoklonzellen, welche die Migration in den Spalt dirigieren und Uber Zell-Zell-
Kontakte sowohl mit anderen Panc89-Holoklonzellen als auch mit Panc89-Paraklonzellen

verbunden sind. Maf3stab = 100 pm.

3.2 Adhasionsverhalten

Neben der Fahigkeit zur Zellmigration stellt auch die Zelladhasion der Tumorzellen an
Endothelzellen der Zweitmanifestationsorgane einen wichtigen Schritt in  der
Metastasierungskaskade dar (Makrilia et al. 2009). Um zu untersuchen, ob sich Panc1- und
Panc89-Zellvarianten hinsichtlich ihrer Adhasion an Lungenendothelzellen unterscheiden,
wurde ein Adhasionsassay mit der humanen Lungenendothelzelllinien HuLEC-5a
durchgefiihrt und die Adhasion der sechs PDAC-Zellvarianten eine und vier Stunden nach
Aussaat auf die HULEC-5a-Zellen bestimmt. Dartber hinaus erfolgte in weiterfihrenden
Experimenten die Aussaat der PDAC-Zellvarianten nach Konditionierung der

Lungenendothelzellen durch KM der PDAC-Zellvarianten.

3.2.1 Panc1-Zellvarianten adhirieren geringer an Lungenendothelzellen als
Panc89-Zellvarianten

Die parentalen Panci1-Zellen und die Panci1-Holoklonzellen zeigten ein ahnliches

Adhasionsverhalten an die HULEC-5a-Zelllinie. Nach einer Stunde betrug die Adhasionsrate

fur die parentale Zellpopulation 50,44 % und fir die Holoklon-Population 49,95 %. Die
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Adhasionsrate der Paraklon-Population war etwas niedriger und betrug 37,75 %. Nach vier
Stunden war eine leichte Zunahme in allen drei Panc1-Zellvarianten auf 55,53 %, 60,93 %
bzw. 51,62 % zu verzeichnen. Die Zunahme der adharenten Zellen lag damit fur die parentalen
Panc1-Zellen bei 5,09 %, fiir die Holoklon-Variante bei 10,98 % und flr die Paraklon-Variante
bei 13,87 % (Abbildung 13A).

Die Panc1-Paraklonzellen zeigten damit den hdchsten Anstieg der Adharenz Uber die Zeit,
obwonhl die starkste Adharenz bei den Panc1-Holoklonzellen gemessen werden konnte.

Alle Panc89-Zellvarianten zeigten ein zueinander &hnliches Adhasionsverhalten an die
Lungenendothelzellen. Nach einer Stunde adharierten 69,38 % der parentalen Population,
73,74 % der Holoklonzellen und 68,45 % der Paraklonzellen am Lungenendothel. In der
zweiten Messung erhohte sich dieser Anteil leicht auf 79,5 %, 80,35 % und 80,24 %. Die
gesamte Zunahme der adharenten Zellen betrug damit fir die parentale Panc89-Population
10,12 %, fir die Holoklon-Population 6,61 % und fir die Paraklon-Population 11,79 %
(Abbildung 13B).

Beim Vergleich der PDAC-Zellen zeigte sich ein signifikant besseres Adhasionsverhalten der
Panc89-Zellvarianten im Vergleich zu den Panc1-Zellvarianten zu allen untersuchten
Zeitpunkten und fir jede einzelne Zellpopulation (Abbildung 13C).

Diese Daten weisen darauf hin, dass der Unterschied in der Adhasionsfahigkeit vom CSC-
Phanotyp unabhangig zu sein scheint und eher durch den EMT-Phanotyp bestimmt wird, da
alle epithelialen Panc89-Zellvarianten unabhangig von inrem CSC-Phanotyp signifikant besser
an der Lungenendothelzelllinie HULEC-5a adharierten als die mesenchymalen Panc1-

Zellvarianten.
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Abbildung 13: Panci1-Zellvarianten adhéarieren  signifikant weniger an
Lungenendothelzellen als Panc89-Zellvarianten. Es erfolgte die Aussaat von 1 x 10°
HuLEC-5a-Zellen. Nach 24 Stunden wurden 1 x 10* der fluoreszenzmarkierten PDAC-
Zellvarianten ausgesat und die Adhasionsfahigkeit an den Lungenendothelzellen nach 1 und
4 Stunden Adhasionszeit bestimmt. Die Zelladhasion der A) Panc1-Zellvarianten sowie der B)
Panc89-Zellvarianten ist dargestellt als Mittelwerte der prozentualen Zelladhasion mit SEM
nach t = 1 und 4 Stunden von n = 3 unabhangigen Experimenten. Dariber hinaus wird C) die
Adharenz der parentalen sowie der CSC bzw. Nicht-CSC-Zellvarianten der Panc1- und
Panc89-Zellen verglichen.

Die Daten wurden statistisch mithilfe eines unabhangigen Zwei-Stichproben-t-Tests analysiert.
Signifikanzniveau p * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001.

3.2.2 Keine Beeinflussung der Adhiasionsfahigkeit der Panc1- und Panc89-
Zellvarianten an Lungenendothelzellen nach Stimulation der
Lungenendothelzellen mit konditionierten Medien

Als nachstes wurde untersucht, ob das Adh&sionsverhalten der PDAC-Zellen an die
Lungenendothelzellen durch eine Vorinkubation der HULEC-5a-Zellen mit KM der PDAC-
Zellvarianten im Sinne einer Vorbereitung der Metastasierung beeinflusst wird. Dafir wurden
die Lungenendothelzellen fur 48 Stunden mit den KM der jeweils zu untersuchenden
Zellvariante inkubiert, bevor die Adhasion untersucht wurde. Als Kontrolle diente das
Standard-Medium der Lungenendothelzellen.
Alle sechs Zellvarianten zeigten unter Kontrollbedingungen ahnliche Adhasionswerte wie
bereits in Versuch 3.2.1 beschrieben.
Die Adharenz an Lungenendothelzellen nach Vorinkubation dieser mit KM betrug fir die
parentalen Panc1-Zellen nach einer Stunde 54,1 % und nach vier Stunden 62,18 %. Der Anteil
der an Lungenendothelzellen adharierten Panc1-Holoklonzellen und Panc1-Paraklonzellen
lag nach einer Stunde bei 57,24 % bzw. 43,74 % und stieg nach vier Stunden auf 68,18 %
bzw. 59,81 % an. Der Gesamtanstieg fur die drei Panc1-Zellvarianten unter der KM-Bedingung
lag bei 8,08 %, 10,94 % bzw. 16,07 % (Abbildung 14A).

Die Panc89-Zellvarianten verzeichneten unter der KM-Bedingung nach einer Stunde eine

Adhasion von 64,59 % bei den parentalen Zellen, 65,34 % bei den Holoklonzellen und 63,14

% bei den Paraklonzellen. Nach vier Stunden zeigte sich ein Anstieg in allen drei Panc89-

Zellvarianten auf 78,46 %, 75,77 % bzw. 77,95 %. Insgesamt wurde eine Steigerung um 13,87

%, 10,43 % bzw.14,81 % gemessen (Abbildung 14B).

Die Adhasionsanalyse der PDAC-Zellvarianten ergab somit unter Standardbedingungen

verglichen mit den Adh&sionswerten nach Stimulation der Lungenendothelzellen mi KM weder
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eine schnellere noch eine starkere Zelladhasionsfahigkeit durch die Vorinkubation der HULEC-
5a-Zellen mit den KM der PDAC-Zellvarianten.
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Abbildung 14: Die Vorkonditionierung der Lungenendothelzellen durch konditioniertes
Medium der PDAC-Zellvarianten hat keinen Einfluss auf die Adhasionsfahigkeit. Es
erfolgte die Aussaat von 1 x 10° HuLEC-5a-Zellen. Nach 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt und die Zellen entweder mit ihrem eigenen Medium (Kontrolle) oder mit
konditionierten Medien (KM) der jeweiligen PDAC-Zellvariante fir 48 Stunden inkubiert.
Anschliefend wurde das Medium erneut gewechselt und es erfolgte die Aussaat von 1 x 10*
fluoreszenzmarkierten parentalen Panc1- und Panc89-Zellen oder ihrer Holoklon- und
Paraklonvarianten auf die entsprechend konditionierten HULEC-5a-Zellen. Die Adhasion der
PDAC-Zellen wurde nach t = 1 und 4 Stunden gemessen. Die Zelladhasion der A) Panc1-
Zellvarianten sowie der B) Panc89-Zellvarianten ist dargestellt als Mittelwerte der

prozentualen Zelladh&sion mit SEM von n = 3 unabhangigen Experimenten.

Um zu untersuchen, ob parakrine Faktoren der CSC-Populationen das Lungenendothel
konditionieren und dariber die Adhasionsfahigkeit der Nicht-CSC-Zellen an das
Lungenendothel beeinflussen und umgekehrt, wurden HULEC-5a-Zellen mit KM der Holo- und
Paraklonzellen beider PDAC-Zelllinien flr 48 Stunden inkubiert, bevor der Adhasionsassay
durchgefihrt wurde.

In der Holoklonvariante der Panc1-Zelllinie zeigte sich nach Stimulation der HULEC-5a-Zellen
mit dem Holoklon-KM eine Adhéarenz von 59,94 % nach einer Stunde und von 66,29 % nach
vier Stunden. Im Vergleich dazu wurde nach Konditionierung der Lungenendothelzellen mit
KM der Panc1-Paraklonzellen eine ahnliche Adharenz der Panc1-Holoklone von 58,21 % nach

einer Stunde und 68,13 % nach vier Stunden gemessen. Der Gesamtanstieg lag somit bei
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6,35 % bzw. 9,92 %. Fur die Paraklonvariante der Panc1-Zelllinie betrug die Adharenz nach
einer Stunde an den HULEC-5a-Zellen nach Konditionierung mit KM der Panc1-Holoklonzellen
60,46 %, aber nur 53,45 %, wenn die Lungenendothelzellen zuvor mit den KM der Panc1-
Paraklonzellen konditioniert worden waren. Nach vier Stunden lag die Adharenz der Panc1-
Paraklonzellen bei 69,96 % bzw. 70,17 %. Die Gesamtzunahme der Adharenz an die
Lungenendothelzellen fur die Panc1-Paraklonvariante betrug somit 9,5 % nach
Konditionierung mit dem eigenen KM, aber 16,72 % nach Konditionierung mit dem Holoklon-
KM (Abbildung 15A).

Die  Panc89-Holoklonzellen  verzeichneten eine ahnliche Adhdrenz an den
Lungenendothelzellen nach einer Stunde. Nach Konditionierung der HULEC-5a-Zellen mit
Holoklon-KM lag diese bei 62,25 % und nach Konditionierung mit Paraklon-KM bei 62,11 %.
Im Verlauf des Versuches kam es in beiden Gruppen zu einem Anstieg der Adharenz auf 66,1
% bzw. 69,33 % nach vier Stunden. Die Gesamtzunahme zwischen den beiden
Messzeitpunkten lag somit bei 3,85 % bzw. 7,22 %. Die Panc89-Paraklonzellen zeigten nach
Konditionierung der HULEC-5a -Zellen durch Holoklon-KM eine Adharenz von 71 %, wahrend
die Konditionierung mit KM der Paraklonzellen zu einer Adharenz von 75,48 % flhrte. Nach
vier Stunden stieg der Adhasionswert auf 75,28 % bzw. 76,91 % an. Dabei zeigte sich ein
Gesamtanstieg von 4,28 % bzw. 1,43 % (Abbildung 15B).

In der Zusammenschau zeigen die Ergebnisse, dass eine Konditionierung der HULEC-5a-
Zellen durch KM der Panc1- und Panc89-Zellvarianten keinen bedeutenden Effekt auf die

Adhasionsfahigkeit dieser Zellpopulationen hat.
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Abbildung 15: Parakrine Faktoren in konditionierten Medien haben keinen Einfluss auf
die Adhasionsfahigkeit der CSC- bzw. Nicht-CSC-Populationen der PDAC-Zellvarianten.
Es erfolgte die Aussaat von 1 x 10° HULEC-5a-Zellen. Nach 24 Stunden wurde das Medium
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gewechselt und die Zellen entweder mit dem konditioniertem Medium (KM) der CSC
(Holoklon)- oder Nicht-CSC (Paraklon)-Variante der jeweiligen PDAC-Zelllinie fir 48 Stunden
inkubiert. Anschliefiend wurde das Medium erneut gewechselt und es erfolgte die Aussaat von
1 x 10* fluoreszenzmarkierten Panc1- und Panc89-Holoklon- bzw. Paraklonzellen auf die
entsprechend konditionierten HULEC-5a-Zellen. Die Adhéasion der PDAC-Zellen wurde nach t
= 1 und 4 Stunden gemessen. Die Zelladhasion der A) Panc1-Zellvarianten sowie der B)
Panc89-Zellvarianten ist dargestellt als Mittelwerte der prozentualen Zelladhasion mit SEM

von n = 3 unabhangigen Experimenten.
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4 Diskussion

Das PDAC geht aufgrund seiner frilhen Metastasierungstendenz und ausgepragten
Therapieresistenz mit einer infausten Prognose einher. Dabei ist bei einem Grofteil der
Patienten bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine lokale Invasion oder eine Filialisierung
in Sekundarorgane nachweisbar (Mizrahi et al. 2020).

In den letzten Jahren haben sich bei verschiedenen Krebsentitaten vielversprechende
Therapieoptionen zur Behandlung von Metastasen etabliert. Beim PDAC jedoch stellt
weiterhin die palliative Chemotherapie mit FOLFIRINOX oder Gemcitabin und nab-Paclitaxel
den Standard in der metastasierten Situation dar (Leitlinienprogramm Onkologie 2024). Daher
ist es von groRRer Wichtigkeit, die Pathogenese der Metastasierung beim PDAC genauer zu
entschlisseln, um in Zukunft neue und effektivere Therapiemdglichkeiten entwickeln zu
kénnen.

Ziel dieser Dissertation war es das Migrations- und Adh&sionsverhalten an
Lungenendothelzellen von zwei PDAC-Zelllinien und ihrer jeweiligen Subpopulationen zu
untersuchen. Dabei wurde gezielt das Verhalten der Zellen in Abhangigkeit ihrer EMT- und

CSC-Eigenschaften charakterisiert.

4.1 Migrationsverhalten der PDAC-Zellvarianten

4.1.1 Migrationsverhalten von PDAC-Zellvarianten in Abhéangigkeit ihres EMT-
und CSC-Status

Zu allen Zeitpunkten war die Migrationstendenz der Panc89-Zellvarianten im Vergleich zu den
Panc1-Zellvarianten signifikant besser (siehe Abschnitt 3.1.1).

Fir die parentalen Panc1-Zellen sowie ihre Subpopulationen konnte dabei gezeigt werden,
dass sie nicht in der Lage waren, den Wundspalt innerhalb von 32 Stunden zu schlief3en.
Diese Beobachtung steht im Einklang mit anderen Arbeiten (Hu et al. 2023; Shao et al. 2020).
Die vergleichende Analyse der Panc1-Zellvarianten untereinander ergab wiederum, dass die
parentalen Panci1-Zellen die ausgepragteste Tendenz zur Migration aufwiesen. Es liegt
deshalb nahe, dass die interklonale Kooperation verschiedener Subpopulationen von gréflierer
Bedeutung flr ihre Migrationsfahigkeit ist als das Vorhandensein einer homogenen,
mesenchymal-differenzierten Zellpopulation (Neelakantan et al. 2015).

Die Panc89-Holoklonzellen waren hingegen in der Lage, den Wundspalt innerhalb von 32

Stunden vollstandig zu schlielen. Die parentalen Panc89-Zellen sowie die Panc89-
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Paraklonzellen prasentierten hingegen nur eine Konfluenz von 75 % bzw. 50 % nach 32
Stunden.

In anderen Studien konnten fir die parentalen Panc89-Zellen Konfluenzraten von ca. 90 %
nach 7 Stunden bzw. 60 % nach 20 Stunden bzw. 45 % nach 24 Stunden gezeigt werden
(Borchardt et al. 2019; Boukrout et al. 2021; Hedemann 2013). Anzumerken ist, dass in den
genannten Studien die Versuchsbedingungen variierten, da die Tumorzellen teilweise mit
verschiedenen Substanzen vorbehandelt wurden. Insgesamt stehen die Konfluenzraten der
Panc89-Zellen in dieser Arbeit jedoch im Einklang mit der Literatur und weisen auf einen
migratorischen Phanotyp hin.

Die signifikant hohere Migrationstendenz aller Panc89-Zellen im Vergleich zu den Panc1-
Zellen lasst die Schlussfolgerung zu, dass vor allem der divergente EMT-Status fir dieses
Verhalten verantwortlich ist. Gestutzt wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass in
Invasionsversuchen in eine EZM mit denselben Zellvarianten der CSC-Status ebenfalls keinen
wesentlichen Einfluss auf das Invasionsverhalten der Panc1- und Panc89-Zellen hatte (A.
Surrow, unverdffentlichte Dissertation; Philipp et al. 2024). In den genannten Versuchen
konnte allerdings eine bessere Invasionsfahigkeit der Panc1-Zellvarianten im Vergleich zu den
Panc89-Zellvarianten beobachtet werden. Das bessere Invasionsverhalten der Panc1-Zellen
lasst sich wohlmoglich dadurch erklaren, dass diese als mesenchymal-gepragte, einzelne
Zellen einfacher in die EZM eindringen kénnen als epitheliale Tumorzellverbande, wie sie bei
den Panc89-Zellen beobachtet wurden. Darliber hinaus sind mesenchymale Zellphanotypen
in der Lage, durch die Produktion von MMPs eine Degradation der EZM zu bewirken, was die
Invasion vereinfacht (Friedl und Wolf 2003; Philipp et al. 2024).

Eine gesteigerte Migrationstendenz in Assoziation mit dem CSC-Phanotyp konnte lediglich fir
die Sox2-dominante Holoklonpopulation der Panc89-Zelllinie festgestellt werden. Die Nestin-
dominante Panc1-Holoklonvariante wies hingegen keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur parentalen Panc1- bzw. Panc1-Paraklonzellvariante auf und migrierte von allen
untersuchten Zellvarianten sogar am wenigsten in den Spalt. Dies unterstreicht die Annahme,
dass der Stammzellcharakter von geringerer Bedeutung fur die Migration ist als der EMT-
Phanotyp.

Fir den CSC-Marker Sox2 lasst sich vermuten, dass er im Hinblick auf die Migrationstendenz
der Panc89-Holoklonvariante eine gewisse Rolle spielt. Diese Annahme kann damit begrindet
werden, dass die Sox2-dominierten Panc89-Holoklonzellen die starkste Migrationstendenz
aller untersuchten Zellvarianten in den Spalt zeigten. Um den Zusammenhang von Sox2 und
dem Migrationsverhalten der Panc89-Zellvarianten jedoch genauer zu eruieren, ist es
notwendig, Studien mit Zellen durchzuflihren, in denen die Sox2-Expression unterdrickt ist
(z.B. mit einem small interfering RNA (siRNA) oder small hairpin RNA (shRNA) vermitteltem
Knockdown (KD) von Sox2).
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Ferner ist zu berilicksichtigen, dass der divergente Ursprung der Zelllinien einen Einfluss auf
die unterschiedliche Migrationstendenz haben kénnte. Der Ursprung der parentalen Panc1-
Zelllinie ist ein primares PDAC des Pankreaskopfes mit positiver Perineuralscheideninvasion
und einer peripankreatischen Lymphknotenmetastase (Lieber et al. 1975). Die parentale
Panc89-Zellpopulation hingegen stammt aus einem peripankreatischen Lymphknoten eines
bereits in die Leber metastasierten Pankreaskopfkarzinoms (Okabe et al. 1983). AulRerdem
weisen die Panc1-Zellen eine geringe Differenzierung auf, wohingegen die Panc89-Zellen
durch eine moderate Differenzierung charakterisiert sind (Sipos et al. 2003). Obgleich ein
niedriger Differenzierungsgrad mit einer hoheren Wachstumsrate,
Metastasierungswahrscheinlichkeit sowie einer schlechteren Prognose einhergeht, wies der
Tumor des Patienten, aus dem die Panc1-Zelllinie generiert wurde, im Gegensatz zu dem
Tumor des Patienten, aus dem die Panc89-Zelllinie generiert wurde, klinisch ein niedrigeres
Tumorstadium auf (Lieber et al. 1975; Okabe et al. 1983). In der Zusammenschau dieser
Informationen kann spekuliert werden, dass die Tumorzellen im Primartumor, aus dem die
Panc1-Zellen isoliert wurden, zwar eine EMT durchlaufen haben, jedoch noch keine
erfolgreiche Fernmetastasierung stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu haben Tumorzellen,
aus denen die Panc89-Zellen isoliert wurden, nach erfolgreicher Metastasierung in
Lymphknoten eine MET durchlaufen oder einen E/M-Phanotyp im Metastasierungsprozess
angenommen, welcher vorteilhafter flir das Auswachsen in sekundaren Organen ist (Jolly et
al. 2019). Der Nachweis der kollektiven Migration in den Panc89-Zellvarianten, die signifikant
besser als die Einzelzellmigration der Panc1-Zellvarianten war, unterstiitzt diese Hypothese.
Neben den geno- und phanotypischen Unterschieden sind auch bereits funktionelle
Unterschiede zwischen den in dieser Arbeit verwendeten parentalen Populationen
beschrieben worden. In der Arbeit von Monti et al. wurden beispielsweise zwolf verschiedene
PDAC-Zellpopulationen, darunter auch die in dieser Arbeit verwendeten Zellen, hinsichtlich
ihres Proliferationsverhaltens sowie ihrer Suszeptibilitdt gegenliber verschiedenen Zytostatika
untersucht und Unterschiede festgestellt (Monti et al. 2004).

Auch unsere Arbeitsgruppe konnte Unterschiede zwischen den Zellpopulationen hinsichtlich
der Wachstumsraten in vitro und in vivo sowie der Ansprechrate auf das Zytostatikum
Gemcitabin feststellen. Die Untersuchung des Zellwachstums der epithelialen Panc89-
Zellvarianten im Vergleich zu den mesenchymal-differenzierten Panc1-Zellvarianten aber
auch den E/M-assoziierten Panc89-Paraklonzellen ergab, dass die epithelialeren Tumorzellen
eine hohere Wachstumsrate und damit auch ein besseres Ansprechen auf Gemcitabin
aufwiesen (Philipp et al. 2024). Diese Beobachtungen stehen somit im Einklang mit dem
proliferationsfahigeren  Charakter epithelialer Zellen (Joshi et al. 2023). In
Metastasierungsmodellen in vivo konnte dartber hinaus eine héhere Anzahl makroskopisch

detektierbarer Metastasen beobachtet werden, wenn epitheliale Panc89-Zellvarianten,
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insbesondere Panc89-Holoklonzellen, den Versuchstieren intralienal injiziert wurden. Die
Hauptlast der Metastasen war dabei hauptsachlich im Peritoneum zu detektieren. Dagegen
wiesen die mesenchymal-differenzierten Panc1-Holoklonzellen eine héhere
Mikrometastasierungsrate auf und die Metastasen waren vor allem auf das Pankreas begrenzt
(Philipp et al. 2024).

Unter Berlcksichtigung des Ursprungs beider Zelllinien sowie der Kenntnis Uber die
Auspragung von epithelialen bzw. mesenchymalen Markern in den einzelnen Zellvarianten
I&sst sich ableiten, dass der EMT-assoziierte Phanotyp der aus dem Primarorgan stammenden
Panc1-Zellen durch seine niedrigere Wachstumsrate zu einer geringeren makroskopischen
Tumorlast gefuhrt hat, welche sich primar auf das Pankreas konzentrierte. Im Gegensatz dazu
konnten die bereits metastasierten epithelialeren Panc89-Zellen nicht nur zur Ausbildung von
gréReren Tumoren fihren, sondern waren auch durch die Lokalisation aul3erhalb des
Pankreas, insbesondere im Peritoneum, charakterisiert. Es kann somit spekuliert werden,
dass in der Frihphase der Metastasierung des PDAC ein mesenchymaler Phanotyp im
Primarius vorteilhafter ist, um die erste Aussaat von malignen Tumorzellen in das unmittelbare
TME zu ermoéglichen und damit die Absiedlung von Tumorzellen in fremde Organe
vorzubereiten. Im weiteren Verlauf sind dann epitheliale Faktoren fir das kollektive und
wohimdglich effektivere Auswandern aus dem Primarorgan sowie das Uberleben und
Auswachsen von Sekundartumoren notwendig (Jolly et al. 2019). Diese Annahme wird unter
anderem durch das bessere Migrations- und Adhasionsverhalten, die bessere Wachstumsrate
und durch die héhere in vivo Tumorlast der Panc89-Zellvarianten im Vergleich zu den Panc1-

Zellvarianten gestitzt (Philipp et al. 2024).

Die Analyse des Migrationsmodus der parentalen Panc1- und Panc89-Zelllinien sowie ihrer
Subpopulationen zeigte ebenfalls Unterschiede.

Die Panc1-Zellvarianten migrierten in Ubereinstimmung mit ihrem mesenchymalen Phanotyp
als Einzelzellen, wahrend die Panc89-Zellvarianten eine Migration vorwiegend als epitheliales
Zellkollektiv aufwiesen (siehe Abschnitt 3.1).

Lian et al. postulierten dagegen fiir die parentalen Panc1-Zellen eine Migration als kollektive
Zellverbande (Lian et al. 2020). Die unterschiedlichen Befunde kdnnten dadurch erklart
werden, dass in der genannten Arbeit kein konventioneller Wundheilungsassay durchgefihrt
wurde, sondern die Beweglichkeit der Zellen in Form eines Einzelzell-Motilitats-Assays erfasst
wurde. AuBerdem wurden die Panci1-Zellen in der genannten Studie mit einer shRNA
vorbehandelt.

Mesenchymale Zellen migrieren und invadieren in der Regel als Einzelzellen und nicht als
Kollektiv, sodass das in dieser Arbeit fir die Panc1-Zellvarianten beobachtete

Migrationsverhalten damit im Einklang steht (Friedl und Wolf 2003). Dartber hinaus wurde fir
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die Panc1-Zellen eine Invasion in Form einzelner Zellen beobachtet, was ebenfalls mit dem
mesenchymalen Charakter dieser Zellen Ubereinstimmt (A. Surrow, unverdffentlichte
Dissertation; Philipp et al. 2024).

Die Charakterisierung des Migrationsmodus der Panc89-Zellvarianten hingegen ergab, dass
die Migration vorwiegend als Zellkollektiv stattfindet. Innerhalb der migrierten Zellkollektive
waren entsprechend zahlreiche Zellen durch eine hohe Expression des epithelialen
Membranproteins E-Cadherin charakterisiert (siehe Abschnitt 3.1.2 und 3.1.3). Obgleich ein
Verlust von E-Cadherin haufig mit einer gesteigerten Motilitat assoziiert wurde (Mendonsa et
al. 2018), konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Expression dieses epithelialen
Markers mit einer starkeren Migration verbunden war. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit anderen Studien, die ebenfalls zeigen konnten, dass das Beibehalten epithelialer
Eigenschaften mit einer besseren Metastasierungsfahigkeit einhergehen kann (Carstens et al.
2021; Fischer et al. 2015; Jolly et al. 2016, 2019). In der Arbeit von Aiello et al. konnte darlber
hinaus demonstriert werden, dass im Bereich mit direkten Zell-Zell-Kontakten innerhalb
kollektiver Tumorzellverbande E-Cadherin exprimiert wird, wahrend die aufieren Zellen dieser
kollektiven Tumorzellverbande keine E-Cadherin-Expression aufweisen. Die Expression von
E-Cadherin in diesen E/M-Zellen &anderte sich nicht durch eine transkriptionelle
Herunterregulation, sondern durch Endozytose und Internalisierung in den Bereichen ohne
direkte Zell-Zell-Kontakte. Die Beibehaltung epithelialer Eigenschaften in selektiven Bereichen
der Tumorzellverbande spiegelt somit die Mdéglichkeit einer schnelle Relokation der E-
Cadherin-Expression auf der Zellmembran und somit die rasche Adaptationsfahigkeit im
Rahmen der Metastasierung wider und kann als Hinweis auf die zellulare Plastizitat innerhalb
der EMT-MET-Achse angesehen werden (Aiello et al. 2018). Diese zellulare Plastizitat
innerhalb der EMT-MET-Achse in den Panc89-Zellen erlaubt wohimdéglich die Anpassung an
veranderte Umgebungsbedingungen und vereint die Vorteile epithelialer und mesenchymaler
Differenzierungsgrade (Jolly et al. 2019). Es ist daher denkbar, dass auch bei den Panc89-
Zelllen die Veranderung der biologischen Aktivitat von E-Cadherin auf der Zelloberflache die
Migration beeinflusst, da innerhalb der migrierten Tumorzellverbande einige Zellen keine E-
Cadherin-Expression mehr aufwiesen (siehe Abschnitte 3.1.2 und 3.1.3). Gleichzeitig
ermoglicht die Aufrechterhaltung der membranstandigen E-Cadherin-Expression in Bereichen
mit direktem Zell-Zell-Kontakt die Integritdt der Tumorzellverbande, was eine effektivere
Besiedlung verschiedener Zellklone in Sekundéarorgane mit unterschiedlichen funktionellen
Eigenschaften zur Folge hat (Friedl und Gilmour 2009). Diese Annahme wird ebenfalls durch
die Beobachtung gestiitzt, dass nicht alle Panc89-Zellen innerhalb der migrierten Zellverbande
eine vollstandige Expression von E-Cadherin auf der Zelloberflache aufwiesen (siehe
Abschnitte 3.1.2 und 3.1.3). So zeigte sich auch in den Migrationsversuchen aus Abschnitt

3.1.6, dass in den Spalt migrierende Panc89-Holoklonzellen teilweise von Panc89-
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Paraklonzellen begleitet wurden, welche eine geringere E-Cadherin-Expression aufweisen.
Darlber hinaus wird diese Annahme durch die hdhere Makrometastasenlast im Vergleich zu
den Panc1-Zellvarianten unterstiitzt (Philipp et al. 2024). In einer Ubersichtsarbeit von Cheung
und Ewald wird ein Modell postuliert, das die Bedeutung epithelialer Membranproteine fir die
Metastasierung zirkulierender Tumorzellverbande verdeutlicht. Heterogene
Tumorzellpopulationen, die aus dem Primarius durch Absiedlung kooperierender polyklonaler
Tumorzellen hervorgehen und zu polyklonalen Metastasen fuhren, werden durch die
Expression epithelialer Adhasionsmolekiile zu einer effektiveren Dissemination befahigt
(Cheung und Ewald 2016). Die Bedeutung von E-Cadherin fir diese Hypothese sollte daher

in zukUnftigen Studien genauer erdrtert werden.

4.1.2 Panc89-Zellvarianten beeinflussen sich nicht gegenseitig iiber I6sliche
Faktoren in ihrem Migrationsverhalten
In einer Vielzahl von Studien konnte bereits gezeigt werden, dass stromale Komponenten aber
auch Tumorzellen selbst durch Sekretion von parakrinen Faktoren das Verhalten von malignen
Zellen sowohl im Primarius als auch in metastasierten Organen erheblich beeinflussen kénnen
(Group Young Researchers in Inflammatory Carcinogenesis et al. 2021; Neelakantan et al.
2015).
Um zu untersuchen, ob die Migrationsfahigkeit der Panc89-Zellen auch durch sezernierte
Botenstoffe der jeweiligen Tumorzellvarianten beeinflusst wird, wurden beide Panc89-
Zellvarianten mit ihrem eigenen sowie mit dem KM der jeweils anderen Panc89-Zellvariante
inkubiert. Hierbei wurde eine insgesamt geringere Migrationstendenz in den Spalt beobachtet,
ohne dass Unterschiede zwischen den Panc89-Zellvarianten festgestellt werden konnten
(siehe Abschnitt 3.1.4).
Diese Beobachtung wurde durch den Versuch in Abschnitt 3.1.5 bestatigt. Die parallele
Aussaat beider Panc89-Zellvarianten in gegenlberliegenden Kammern hat keine signifikanten
Unterschiede auf das Migrationsverhalten der Panc89-Zellvarianten zeigen kénnen.
In Zusammenschau der Ergebnisse aus den beiden oben genannten Versuchen lasst sich
somit schlussfolgern, dass die Migrationsfahigkeit der Panc89-Holoklon- und Paraklonzellen
nicht durch eine klonale Kooperation im Sinne einer parakrinen Wechselwirkung zwischen den

beiden Tumorzellpopulationen beeinflusst wird.

4.1.3 Die Panc89-Holoklonzellen sind der Treiber des ausgeprigten
Migrationsverhaltens der Panc89-Zellvarianten

Die Vielfalt und Variabilitdt der geno- und phanotypischen Eigenschaften von Zellen innerhalb

eines einzelnen Tumors wird als intratumorale Heterogenitat bezeichnet. Subpopulationen
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interagieren miteinander und tragen zur Aufrechterhaltung und Progression von malignen
Tumorerkrankungen bei. Im Verlauf der Karzinogenese flihrt die klonale Selektion zur
Expansion besonders maligner metastasierungsfahiger Zellpopulationen. Zu diesen
Subpopulationen gehéren neben metastasierungsfahigen EMT-assoziierten Klonen auch die
CSCs (Singh und Settleman 2010). Die Subpopulation der CSCs spielt aufgrund ihrer
tumorinitierenden und resistenzférdernden Eigenschaften eine wichtige Rolle beim
Therapieversagen und in der Rezidivsituation nach vermeintlich erfolgreicher Primartherapie.
Zudem ist sie im Rahmen der Metastasierung von Relevanz, da sie mit der EMT assoziiert ist
(Prasetyanti und Medema 2017; Rodriguez-Aznar et al. 2019). Die Interaktion von EMT- und
CSC-Merkmalen wird jedoch durch die Existenz einer zellularen Plastizitat innerhalb der EMT-
MET-Achse sowie der CSC- und Nicht-CSC-Achse verkompliziert (Marjanovic et al. 2013;
Neelakantan et al. 2015). Diese Plastizitat konnte bereits fur die in dieser Arbeit untersuchten
PDAC-Zellen in Abhangigkeit vom TME nachgewiesen werden. In der immunhistochemischen
Analyse von Gewebsproben aus Mausmodellen wiesen einige Panc1- und Panc89-Zellen im
Vergleich zu den in vitro Analysen unterschiedliche Expressionsmuster der EMT- und CSC-
Marker auf (Philipp et al. 2024). Dies verdeutlicht die Fahigkeit von Subpopulationen, ihren
Phanotyp durch Plastizitit zu verandern und sich damit optimal an die jeweiligen
Umgebungsbedingungen anzupassen. Daher ist es von grolRer Wichtigkeit, die
Zusammensetzung und funktionellen Fahigkeiten bestimmter Subpopulationen innerhalb
einer Tumorzellpopulation zu verstehen. Die Bestimmung dieser Heterogenitat erweist sich
jedoch sowohl in experimentellen Studien als auch im klinischen Alltag vielfach als
Herausforderung (Alizadeh et al. 2015; Davnall et al. 2012). Im Rahmen des Versuchs 3.1.6
wurde daher das Migrationsverhalten von Panc89-Zellvarianten in Abhangigkeit von ihrer
klonalen Zusammensetzung aus den beiden Subpopulationen Panc89-Holoklon- und Panc89-
Paraklonzellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden Zellvarianten in
definierten Anteilen in dieselbe Kavitat der Ibidi®-Zellkultur-Einsatze ausgesat und ein
Migrationsassay durchgeflihrt.

Es konnte beobachtet werden, dass die Migration der Tumorzellpopulationen in Abhangigkeit
vom Anteil der Panc89-Holoklonzellen variiert. Zusatzlich wurde festgestellt, dass migrierende
Tumorzellverbande sowohl Panc89-Holoklon- als auch Panc89-Paraklonzellen enthielten,
wobei letztere an die Panc89-Holoklonzellen adharierten. Diese Beobachtung unterstitzt die
Hypothese, dass der epitheliale CSC-assoziierte Phanotyp der Panc89-Holoklonvariante fir
die verstarkte Migration verantwortlich ist und gleichzeitig weniger migrationsfahige
Tumorzellen durch direkte Zell-Zell-Interaktionen zur Migration befahigt (siehe Abschnitt 4.1).
Die Expression von E-Cadherin auf der Oberflache der E/M-assoziierten Panc89-
Paraklonzellen erméglichte vermutlich die interzellulare Adhasion an die migrationsfahigeren

Panc89-Holoklonzellen. Im Gegensatz dazu scheinen die mesenchymalen Proteine L1CAM
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und Vimentin, die ebenfalls von Panc89-Paraklonzellen exprimiert werden, keine funktionelle
Bedeutung fir die Migration dieser Zellen zu haben, da ein héherer Anteil an Panc89-
Paraklonvarianten in den Kavitaten mit einer geringeren zellularen Konfluenz im Spalt
assoziiert war. Diese Beobachtung widerspricht den Ergebnissen anderer Studien, die einen
Zusammenhang zwischen der Expression von L1CAM und Vimentin und einer erhdhten
Motilitat von Tumorzellen gezeigt haben (Danielsson et al. 2018; Kiefel et al. 2012a). Es ist
daher denkbar, dass fur die Panc89-Zellvarianten die Co-Expression von E-Cadherin und
Sox2 eine wichtigere Rolle fir die Zellmigration spielt als die Expression der mesenchymalen
Markerproteine L1CAM und Vimentin (Hiser et al. 2018). Weitere Studien sollten diese
Befunde in Zukunft genauer untersuchen.

Die Ergebnisse dieser Studie legen insgesamt nahe, dass die Panc89-Holoklonvariante mit
ihrem epithelialen CSC-assoziierten Phanotyp die Migrationsfahigkeit der Panc89-Zellen
dominiert und nicht durch eine Akquirierung von mesenchymalen Eigenschaften im Rahmen
einer zellularen Plastizitdt migratorische Eigenschaften annimmt. Es ist jedoch zu beachten,
dass die gesamte Tumorzellpopulation nicht nur aus diesen beiden Subpopulationen besteht,
sondern das weitere Zellklone existieren. Daher sollten die Ergebnisse dieser Untersuchung

durch weitere Studien mit anderen Subpopulationen erweitert werden.

4.1.4 Unterscheidung von Proliferation und Migration im Migrationsassay

Eine Herausforderung bei in vitro-Migrationsuntersuchungen ist die Unterscheidung zwischen
Zellmigration und Zellproliferation. Vor allem in 2D-Versuchen kann der Spaltverschluss,
insbesondere bei der kollektiven Migration, auf eine Zellproliferation zurlickzuflhren sein. Um
die Verfalschung der Ergebnisse durch dieses Phdnomen zu reduzieren, gibt es verschiedene
Modifikationen im Versuchsaufbau (Grada et al. 2017).

Eine Mdglichkeit zwischen Proliferation und Migration zu unterscheiden, besteht darin, den
Beobachtungszeitraum einer Versuchsreihe auf die Dauer einer vollstandigen Zellteilung zu
begrenzen (Grada et al. 2017). Idealerweise sollte der gesamte Beobachtungszeitraum kirzer
sein als die Zellverdopplungszeit (Liang et al. 2007). Hierfir muss die Wachstumsrate der
untersuchten Zellen bekannt sein. Fir die parentale Zellinie Panc1 ist eine
Zellverdopplungszeit von 52 Stunden bekannt (Lieber et al. 1975), wahrend die
Zellverdopplungszeit der parentalen Panc89-Zelllinie bei 31 Stunden liegt (Okabe et al. 1983).
In Versuchen unserer Arbeitsgruppe zur Charakterisierung der Wachstumsraten der Holo- und
Paraklonvarianten zeigte sich ahnliche bzw. geringere Werte (Philipp et al. 2024), sodass
zunachst ein Zeitraum von 32 Stunden fir die Migrationsassays gewahlt wurde. Nach den

ersten Versuchen wurde dieser Zeitraum auf 24 Stunden reduziert, da die Panc89-
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Holoklonzellen den Spalt bereits innerhalb der ersten 24 Stunden fast vollstandig geschlossen
hatten.

Um die Proliferationsfahigkeit der Tumorzellen noch weiter zu reduzieren, ist auch die
Reduktion von FCS im Migrationsmedium mdglich. Durch den Entzug von Nahrstoffen kommt
es zu einer Reduktion der Zellteilungsrate. Der Spaltschluss wird dann hauptsachlich durch
eine Migration der Zellen bedingt (Grada et al. 2017; Liang et al. 2007). Allerdings kann diese
Methode auch zu Veranderungen im funktionellen Verhalten fiihren, da eine Serumdeprivation
eine intrazellulare Stressreaktion hervorruft (Pirkmajer und Chibalin 2011). Da jedoch das
Proliferationsverhalten von Panc1-Zellen unter Serumdeprivation bekannt ist (Giehl et al.
2000), wurde zusatzlich zur Begrenzung des Beobachtungszeitraums eine Serumdeprivation
auf 0 % FCS durchgefiihrt. Ein vergleichbares Verhalten wurde fiur die Panc89-Zellen
angenommen, die wahrend der gesamten Versuche unter Serumdeprivation keine
morphologischen Auffalligkeiten zeigten.

Eine weitere Moglichkeit, die Proliferation der Tumorzellen zu reduzieren, besteht darin, das
als Zytostatikum verwendete Medikament Mitomycin C zu verwenden. Die Verwendung von
Mitomycin C, das ursprlinglich als Antibiotikum entwickelt wurde, flihrt durch Interkalation in
die DNA zu einem Zellzyklusarrest und damit zu einer Hemmung der Proliferation (Tomasz
1995). Der Einsatz ist jedoch aufgrund der zelltoxischen Eigenschaften mit mdglicher
Beeinflussung der zellularen Funktionen nicht immer mdglich. Da bereits durch die
Begrenzung des Beobachtungszeitraums sowie durch die Entfernung des FCS im
Migrationsmedium die Proliferation der Tumorzellen erfolgreich reduziert wurde, wurde auf

den Einsatz von Mitomycin C in dieser Arbeit verzichtet.

4.2 Adhasionsverhalten der PDAC-Zellen an Lungenendothelzellen

4.2.1 Adhdsion an Lungenendothelzellen von PDAC-Zellvarianten in
Abhangigkeit ihres EMT- und CSC-Status
Die Adhasion an Endothelzellen wurde erstmals in der Immunbiologie beschrieben. Im
Blutkreislauf kénnen zirkulierende Leukozyten an Endothelzellen binden und somit in tiefere
Gewebeschichten eindringen (Springer 1994). Daher wurde bereits friih postuliert, dass auch
CTCs immunologische Adhasionsmechanismen nutzen, um in sekundare Organe zu
metastasieren (Fidler 2003; Rice und Bevilacqua 1989). Aufgrund der Tatsache, dass CTCs
bzw. zirkulierende Pankreasepithelzellen beim PDAC nicht nur in bereits manifesten
Tumorerkrankungen, sondern auch in Vorlauferlasionen nachgewiesen wurden (Martini et al.
2019), ist es von grofRer Bedeutung, die Mechanismen der Tumorzell-Endothelzell-Adhasion

zu entschlusseln, um effektive Therapiestrategien gegen die Metastasierung von PDAC-Zellen
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zu entwickeln. Zur Evaluierung der Adhasionsfahigkeit von PDAC-Zellen wurde daher ein
Adhasionsassay an Lungenendothelzellen durchgefihrt. Die Lunge stellt mit der Leber und
dem Peritoneum eines der haufigsten Metastasierungsorgane des PDAC dar (Uson et al.
2020) und wurde in dieser Arbeit untersucht, da in der Dissertation von Arne Surrow bereits
Adhasionsassays an Leberendothel- und Mesothelzellen durchgeflihrt wurden (A. Surrow,
unverdffentlichte Dissertation; Philipp et al. 2024).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigten, dass die Panc89-Zellvarianten im
Vergleich zu den Panci1-Zellvarianten eine signifikant hohere Adhasion an die
Lungenendothelzellen aufwiesen. Bei der vergleichenden Analyse der Subpopulationen
innerhalb einer Zelllinie konnten jedoch keine Unterschiede festgestellt werden (siehe
Abschnitt 3.2.1). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass der unterschiedliche CSC-Status
der Holo- und Paraklonzellen der jeweiligen PDAC-Zellen keinen Einfluss auf das
Adhasionsverhalten hatte, wahrend der divergente EMT-Status zu einer besseren Adhasion
der epithelialen Panc89-Zellvarianten gefuhrt hat. In den Experimenten von Arne Surrow
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der CSC-Status flr die Adhasionsfahigkeit der PDAC-
Zellpopulationen an Leber- und Mesothelzellen keine Relevanz hatte (A. Surrow,
unverdffentlichte Dissertation; Philipp et al. 2024).

Die bessere Adhasionsfahigkeit von epithelialen Panc89-Zellen an Lungenendothelzellen ist
vermutlich auf andere Membranproteine als das E-Cadherin zurlickzuflihren, da E-Cadherin
vornehmlich der Adhasion an andere epitheliale Zellen dient (Mendonsa et al. 2018). Da
Endothelzellen jedoch keine E-Cadherin-Expression aufweisen, ist es wahrscheinlich, dass
andere Adhasionsproteine wie Syndecane, Selektine und Integrine als Bindungspartner der
Tumorzellen fungieren, um an die Endothelzellen zu binden (Betriu et al. 2021; Kemper et al.
2021; Klemke et al. 2007).

4.2.2 Die Adhasion an Lungenendothelzellen wird nicht durch Iésliche Faktoren
in den konditionierten Medien beeinflusst
Im Jahr 1889 veréffentlichte Steven Paget die ,Seed and Soil’-Hypothese. Die ,Seed and Soil’-
Hypothese postuliert, dass sich Tumorzellen mit Metastasierungspotenzial (,seed’) gezielt in
bestimmte Zweitorgane ausbreiten, wo sie férderliche Bedingungen fir ihr Auswachsen
vorfinden (,soil’) (Paget 1889). Weiterhin weisen diverse Studien darauf hin, dass die
Ausbreitung nicht zufallig oder aufgrund anatomischer und mechanischer Faktoren erfolgt,
sondern durch die Vorbereitung dieser Organe durch den Primartumor selbst geférdert wird
(Fidler 2003). In verschiedenen Studien konnte beim PDAC nachgewiesen werden, dass eine

Vorbereitung der Zielorgane durch verschiedene freigesetzte Faktoren aus den



Diskussion 64

Primartumoren stattfindet, bevor es zur Metastasierung kommt (Costa-Silva et al. 2015;
Grinwald et al. 2016; Lee et al. 2019).

Um potenzielle Auswirkungen einer Vorbereitung des gesunden Endothels durch die Panc1-
und Panc89-Zellen zu untersuchen, wurden die Lungenendothelzellen mit KM der
Tumorzellen vorinkubiert, bevor der Adhasionsassay durchgeflihrt wurde.

Die Inkubation der Zelllinie HULEC-5a mit Zellkulturiberstdnden der Panc1- und Panc89-
Populationen hatte jedoch keinen Einfluss auf das Adhasionsverhalten der jeweiligen PDAC-
Zellvariante (siehe Abschnitt 3.2.2). Sowohl im Vergleich zur Kontrollbedingung, d. h.
Inkubation in Zellkulturmedium der HuLEC-5a-Zelllinie, als auch nach Inkubation mit
verschiedenen KM konnten keine signifikanten Unterschiede in der Adhasionsfahigkeit
zwischen den Zellvarianten festgestellt werden.

Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung kdnnte sein, dass eine Vorkonditionierung der
Endothelzellen durch die Tumorzellen nicht ausreicht, sondern es einer direkten Interaktion
zwischen Tumorzellen und Endothelzellen bedarf. In einer Studie untersuchte die
Arbeitsgruppe um Khatib et al. in einem Mausmodell die Reaktion der Leber auf Tumorzellen
eines Kolorektalkarzinoms sowie eines Lungenkarzinoms. Die Injektion maligner Zellen in die
Strombahn der Leber resultierte in der Ausldsung einer intrahepatischen proinflammatorischen
Zytokinkaskade. Im weiteren Verlauf wurde eine erhdhte Expression von Adhasionsmolekilen
wie E-Selectin, P-Selectin, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und ICAM-1 auf der
Oberflache der Endothelzellen beobachtet. Die Autoren postulierten, dass die direkte
Interaktion von Tumorzellen mit sinusoidalen Endothelien flr diese Aktivierung der
Endothelzellen notwendig war (Khatib et al. 2005). Eine weitere Studie konnte ebenfalls
demonstrieren, dass lediglich die direkte Interaktion von Endothelzellen und Tumorzellen zu
Veranderungen des Expressionsprofils der Endothelien fiihrte, wahrend eine indirekte
Interaktion Uber parakrine Faktoren keine Auswirkungen hatte (Zhang et al. 2014).

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde ein direkter Kontakt jedoch nur
wahrend des Adhasionsassays selbst hergestellt, der offenbar zu kurz ist, um zu einem
veranderten Expressionsprofil von Adhasionsmolekiilen in den Endothelzellen zu fihren. Eine
Induktion von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen mit funktionellen Folgen ist bereits flr
die parentale Panc1-Zellpopulation bekannt (Issa et al. 2009), sodass in Zukunft Versuche mit
den anderen PDAC-Zellvarianten nach einem ahnlichen Versuchsprotokoll wie in der

aufgeflihrten Studie durchgefihrt werden sollten.

4.3 Ausblick

Das Fehlen von Frihsymptomen, die ausgepragte Metastasierungstendenz sowie die

eingeschrankten Therapiemdglichkeiten kennzeichnen das PDAC weiterhin als eine der
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todlichsten Erkrankungen weltweit (Mizrahi et al. 2020; Siegel et al. 2023). Die aggressive
Natur dieser Krebsentitat ist auf eine ausgepragte intra- und intertumorale Heterogenitat
zurtckzufihren. Die interklonale Kooperation heterogener Tumorzellpopulationen sowie von
stromalen Komponenten mit den PDAC-Zellen tragt zur Progression des PDAC bei (Group
Young Researchers in Inflammatory Carcinogenesis et al. 2021; Maddipati und Stanger 2015;
Yachida et al. 2010). Die Akkumulation von EMT- und CSC-Merkmalen innerhalb einiger
Tumorzellpopulationen foérdert zudem die Metastasierung sowie das Therapieversagen
(Rodriguez-Aznar et al. 2019). Daher ist es von entscheidender Bedeutung, diese
Subpopulationen detailliert zu charakterisieren, um effektive therapeutische Strategien
entwickeln zu kénnen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Dissertation das Migrations- und Adhasionsverhalten an
Lungenendothelzellen von zwei verschiedenen PDAC-Zelllinien einschlieRlich ihrer
Subpopulationen in Abhangigkeit der unterschiedlichen Auspragung von EMT- und CSC-
Phanotypen untersucht.

Die durchgefihrten Untersuchungen ergaben, dass die Migration der Panc1-Zellen in
Ubereinstimmung mit ihnrem mesenchymalen Phanotyp in Form von Einzelzellen stattfand. Die
epithelialen Panc89-Zellvarianten wiesen hingegen eine Migration in Form von kollektiven
Tumorzellverbanden auf. Zellen mit der hochsten Expression des epithelialen
Adhasionsproteins E-Cadherin sowie des Stammzellmarkers Sox2 migrierten dabei am
starksten. Die vergleichende Analyse der verschiedenen PDAC-Zellpopulationen
demonstrierte zudem, dass alle Panc89-Zellvarianten ein signifikant besseres
Migrationsverhalten aufwiesen als die Panc1-Zellvarianten. Das Vorhandensein der
epithelialen E-Cadherin-positiven Tumorzellverbande war damit in allen durchgeflihrten
Versuchen mit einer besseren Migrationsfahigkeit assoziiert. Die Expression der
mesenchymalen Proteine L1CAM und Vimentin schien dagegen weniger relevant fur die
Migrationsfahigkeit der in dieser Arbeit untersuchten PDAC-Zellpopulationen zu sein. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit anderen Studien, die ebenfalls zeigen konnten, dass
eine Dissemination in Form kollektiver Tumorzellverbande, welche vollstdndig oder teilweise
epitheliale Eigenschaften aufweisen, mit einer besseren Metastasierungsfahigkeit
einhergehen kann (Carstens et al. 2021; Fischer et al. 2015; Jolly et al. 2016, 2019). Diese
Form der Migration kann die Dissemination heterogener Populationen, die aus
unterschiedlichen Klonen bestehen, ermdglichen und dadurch die funktionellen Vorteile
verschiedener Klone vereinen (Cheung und Ewald 2016).

Die Adhasionsfahigkeit an Lungenendothel war ebenfalls fir die Panc89-Zellvarianten
signifikant besser als flr die Panc1-Zellvarianten. Hier zeigte sich erneut eine Assoziation mit

dem EMT-, nicht aber mit dem CSC-Phanotyp. Inwieweit die Expression des epithelialen
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Adhasionsmolekiils E-Cadherin dieses Verhalten beeinflusste, bleibt unklar und muss weiter
untersucht werden (siehe Abschnitt 4.4).

Darlber hinaus zeigte sich in dieser Arbeit, dass die Vorkonditionierung der PDAC-Zellen
durch KM vor Durchfiihrung des Migrationsassays oder der HULEC-5a-Zelllinie durch KM vor
Durchfiihrung des Adhasionsassays keine Auswirkung auf das funktionelle Verhalten hatte.
Diese Beobachtungen bieten allesamt die rationale Grundlage flir die Durchfihrung von KD-
Experimenten, um das funktionelle Verhalten der einzelnen Zellpopulationen nach einer
Herunterregulation der EMT- und CSC-assoziierten Gene zu untersuchen. Dadurch kann der
kausale Zusammenhang zwischen EMT- und CSC-Eigenschaften und dem Verhalten der
PDAC-Zellvarianten evaluiert werden. Beispielweise konnten die Stammzellmarker Nestin,
Sox2 und OVOL2 in den Holoklonvarianten der Panc1-Zellen bzw. den einzelnen Panc89-
Populationen ausgeschaltet werden, um die Relevanz dieser Stammzellmarker auf die
Migrations-, Adhasions- und Invasionsfahigkeit zu untersuchen. Die Bedeutung der E-
Cadherin-Expression in den Panc89-Zellverbanden sollte ebenfalls weiter untersucht werden.
Dabei kann sowohl durch Suppression der Expression bzw. Blockade der Funktion als auch
durch Steigerung der Aktivitat die Relevanz von E-Cadherin fir die kollektive Migration aber
auch die bessere Adhasionsfahigkeit an Lungenendothel genauer charakterisiert werden. Aus
der Studie von Petrova et al. ist beispielsweise bekannt, dass nicht nur die Expression von E-
Cadherin auf der Zelloberflache, sondern auch dessen Aktivitat von funktioneller Bedeutung
fur die Metastasierung ist (Petrova et al. 2016).

Dartber hinaus sollte eruiert werden, ob ein direkter Kontakt von Endothelzellen und PDAC-
Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu einer Veranderung des Expressionsprofils von
Adhasionsmolekulen und letztendlich zu einem verandertem Adhasionsverhalten der PDAC-
Zellen fihren kann. In dieser Arbeit zeigte sich, dass die Vorkonditionierung der Endothelzellen
durch KM der PDAC-Zellen keine Auswirkung auf das Adhéasionsverhalten der PDAC-Zellen
hatte. Jedoch gibt es Hinweise, dass durch den direkten Kontakt von PDAC-Zellen und
Endothelzellen eine funktionelle Beeinflussung des Tumorverhaltens mdglich ist (Khatib et al.
2005; Zhang et al. 2014). Beispielsweise konnte zu diesem Zweck eine direkte Co-Kultur durch
gleichzeitige Aussaat von Endothelzellen und Tumorzellen mit anschlieRender Analyse des
Expressionsprofils von Adhasionsmolekilen auf den Endothelzellen und PDAC-Zellen
erfolgen. Weiterhin kdnnte die Auswirkung von I8slichen Faktoren im Rahmen von indirekten
Co-Kulturversuchen mit Transwell-Experimenten evaluiert werden. In solchen Transwell-Co-
Kultur-Experimenten werden verschiedene Zelltypen in unterschiedlichen Kammern, die meist
Ubereinander angeordnet und durch eine permeable Membran voneinander getrennt sind,
ausgesat. Dies erlaubt den kontinuierlichen Austausch I6slicher Faktoren zwischen den
verschiedenen Zelltypen und kann dadurch ein dynamischeres und physiologisch relevanteres

Modell zur Untersuchung der Auswirkungen ldslicher Faktoren bieten als die statische
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Inkubation mit zuvor generierten KM, wie sie in dieser Arbeit durchgeflihrt wurde. Dartber
hinaus ware es hilfreich, CTCs aus Blut- und TAEs aus Gewebsproben von Metastasen von
Patienten mit klinisch gesichertem PDAC auf die Expression von Adhasionsmolekilen zu
untersuchen.

AbschlieRend sollten weitere Untersuchungen an anderen PDAC-Zelllinien mit
unterschiedlichen CSC-Eigenschaften sowie der Expression von epithelialen und
mesenchymalen Markern durchgeflihrt werden, da die beiden analysierten PDAC-Zelllinien
eine unzureichende intra- und intertumorale Heterogenitdt im Vergleich zur gesamten
Tumormasse von Patienten widerspiegeln. Die Identifizierung verschiedener Tumorklone und
Phanotypen wirde dazu beitragen, die funktionellen Auswirkungen dieser Heterogenitat beim
PDAC insbesondere im Hinblick auf die Metastasierung besser zu verstehen und wirksamere

Behandlungsstrategien zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt den haufigsten bdsartigen
Tumor der Bauchspeicheldrise dar und ist charakterisiert durch ein schlechtes
Therapieansprechen, eine fruhe Metastasierung sowie eine hohe Letalitat. Der Begriff
Metastasierung beschreibt die Ausbreitung maligner Tumorzellen vom Primartumor in
entfernte Gewebe. Dieser Prozess erfolgt in einer schrittweisen Kaskade von
Ereignissen, bei der Zellmigration und Zelladhasion eine wichtige Rolle spielen. Im
Verlauf der Metastasierung verlieren Karzinome ihren ursprunglich epithelialen
Charakter und nehmen stattdessen mesenchymale Eigenschaften an. Dieses als
epithelial-mesenchymale Transition bezeichnete Programm beguinstigt die Entstehung
eines invasiven Phanotyps. Darlber hinaus wird dieser Prozess mit dem Erwerb von
Krebsstammzelleigenschaften, die als essentiell fur die Tumorinitiation sowie die
Therapieresistenz gesehen werden, in Verbindung gebracht.

Im Rahmen von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden die beiden PDAC-
Zelllinien Panc1 und Panc89 hinsichtlich ihrer epithelialen, mesenchymalen sowie
Krebsstammzell-assoziierten Eigenschaften charakterisiert. Zudem konnten durch
Einzelzell-Klonierungsversuche unterschiedliche Klone aus den beiden parentalen
Zelllinien generiert werden. Aus der Panc1-Zelllinie wurden ein mesenchymaler
Nestin-exprimierender ~ Stammzell-Phanotyp  (Panc1-Holoklon)  sowie  ein
mesenchymaler Nicht-Stammzell-Phanotyp (Panc1-Paraklon) isoliert. Im Gegensatz
dazu wurde aus der Panc89-Zelllinie ein epithelialer Sox2-exprimierender Stammzell-
Phanotyp (Panc89-Holoklon) sowie ein epithelial-mesenchymaler Nicht-Stammzell-
Phanotyp (Panc89-Paraklon) generiert. Somit konnte gezeigt werden, dass im PDAC
unterschiedliche Stammzellphanotypen mit unterschiedlichen epithelial-
mesenchymalen Differenzierungsgraden existieren.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung der Zellmigration- und
Adhasionseigenschaften der parentalen Panc1- und Panc89-Zelllinien sowie ihrer
Klone. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die Mechanismen der
Metastasierung des PDAC besser zu verstehen, um in Zukunft gezielte
Therapiestrategien zu entwickeln.

Das Migrationsverhalten wurde in Wundheilungsassays untersucht. Zur molekularen
Charakterisierung migrierender Zellen wurden zusatzlich immunzytochemische

Farbungen und Immunfluoreszenzdoppelfarbungen durchgefuhrt. Um die klonale
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Heterogenitat der Primartumoren abzubilden und die Interaktion zwischen den Klonen
darzustellen, wurden verschiedene Co-Kulturen generiert und die Migrationsdynamik
durch Fluoreszenzmarkierung der PDAC-Zellen beurteilt.

Die Adhasion wurde an Lungenendothelzellen durch Quantifizierung der an den
Endothelzellen adharierten fluoreszenzmarkierten Karzinomzellen bestimmit.
Zusatzlich wurden die PDAC-Zellen vor der Durchfuhrung des Wundheilungsassays
sowie die Endothelzellen vor der Durchfuhrung des Adhasionsassays durch
konditionierte Medien der malignen Zellen inkubiert, um eine Beeinflussung durch
|6sliche Faktoren auf das funktionelle Verhalten zu evaluieren.

Die epithelialen Panc89-Zellen zeigten alle eine signifikant bessere Migration als die
mesenchymal-differenzierten Panc1-Zellen. Daruber hinaus wiesen die Stammzell-
assoziierten Sox2-exprimierenden Panc89-Holoklonzellen die starkste
Migrationsfahigkeit aller Zellvarianten auf. Bei den Panc1-Zellvarianten konnte keine
Assoziation des Migrationsverhaltens mit dem Stammzellphanotyp festgestellt
werden.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Panc89-Zellen in epithelialen Zellverbanden
aus Stammzell- und Nicht-Stammzell-assoziierten Klonen migrierten, wahrend die
Panc1-Zellen entsprechend ihrem mesenchymalen Charakter als einzelne Zellen in
den Spalt wanderten.

Die Adhasionsfahigkeit an Lungenendothelzellen war in den Panc89-Zellen ebenfalls
signifikant ausgepragter als in den Panci1-Zellen. Eine Assoziation mit dem
Krebsstammzellphanotyp konnte jedoch auch hier nicht nachgewiesen werden.

Die Konditionierung der PDAC-Zellen sowie der Lungenendothelzellen durch
konditionierte Medien hatte keine Veranderungen im Migrations- und
Adhasionsverhalten zu Folge.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die klonale
Heterogenitat eine funktionell bedeutsame Rolle bei der Metastasierung des PDAC
spielt. Die effektive Migration als Zellkollektiv wird dabei offenbar durch die epithelialen
Eigenschaften und gewissermalien auch den Stammzellcharakter der PDAC-Zellen
bedingt, wohingegen das Adhasionsverhalten an Lungenendothelzellen weniger mit
dem Stammzellcharakter assoziiert zu sein scheint. Inwiefern die epithelialen und
Stammzell-assoziierten Eigenschaften der PDAC-Zellen jedoch kausal einen Einfluss
auf das funktionelle Verhalten haben, muss in zukunftigen Studien weiter evaluiert

werden.
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