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Zusammenfassung

Hintergrund: Das Pankreaskarzinom gehort zu den aggressivsten und todlichsten Tumoren
weltweit. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass sogenannte Tumorstammzellen
einen wesentlichen Beitrag an der Tumorprogression, der Bildung von Metastasen, an
Rezidiven und somit an der schlechten Prognose des Pankreaskarzinoms haben. Ziel dieser
Studie war es, das potentielle Tumorstammzellkompartiment von drei murinen
Adenokarzinomzelllinien zu untersuchen und den Einfluss von Diabetes, Pankreatitis und des
Chemotherapeutikums Gemcitabin auf das potentielle Tumorstammzellkompartiment zu

analysieren.

Methodik: In einem syngenen Mausmodell wurden die Tumorzellen orthotop in das
Pankreas injiziert. Das Tumorwachstum wurde mittels MRT im Verlauf des Versuchs
bestimmt. Eine Cerulein-induzierten Pankreatitis und die Verwendung von adipdsen Mausen
(B6.V-Lep©/°b) dienten zur Evaluation des Einflusses von Pankreatitis und Diabetes auf das
potentielle Tumorstammzellkompartiment mittels anti-ALDH1a1l, anti-CD133 und anti-GFAP
Antikorper. Die drei murinen Adenokarzinomzelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606| wurden
in vitro bei unterschiedlichen Konzentrationen von Glukose und Gemcitabin kultiviert.
AnschlieBend wurde die Gen-Expression fiir ALDH1al, CD133 und GFAP mittels Western Blot

evaluiert.

Ergebnisse und Zusammenfassung: Der Diabetes fihrte zu einer signifikanten Reduktion von
ALDH1al* Tumorzellen, jedoch hatte dies nur einen marginalen Einfluss auf die Anzahl
CD133* Tumorzellen. Die Pankreatitis hatte nur einen geringen Einfluss auf die Anzahl
ALDH1al* Tumorzellen, fiuhrte jedoch zu einer moderaten Erhéhung der Anzahl CD133*
Tumorzellen. GFAP* Zellen wurden wegen der nicht ausreichenden Farbung in der GFAP-
Immunhistochemie nicht zur quantitativen Analyse des potentiellen Tumorstammazell-
Kompartiments herangezogen. Die Exposition der drei Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und
6606| gegenliber unterschiedlichen Glukosekonzentrationen zeigte in vitro keine signifikante
Veranderung der Expression des ALDHlal-Gens. Die Selektion Gemcitabin resistenter
6606PDA Zellklone oder eine vierundzwanzigstiindige Inkubation von 6606PDA, 7265PDA
oder 6606l Zellen mit Gemcitabin fiihrte ebenfalls zu keiner signifikanten Anderung der

Expression der ALDH1al-, CD133- oder GFAP-Gene.



Abstract

Background: Pancreatic cancer is one of the most aggressive and lethal tumors worldwide.
New scientific findings indicate, that so called cancer stem cells play an essential role when it
comes to tumor-progression, building metastases, the chance of recurrence and therefore
the overall bad prognosis of pancreatic cancer. The aim of this study was to investigate the
potential cancer stem cell compartment in three murine cell lines of adenocarcinoma and to
analyze the influence of diabetes, pancreatitis and of the chemotherapeutic gemcitabine on

the compartment of potential cancer stem cells.

Methods: In a syngeneic mouse-model the tumor cells were orthotopically injected into the
pancreas. In the course of the experiment tumor growth was determined by MRI. A cerulein-
induced pancreatitis and the use of obese mice (B6.V-Lep®”/°®) served to evaluate the
influence of pancreatitis and diabetes on the potential cancer stem cell compartment. For
the scientific evaluation, tumors were immunhistochemically processed using anti-ALDH1al,
anti-CD133 and anti-GFAP antibodies. The three murine cell lines of adenocarcinoma
7265PDA, 6606PDA and 6606l were grown in cell culture with different concentrations of
glucose and gemcitabine. Afterwards the gene-expression for ALDH1al, CD133 and GFAP

was analyzed by Western Blot.

Results and Conclusion: Diabetes led to a significant reduction of ALDH1al* cancer cells, but
had a minor effect on the number of CD133* cancer cells. Pancreatitis only had little
influence on the number of ALDH1al* cancer cells, but caused a moderate increase in the
number of CD133* cancer cells. Due to the non sufficient staining in the GFAP
immunhistochemical analysis GFAP* cancer cells were not used for the quantitative analysis
of the potential cancer stem cell compartment. The exposition of the three cell lines
7265PDA, 6606PDA and 6606I towards different concentrations of glucose showed in vitro
no significant change in the expression of the ALDH1al-gene. The selection of gemcitabine-
resistent clones from the 6606PDA cellline as well as the incubation of the 6606PDA,
7265PDA or 6606l cells with gemcitabine for 24 h did not lead to a significant change in the

gene-expression for ALDH1a1, CD133 or GFAP.



1. Einleitung
1.1. Pankreaskarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Weltweit wird die jahrliche Inzidenz des Pankreaskarzinoms auf tber 300.000 Falle
geschatzt. Im Vergleich zu anderen Tumorentitaten gehort es mit dieser Neuerkrankungsrate
zu den eher selteneren Krebserkrankungen [1]. Durch die hohe Letalitdt von nahezu 98%
gehort es aber zu den sieben haufigsten Todesursachen bedingt durch Krebs weltweit [1].
Auch in Deutschland gehort das Pankreaskarzinom mit einem prozentualen Anteil von 3,3%
bei den Mdnnern und mit 3,8% bei den Frauen zu den weniger haufigen Krebserkrankungen
[2]. Dennoch ist es auch in Deutschland mit einem prozentualen Anteil an allen
Krebssterbefallen sowohl bei den Mannern mit 6,6% und bei den Frauen mit 8,1% die viert-
haufigste Todesursache bedingt durch Krebs [2]. Das mittlere Erkrankungsalter fir das
Pankreaskarzinom in Deutschland betragt 71 Jahre fiir Manner und 75 Jahre fir Frauen [2].
Seit Ende der 1990er Jahre sind die altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten
nahezu konstant. Aufgrund des demographischen Wandels, namlich der immer alter
werdenden Bevolkerung, kommt es zu einem Anstieg der absoluten Fallzahlen [3]. Eine
Prognose fur Deutschland schatzt 2016 die Neuerkrankungen auf 9100 Falle bei den
Mannern und 9500 bei den Frauen [2].

1.1.2. Pathologie

Bei den malignen Erkrankungen des exokrinen Pankreas stellt das duktale Adenokarzinom
des Pankreas (PDAC) mit Uber 90 % die haufigste Entitat dar [4]. Die Tumore sind vor allem
im Pankreaskopf lokalisiert (60-70 %) und nur selten im Pankreaskorper oder
Pankreasschwanz. Die meisten PDAC sind gut bis maRig differenzierte Karzinome.
Histologisch prasentieren sich diese Tumore durch gut differenzierte glandulare Strukturen
und ein die Tumorzellen umgebendes desmoplastisches Stroma. Maligne Zellen zeigen
Zellkerne unterschiedlicher GroRe und mit dem Grad der Entdifferenzierung nimmt die
Anzahl der Mitose-Figuren zu. Driisenformationen nehmen ab und kénnen bei schlecht

differenzierten PDAC oft ganzlich fehlen [4,5]. Zu den wichtigsten nicht invasiven



Vorlauferldasionen des PDAC gehoren die intraepithelialen Neoplasien (PanIN), die
intraduktalen papillar-muzindsen Neoplasien (IPMN) und die muzinds-zystischen Neoplasien

(MZN) [4].

1.1.3. Risikofaktoren

1.1.3.1. Modifizierbare und nicht modifizierbare Risikofaktoren

Bei den Risikofaktoren des Pankreaskarzinoms kann man unterscheiden zwischen
modifizierbaren und nicht-modifizierbaren (genetischen) Risikofaktoren. Zu den genetischen
Erkrankungen, welche das Risiko fiir ein Pankreaskarzinom erhdhen, gehoren z. B. das Lynch-
Syndrom (8,6-fach), die familidre adenomatdse Polyposis (4,5-6-fach), das familidre typische
multiple Muttermal- und Melanomsyndrom (FAMMM) (47-fach), die Mukoviszidose (3,5-
fach) und das Peutz-Jeghers-Syndrom (132-fach). Zu den wichtigsten modifizierbaren
Risikofaktoren fiir ein Pankreaskarzinom zahlen z. B. das Rauchen (1,5-2,2-fach), Alkohol
(1,2-1,4-fach), Adipositas (1,5-2,8-fach), eine Infektion mit Helicobacter pylori (1,4-fach), der

Diabetes mellitus (DM) Typ 2 und die chronische Pankreatitis [6].

1.1.3.2. Diabetes mellitus Typ 2

Um mogliche Zusammenhange und die Bedeutung des DM Typ 2 als Risikofaktor fiir ein
Pankreaskarzinom zu ermitteln, gab es bis jetzt drei groRe Meta-Analysen (Everhart et al.
1995, Huxley et al. 2005, Ben et al. 2011) welche alle eine erhohtes Risiko fiir ein
Pankreaskarzinom bei bestehendem Diabetes mellitus feststellen konnten. In der neuesten
Studie konnte gezeigt werden, dass eine Erkrankung an einem Diabetes mellitus Typ 2 das

Risiko flir ein Pankreaskarzinom deutlich erhoht (RR = 1,94; 95 % Cl, 1,66-2,27).

Auf welche Art und Weise der Diabetes mellitus Typ 2 das Risiko fiir ein Pankreaskarzinom
erhoht, ist bis heute nicht eindeutig geklart. Bislang konnte man zeigen, dass eine
Hyperglykdamie [7] und Hyperinsulinamie [8] das Risiko fiir ein Pankreaskarzinom erhdhen.
Des Weiteren stellt auch die Therapieform des Diabetes einen Risiko modulierenden Faktor

dar. So verringert eine Therapie mit Metformin (AOR: 0,38, 95 % Cl, 0,22-0,69) das Risiko,



wohingegen Insulin (AOR: 4,99, 95 % Cl, 2,59-9,61) oder Insulinsekretagoga (AOR: 2,52, 95 %
Cl, 1,32-4,84) dieses deutlich erhéhen [9].

1.1.3.3. Chronische Pankreatitis

Bereits 1863 vermutete der deutsche Arzt R. L. K. Virchow, dass eine chronische Entziindung
ursachlich flr ein Karzinom sein konnte [10]. Diese Hypothese konnte fiir viele weitere
Organsysteme bestatigt werden. Z. B. kann ein chronischer Reflux Uber eine Barret-
Metaplasie zum Karzinom der Speiserohre flihren, eine chronische Cholezystitis erhdht das
Risiko fur ein Gallenblasenkarzinom und chronisch-entziindliche Darmerkrankungen wie
Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa erhohen das Risiko fiir Darmkrebs [11]. So ist auch die
Pankreatitis ein bedeutender Risikofaktor fir das Pankreaskarzinom. Die Angaben zur
Inzidenz einer chronischen Pankreatitis in den Industrienationen variieren stark und sie wird

auf 4,05 bis 36,9/ 100.000 Einwohner geschatzt [12,13].

Wahrend das durchschnittliche Lebenszeitrisiko fiir eine Pankreaskarzinom bei ca. 1 % liegt
[14], erhoht die chronische Pankreatitis im Vergleich zur Normalbevoélkerung das Risiko fir
ein Pankreaskarzinom um den Faktor 13 (RR: 13,3, 95 % Cl, 6,1-28,9). Dieses Risiko ist
besonders erhoht bei Patienten mit einer hereditaren Pankreatitis (RR: 69,0, 95 % Cl, 56,4—
84,4). Dennoch entwickeln innerhalb von 20 Jahren nur etwa 5 % der Patienten mit einer

chronischen Pankreatitis ein Pankreaskarzinom [15].

Eine Vielzahl von praklinischen Studien konnte den additiven Effekt von oxidativem Stress
und Inflammation bei der Entstehung des Pankreaskarzinoms nachweisen. Dieser wurde vor
allem in Mausen mit KRAS-Mutation untersucht und es konnte gezeigt werden, dass durch
die Gabe von NSAR (Nicht-Steroidale-Antirheumatika) der circulus vitiosus, bestehend aus
Ubermalig viel exprimiertem KRAS und Inflammation, durchbrochen werden konnte [16,17].
KRAS ist auch beim Menschen in iber 90 % der duktalen Adenokarzinome des Pankreas
durch Punktmutation verandert [18]. Der praventive Nutzen einer antiinflammatorischen
Therapie beim Pankreaskarzinom liegt folglich nahe und wurde in einigen epidemiologischen
Studien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Einnahme von
Acetylsalicylsdure fir mindestens funf Jahre das Risiko fiir ein Pankreaskarzinom um bis zu

75 % gesenkt werden konnte [19]. Auch fir andere Nicht-Steroidale-Antirheumatika konnte



ein protektiver Effekt festgestellt werden. Die Einnahme von Coxiben und Oxicamen fir

mindestens finf Jahre senkt das Risiko fiir ein Pankreaskarzinom um 20 bzw. 33 % [20].

1.1.4. Klinik und Diagnostik

1.1.4.1. Klinische Symptome

Frihe Tumorstadien des Pankreaskarzinoms zeigen meist keine Symptome. Diese sind auch
in einem fortgeschrittenen Stadium klinisch meist sehr unspezifisch. Zu diesen Symptomen
gehdren Appetitlosigkeit, Dysphagie, dyspeptische Beschwerden, Ubelkeit und Erbrechen,
abdominelle Schmerzen und Distension, Blahungen, verdanderte Stuhlgewohnheiten wie
Obstipation und Diarrhoe, ein neu aufgetretener Diabetes, lkterus, Gewichtsverlust,
Brustschmerzen, Schulter- und Rickenschmerzen, Juckreiz, Abgeschlagenheit und
Antriebslosigkeit [21]. In einer Fall-Kontroll-Studie von 2012 konnte man von einigen
Symptomen den Positiv-Pradiktiven-Wert (PPW) fir das Vorhandensein eines
Pankreaskarzinoms ermitteln. Hierbei hatte der lkterus alleine oder in Kombination mit
anderen Symptomen den héchsten PPW von 21,6 bis 22,3 %. Der Verlust von Gewicht (nicht
naher definiert) alleine oder in Kombination zeigte die zweithdchsten PPW’s von 0,8 bis 2,7
% [22]. Die Symptome des Pankreaskarzinoms sind unspezifisch, aber es sollte als

Differentialdiagnose stets in Betracht gezogen werden.

1.1.4.2. Bildgebende Verfahren

1.1.4.2.1. Sonographie und Computertomographie

Der transabdominelle Ultraschall ist bei ersten klinischen Anzeichen, insbesondere bei einem
Ikterus, haufig das erste diagnostische Mittel zur Abklarung einer moéglichen Raumforderung
im Pankreas [23]. Die retroperitoneale Lage des Pankreas, die Konstitution der Patientinnen
und Patienten und Faktoren, welche die Schallausbreitung stéren (z. B intraabdominelle
Luft), kdnnen das Ergebnis der Sonographie stark beeinflussen [24]. Die Sonographie hat v. a.
bei Tumoren >3 cm eine sehr hohe Sensitivitdt (90 %) und Spezifitat (99 %) [25,26]. Nach der
Sonographie stellt die Computertomographie mit der Verwendung von iodhaltigem

Kontrastmittel ein weiteres Diagnoseverfahren zur Detektion eines Pankreaskarzinoms dar.



[27]. Hinsichtlich der Primardiagnostik und Resezierbarkeit des Adenokarzinoms im Pankreas
bietet das Spiral-CT eine sehr hohe Sensitivitdat und Spezifitdt (91 % und 85 %) [28]. Um
Tumorausdehnung, potentielle Metastasen und Resektabilitit des Pankreaskarzinoms
hinreichend zu beurteilen, wird die Bildgebung mittels des Endoskopischen Ultraschalls und

der Multidetektor-Computertomographie empfohlen [29].

1.1.4.2.2. Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie bietet neben der regularen MRT-Bildgebung auch die
Moglichkeit zur Diffusionsgewichteten Magnetresonanztomografie (DW-MRI) und der
Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP). Pankreaskarzinome stellen sich in
einer Fett-supprimierten T1-Sequenz im Vergleich zum umgebenden Pankreasgewebe
hypointens dar. In der T2-Sequenz kann das Pankreaskarzinom unterschiedliche
Erscheinungsformen aufweisen [30]. Die geringere Strahlenbelastung, als z. B. beim CT, ist
besonders entscheidend bei jungen Menschen und Patienten, welche regelmaRige
Nachsorgeuntersuchungen bendétigen [31]. Im Vergleich zum CT hat das MRT eine bessere
Auflosung des Weichteilgewebes, wodurch ein diagnostischer Vorteil bei kleinen (<2 cm) und
isointensen Pankreaskarzinomen entsteht. Auch in dem Fall einer Kontraindikation fiir
jodiertes Kontrastmittel, welches in der CT-Bildgebung verwendet wird, bietet die MRT mit
Kontrastmitteln auf der Basis von Gadolinium eine zuverldssige Alternative [32]. Die
Diffusionsgewichtete MRT, welche die Diffusion von Wassermolekiilen (Brownsche
Molekularbewegung) analysiert, bietet zusatzliche Moglichkeiten, wie z. B. die
differentialdiagnostische Unterscheidung zwischen einem Pankreaskarzinom und einer
Pankreatitis. Dennoch gibt es bis heute kein standardisiertes Verfahrensprotokoll und einen
abschlielenden Konsens (iber Vor- und Nachteile dieses Verfahrens werden zukinftige
Studien ergeben [33,34]. Die MRCP ermdglicht die nicht-invasive Darstellung von Pankreas-
und Gallengdngen. Strikturen oder Erweiterungen kénnen Hinweise auf madgliche
Raumforderungen geben. Die MRCP ist heutzutage ein mit der ERCP vergleichbares

Verfahren [30,35].



1.1.4.2.3. PET/CT

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein Verfahren zur Detektion von
Stoffwechselprozessen. In der Kombination mit der CT, welches eine hohe Ortsauflosung hat
und detailreiche Informationen zur Anatomie liefert, kann die Spezifitdit und Sensitivitat
dieses Verfahrens verbessert werden [36]. Eine Metaanalyse von 2014 konnte zeigen, dass
die ®Fluor-Desoxyglukose PET und die ®Fluor-Desoxyglukose PET/CT bei der Diagnostik des
Pankreaskarzinoms gegeniliber den herkdmmlichen Verfahren, wie CT und MRT, keinen
diagnostischen Vorteil bieten [37]. Um fiir den Patienten die bestmogliche Versorgung zu
gewahrleisten, sollten jedoch alle Moglichkeiten der diagnostischen Verfahren in Betracht

gezogen werden.

1.1.5. Therapie

1.1.5.1. Chirurgische Therapie

Die chirurgische Resektion des nicht metastasierten Pankreaskarzinoms stellt bis heute die
einzig potentielle kurative Therapie dar [38,39]. Die National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) gibt Richtlinien vor, welche die Resezierbarkeit eines Pankreaskarzinoms in
drei Kategorien einteilt: resezierbar, grenzwertige Resektabilitdit und nicht resezierbar.
Hierbei spielen v. a. das Vorhandensein von Metastasen und die Tumorinfiltration von
abdominellen GefdBen eine entscheidende Rolle [40]. Im Falle eines Pankreaskopfkarzinoms
erfolgt eine Partielle Duodenopankreatektomie nach Kausch-Whipple oder nach Traverso-
Longmire, die sog. Pyloruserhaltende Partielle Duodenopankreatektomie. Hinsichtlich der
Morbiditit, Mortalitit und Uberlebensrate gibt es zwischen den beiden Verfahren keine
signifikanten Unterschiede [41]. Fir linksseitige Pankreaskarzinome (Korpus und Kauda)
stellt die Pankreaslinksresektion, unter Mitnahme der Milz und des regiondren
Lymphabstromgebietes, die Therapie der Wahl dar. Aufgrund ihrer Lokalisation im Pankreas
zeigen diese Tumore meist erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium klinische
Symptome. Trotzdem ist bei radikaler Resektion die Prognose des Adenokarzinoms von
Korpus und Kauda nicht schlechter als die des Pankreaskopfes [42]. Die 5-Jahres-

Uberlebensrate liegt fiir beide Tumorlokalisationen nach Resektion bei ca. 20 % [43].



1.1.5.2. Chemotherapie

Bis heute gibt es nur wenige Studien, die sich mit der Effektivitdt einer neoadjuvanten
Chemotherapie beim resektablen Pankreaskarzinom befassen [44]. Durch eine neodjuvante
Chemotherapie mit Gemcitabin oder Gemcitabin/Cisplatin konnte die Rate an RO
Resektionen erhéht und die mittlere Uberlebenszeit um 3- 5 Monate verldngert werden
[45,46]. Dennoch sind diese Phase-ll-Studien aufgrund ihrer geringen Teilnehmerzahl kritisch
zu beurteilen. Kontrollierte randomisierte Studien, die auch neuere Chemotherapiekonzepte
wie z. B. das FOLFIRINOX-Schema berlicksichtigen, wiirden helfen, um in Zukunft diese

Fragestellung besser beantworten zu kénnen.

Der Vorteil einer adjuvanten Chemotherapie im Vergleich zu alleiniger chirurgischer
Resektion des Tumors in Bezug auf das krankheitsfreie Intervall konnte bis jetzt in einigen
Studien gezeigt werden [47-50]. Dieses konnte bei adjuvanter Chemotherapie um bis zu 6
Monate verlidngert werden [47]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug ca. 20 % bei den
Patienten, welche eine adjuvante Chemotherapie erhielten und ca. 10 % bei denen, welche
nur operiert wurden [47,48,50]. Der positive Effekt auf das mediane Gesamtiberleben nach
adjuvanter Chemotherapie konnte sowohl fiir RO und R1 resezierte Karzinome gezeigt
werden (21,7 Monate bei RO vs. 22,1 Monate bei R1) [47]. Vor- und Nachteile einer
adjuvanten Therapie mit 5-Fluoruracil (5-FU) oder Gemcitabin (Gem.), als die beiden
gebrduchlichsten Chemotherapeutika zur adjuvanten Behandlung des duktalen
Adenokarzinoms im Pankreas [48], wurden in einer kontrolliert randomisierten Studie der
European Study Group for Pancreatic Cancer (ESPAC) im Jahr 2010 untersucht.
Eingeschlossen in die Studie waren Patienten nach erfolgreicher makroskopischer
Tumorresektion (RO oder R1). Hinsichtlich der medianen Uberlebenszeit (5-FU: 23,0 Monate,
Gem.: 23,6 Monate), des krankheitsfreien Intervalls (5-FU: 14,1 Monate, Gem.: 14,3 Monate)
und der Lebensqualitdt (erfasst anhand eines Fragenkatalogs) konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Behandlungskonzepten festgestellt werden. Bei den
Nebenwirkungen zeigte die Behandlung mit 5-FU deutlich mehr Stomatitiden und Falle von
Diarrhoe, bei der Behandlung mit Gemcitabin traten deutlich haufiger Verdanderungen des
Blutbilds auf. Fir eine adjuvante Chemotherapie gelten beide Substanzen, bzw. deren

Chemotherapieprotokolle, als vergleichbare und praktikable Optionen [51].



Der Nutzen einer palliativen Chemotherapie gegeniiber einer rein supportiven Therapie
beim lokal weit fortgeschrittenen, inoperablen oder metastasierten Pankreaskarzinom
konnte schon friih erbracht werden [52,53]. Seit der Studie von Burris et al. gilt Gemcitabin
als Chemotherapeutikum der ersten Wahl zur palliativen Behandlung des Pankreaskarzinoms
[54]. Studien, welche die Kombination von Gemcitabin mit Cisplatin, Capecitabin oder
Oxaliplatin untersuchten, konnten keine Verlangerung der Gesamtiberlebenszeit einer
Gemcitabin-basierten-Kombinationstherapie mit diesen Chemotherapeutika gegeniber
einer Gemcitabinmonotherapie zeigen [55-57]. Fir die Kombination von Gemcitabin und
Erlotinib, einem Epidermal Growth Factor Receptor-Tyrosinkinaseinhibitor, konnte jedoch
eine Verlangerung der Gesamtiliberlebenszeit im Vergleich zur Gemcitabin-Monotherapie
gezeigt werden [58]. Fur das metastasierte Pankreaskarzinom bietet eine
Kombinationschemotherapie aus Folinsdure, 5-Fluoruracil, Irinotecan und Oxaliplatin
(FOLFIRINOX) eine zusatzliche und noch effektivere Therapiemdglichkeit als mit Gemcitabin
alleine. Da dieses Regime aber generell mit mehr Nebenwirkungen verbunden ist, sollte im
Vorfeld der ECOG-Performance-Status der Patienten kritisch evaluiert werden [59]. Des
Weiteren ist die Kombination aus Gemcitabin plus nab- (nanoparticle-albumin-bound)
Paclitaxel eine Therapieoption beim metastasierten Pankreaskarzinom, welche das Gesamt-

und progressionsfreie Uberleben signifikant verlangert [60].

1.1.5.3. Strahlentherapie

Der Nutzen einer neoadjuvanten Radiochemotherapie wird bis heute kontrovers diskutiert.
[61-63]. Eine aktuelle multizentrische Studie, welche den Einfluss der neoadjuvanten
Radiochemotherapie untersucht, wird eventuell einen Beitrag zu dieser Fragestellung liefern
[64]. Ebenso wie bei der neoadjuvanten Therapie gibt es fir den Nutzen einer adjuvanten
Radiochemotherapie keinen einheitlichen Konsens [50,65—-67]. Neben der Chemotherapie
kommt in der palliativen Therapie die Strahlentherapie v. a. bei der Symptom-Kontrolle zum
Einsatz. Eine Indikation zur Bestrahlung stellen z. B. Schmerzen durch Nerveninfiltrationen

oder die ossdre Metastasierung dar [68].



1.2. Tumorstammzellen

1.2.1. Tumorstammzellen im Fokus der Wissenschaft

Das Pankreaskarzinom hat bis heute auch bei adaquater Therapie eine sehr schlechte
Prognose mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 8,5% [2] und in den letzten 10 Jahren
konnten die Therapie und Prognose dieses Tumorleidens nicht verbessert werden [69]. Als
Hauptverantwortliche fiir Therapieversagen und Tumorrezidive sind im Rahmen neuer
Erkenntnisse aus der Tumorbiologie sogenannte Tumorstammzellen immer weiter in den

Focus der Wissenschaft gertickt [70].

Die American Association for Cancer Research (AACR) definierte Tumorstammzellen als eine
Subpopulation an Zellen innerhalb des Tumors, welche einerseits durch symmetrische
Zellteilung die Eigenschaft zur Selbsterneuerung haben und andererseits auch die Fahigkeit
besitzen, durch asymmetrische Zellteilung die zelluldre Heterogenitat des urspriinglichen

Tumors zu generieren und aufrecht zu erhalten [71].

Von unterschiedlichen Forschungsgruppen konnte beobachtet werden, dass durch das
Vorhandensein von Tumorstammzellen im Pankreaskarzinom die Prognose und die 5-Jahres-
Uberlebensrate der Erkrankung erheblich reduziert wird [69,72,73]. Ein wesentlicher Faktor,
der hierbei eine Rolle spielt, ist eine erhohte Resistenz von Tumorstammzellen gegeniber
einer Chemo- und Strahlentherapie [74,75]. Anhand von weiteren praklinischen Studien wird
angenommen, dass v. a. Tumorstammzellen fiir die Invasivitdat und Metastasierung des
Pankreaskarzinoms verantwortlich sind [76,77]. Diese Erkenntnisse werfen die Frage auf,
inwieweit konventionelle Therapieverfahren neu lUberdacht werden miissen, um auch in
Zukunft alle Zellen des Tumors therapeutisch zu erfassen und die Prognose des

Pankreaskarzinoms nachhaltig zu verbessern.
1.2.2. Tumorstammzellhypothese

1.2.2.1. Historische Entwicklung der Tumorstammzellhypothese

Bereits 1941 diskutierte man die Theorie von Tumorstammzellen. In adulten
Teratokarzinomen beobachtete man differenzierte und weniger differenzierte Zellen.
Mitotische Aktivitat war fast ausschlieRlich in wenig differenzierten Teratokarzinomzellen zu
beobachten und man folgerte, dass diese Zellen fiir das Wachstum des Tumors

verantwortlich sind [78]. Diese Theorie konnte spater durch Lewis et al. bestatigt werden,
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indem sie zeigten, dass einzelne multipotente Tumorzellen in der Lage waren, differenzierte
Teratokarzinome zu bilden [79]. Parallel dazu trugen v. a. Erkenntnisse der
Leukdamieforschung zu einer Verdichtung der Tumorstammzelltheorie bei. Die Entdeckung
des Philadelphia-Chromosom 1960 in der chronisch myeolischen Leukdmie (CML) lieferte
erstmals den genetischen Beweis, dass neoplastische Verdanderungen an eine bestimmte
genetische Mutation gekoppelt waren und man vermutete einen klonalen Ursprung der CML
[80]. Der Nachweis des Philadelphia-Chromosoms in allen anderen Zellen der Myelopoese,
bestatigte die Vermutung, dass die CML aus einer abnormen, multipotenten
hdamapoetischen Vorlaufer-Zelle entsteht [81,82]. Fialkow et al. konnten spater den formalen
Beweis fiir diese Vermutung erbringen. In einer Gruppe von Patientinnen, die an einer CML
erkrankt und heterozygote Alleltrager fiir das Gen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH) waren, wurde in Hautzellen, Erythrozyten und Granulozyten die Isoformen der
G6PDH ermittelt. Beide Isoformen des Enzyms wurden zu etwa gleichen Anteilen in den
Hautzellen analysiert. Erythrozyten und Granulozyten exprimierten jedoch nur eine Isoform
der G6PDH. Dies war der Beweis dafiir, dass Erythrozyten und Granulozyten eine

gemeinsame Progenitor-Zelle haben und somit die CML einen klonalen Ursprung hat [83].

Die Isolation von Tumorstammzellen stellte lange Zeit eine groRe Herausforderung dar.
Technische Innovationen, wie die fluoreszensbasierte Durchflusszytometrie (engl.
fluorescence activated cell sorting /FACS) machten es erst moglich, Zellen anhand von
immunphanotypischen Oberflaichenmerkmalen (engl. Cluster of Differentiation/ CD) zu
selektionieren. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten Bonnet und Dick 1997 erstmals
Tumorstammzellen in der akuten myeloischen Leukdamie (AML) nachweisen [84]. Aufbauend
auf den Erkenntnissen vorhergehender Studien [85,86] wurden CD34**CD38 Zellen aus dem
peripherem Blut von Patienten mit einer AML mittels FACS isoliert. Diese Zellen wurden
NOD/SCID-Mé&usen (NOD: engl. Non-Obese Diabetic, SCID: engl. Severe Combined
Immunodeficiency) intravends injiziert. Diese isolierte Subpopulation an Zellen konnte die
zellulare Heterogenitat der urspriinglichen AML des Donators wieder herstellen. Aullerdem
konnten sie durch serielle Transplantation der CD34**CD38 Zellen weitere AMLs in den
Mausen erzeugen. Durch diese Versuche konnten sie zeigen, dass die AML hierarchisch
organisiert ist und dass deren Ursprung CD34**CD38 Tumorstammzellen sind, welche die

Fahigkeit zur symmetrischen und asymmetrischen Zellteilung haben [84].

10



1.2.2.2. Das hierarchische Modell der Tumorprogression

Bis heute gibt es verschiedene Theorien der Tumorprogression. In dem hierarchischen
Modell der Tumorprogression (Abbildung 1 A) sind Tumorstammzellen eine bestimmte
zellulare Untereinheit innerhalb des gesamten Tumors. Diese Zellen sind in der Lage sich
selbst zu erneuern und differenzierte Tochterzellen zu erzeugen, welche wiederum kein
Potential zur Selbsterneuerung haben. Die Moglichkeit, dass sich Tochterzellen mit
limitiertem Wachstumspotential zu Tumorstammzellen mit unlimitiertem
Wachstumspotential entwickeln, ist in diesem Modell ausgeschlossen. Die Tumorprogression
ist ein unidirektionaler Prozess, welcher ausschlieBlich von Tumorstammzellen ausgeht. Um
in der klinischen Praxis Tumorwachstum zu stoppen und Rezidive zu verhindern, ist es
demnach unerlésslich, die Proliferation der Tumorstammzellen zu terminieren [87,88]. Das
Modell der hierarchischen Tumorprogression stlitzt sich v. a. auf die Erkenntnisse der

physiologischen und leukdmischen Hamatopoese [89].

1.2.2.3. Alternative Modelle der Tumorprogression

1.2.2.3.1. Das stochastische Modell der Tumorprogression

Eine Alternative zu dem hierarchischen Modell bietet das stochastische Modell der
Tumorprogression (Abbildung 1 B). In diesem Modell gilt die Annahme, dass jede Zelle
innerhalb des Tumors das Potential hat, als Stammzelle zu fungieren. Durch zufillige,
zusatzliche genetische oder epigenetische Veranderungen konnen Nicht-Tumorstammzellen
das Potential einer Tumorstammzelle erlangen [87,88]. Ebenso wie beim hierarchischen
Modell geht die weitere Tumorzellproliferation dann von Tumorstammzellen aus, sodass
auch hier die Tumorprogression ein unidirektionaler Prozess ist. Das Stochastische Modell
griindet sich auf die Beobachtung, dass Tumore [90,91] und Tumorstammzellen [92,93] eine
grofRe genetische Variabilitdt aufweisen kdnnen. Diese Erkenntnisse deuten auf einen multi-
klonalen Entwicklungsprozess von Tumoren hin, mit genetisch verschiedenartigen

Tumorstammzellen [94].
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1.2.2.3.2. Das Interkonversionsmodell

Eine weitere Alternative der Tumorprogression ist das Interkonversionsmodell (Abbildung 1
C). Dieses Modell griindet sich auf der Annahme, dass der Tumorstammzell-Status nicht
statisch und dauerhaft, sondern ein dynamischer und bidirektionaler Prozess ist [95].
Tumorzellen kénnen abhangig vom Kontext zwischen einem ,Stammzell-“ und ,Nicht-
Stammzell-Status” wechseln [87]. Dieses Modell griindet sich auf der Beobachtung, dass aus
selektionierten Nicht-Tumorstammzellen in vitro ebenso Tumorstammzellen wie Nicht-
Tumorstammzellen entstehen konnten [96,97]. Faktoren bzw. Singaltransduktionswege, die
hierbei eine Rolle spielen, sind die Aktivierung der Epithelialen-mesenchymalen Transition
(EMT) durch das Protein ZEB1 (Zinc finger E-box binding homeobox 1) [98] oder des Wnt-

Signalwegs durch den Transkriptionsfaktor NF-kB [99].

Abbildung 1: Modelle der Tumorprogression

(A) Hierarchisches Modell, (B) Stochastisches Modell und (C) das Interkonversionsmodell der
Tumorprogression; schwarze Kreise: Tumorstammzellen; graue und weie Kreise:
Progenitor- und differenzierte Zellen; Pfeile: Richtung der Zelldifferenzierung; Blitze:

zusatzliche genetische Veranderungen
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1.2.3. Tumorstammzellen im Pankreaskarzinom

1.2.3.1. Charakterisierung von Stammzellen im Pankreaskarzinom

Wie oben schon erwahnt, wurde der erste Nachweis von Tumorstammzellen in der AML
erbracht. In soliden Tumoren gelang dies erstmals Al-Hajj et al. in Tumoren der Brust. Sie
konnten zeigen, dass eine bestimmte Subpopulation an ESA*CD44*CD247"" Zellen fiir die
Progression des Brustkrebses verantwortlich war [100]. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen
identifizierten Li et al. 2007 Tumorstammzellen im duktalen Adenokarzinom des Pankreas.
Mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen humaner Pankreaskarzinome anhand der
Expression von ESA, CD44 und CD24 sortiert. Die Tumorzellen wurden subkutan in
NOD/SCID-Mause injiziert und es zeigte sich, dass ESA*CD44*CD24" Zellen im Vergleich zu
ESA'CD44CD24 Zellen ein 100-fach erhéhtes Potential hatten Tumore zu erzeugen. Durch
histologische Analysen der neu generierten Tumore und serielle Transplantation der
Tumorzellen konnte man die Fahigkeit zur Differenzierung und Selbsterneuerung der
ESA*CD44*CD24* Zellen nachweisen und somit zeigen, dass es sich hierbei um

Tumorstammzellen handelt [101].

1.2.3.2. Definition von Stammzellen mittels Expression spezifischer Gene

Bis heute gibt es verschiedene Oberflaichenproteine, die zur Identifikation von
Tumorstammzellen im Pankreaskarzinom verwendet werden. Dazu gehoéren ESA, CD44,
CD24, CD133, ALDH und c-Met (Tabelle 1). Wie oben schon angefiihrt, waren Li et al. die
ersten, welche ESA*CD44*CD24* Zellen als Tumorstammzellen klassifizieren konnten [101].
Hermann et al. konnten zeigen, dass im Vergleich zu CD133" Zellen nur CD133* Zellen in der
Lage waren, Pankreaskarzinome zu generieren. Des Weiteren zeigten CD133* Zellen im
Vergleich zu CD133 Zellen eine erhdhte Resistenz gegenliber Gemcitabin. Zusatzlich wurde
die Beobachtung gemacht, dass eine bestimmte Subpopulation der Tumorstammzellen fir
die Bildung von Metastasen verantwortlich ist. Diese CD133*CXCR4* Tumorstammzellen
traten v. a. an der invasiven Front der Tumore auf. CXCR4 wurde nicht als Stammzellmarker
klassifiziert, sondern als Identifikationsmerkmal fiir migrierende CD133* Tumorstammzellen
[76]. Auch ALDH wird als Tumorstammzellmarker angesehen. Kim et al. konnten zeigen, dass
die Expression von ALDH entscheidend fiir die Tumorgenese nach Zelltransplantation ist. Im

Vergleich zu ALDH* Zellen konnten ALDH" Zellen signifikant weniger bis gar keine Tumore
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generieren. Weiter stellten sie fest, dass in ihren Versuchen die Koexpression von CD133 das
tumorigene Potential von ALDH* Stammzellen herabsetzte. Diese Beobachtung widerspricht
zwar den Erkenntnissen von Hermann et al., aber in der Studie von Kim et al. hatte der ALDH
Status einen weitaus bedeutenderen Einfluss auf das Tumorstammzellpotential, als die
Koexpression von CD133 [102]. Anhand der vermehrten Expression von c-Met konnten Li et
al. Tumorzellen analysieren, die ein stark erhdhtes Potential hatten, Tumore zu bilden.
Weiter konnten sie beobachten, dass durch die Inhibition von c-Met durch Cabozantinib
(XL184) das Tumorwachstum stark reduziert und eine Metastasierung in vivo unterbunden
wurde. Somit gilt c-Met ebenfalls als Tumorstammzellmarker im Pankreas [77]. Obwohl die
Kriterien zur Identifikation von Tumorstammzellen in den eben aufgefiihrten Studien sehr
heterogen sind, gelten dennoch ESA, CD44, CD24, CD133, ALDH und c-Met als anerkannte
und gut etablierte Oberflachenproteine zur Identifikation von Tumorstammzellen im

Pankreaskarzinom [103,104].

1.3. Zielstellung der Arbeit

Mit der Entdeckung von Tumorstammzellen dnderte sich hinsichtlich der funktionellen
Heterogenitat von Tumorzellen der Blickwinkel auf Tumore. Um ein tiefer greifendes
Verstandnis fur die zellulare Zusammensetzung und potentiellen Einflisse auf
Tumorstammzellen im duktalen Adenokarzinom des Pankreas bezlglich der
Tumorprogression zu  gewinnen, war es das Ziel dieser Studie, das
Tumorstammzellkompartiment von drei murinen Adenokarzinomzelllinien zu untersuchen.
Des Weiteren war die Analyse von exogenen Einfllissen wie Diabetes, Pankreatitis und des
Chemotherapeutikums Gemcitabin auf das Tumorstammzellkompartiment Gegenstand

dieser Arbeit.
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Tabelle 1: Oberflachenproteine zur Identifikation von Tumorstammzellen im Pankreas.

Membran- | Isolations- | Anteil der Transplantierte Zellen | Serielle Erstmals
protein methode positiven generieren einen Trans- beschrie-
Zellen [%] Tumor plantation | ben
ESA, CD44, | FACS 0,2-0,82 100 ESA*CD44*CD24* | ist erfolgt | 2007,
CD24 Zellen in 50% der Falle Li et al.
[101]
CD133 MACS 1-2° 500 CD133* ist erfolgt | 2007,
Zellen in 80% d. F. Hermann
et al. [76]
ALDH FACS 2,6¢ 100 ALDHMeh/CD133* | ist erfolgt | 2011,
Zellenin43%d. F.; Kim et al.
100 ALDHMe"/CD133" [102]
Zellen in 100% d. F.
c-Met FACS 2-16° 100 c-Methieh ist nicht 2011,
Zellenin 35% d. F. erfolgt Li et al.
[77]

a: in humanen Adenokarzinomen des Pankreas, b: in humaner Pankreaskarzinomzelllinie

L3.6pl, c: in humanen duktalen Adenokarzinomen des Pankreas
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2. Material und Methoden

2.1. Murine Adenokarzinomzelllinien und allgemeine Zellkultur

Die murinen Adenokarzinomzelllinien 7265PDA, 6606PDA und 66061 stammen urspriinglich
von der Arbeitsgruppe von Prof. Tuveson (University of Cambridge). Diese Zelllinien konnten
aus einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas (7265PDA, 6606PDA) bzw. der
dazugehorigen Lebermetastase (6606l) aus genetisch veranderten C57BL/6J Mausen isoliert
werden. Die Karzinome entstanden durch gewebespezifische Veranderungen mittels dem
Cre/loxP-System. Durch den Transkriptionsfaktor p48 ist die Expression des Onkogens
KRAS®12D innerhalb des Pankreas bei der 6606PDA und 6606l erhoht und fihrt zur
Karzinogenese. Vermittelt durch den Transkriptionsfaktor Pdx1 exprimieren die Mause, aus
denen die 7265PDA isoliert werden konnte, neben dem Onkogens KRAS®'?P auch eine
Mutation des TP53-Tumorsuppressor-Gen (p53RY72H) was zur Entstehung eines

Pankreaskarzinoms fuhrte.

Die Zelllinien wurden im Labor unter standardisierten Bedingungen in einem Inkubator
(BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland) kultiviert: 37 °C, 5 % CO, in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) mit zusatzlich 4.5 g/l Glukose, 10 %
fetalem Kalberserum und 1 % Penicillin/ Streptomycin (Biochrom GmbH). Das Plattieren
beziehungsweise die Passagierung der Zellen fiir die Experimente erfolgte an einer NuAire
440- Sicherheitswerkbank (ibs tecnomara GmbH, Fernwald, Deutschland) unter sterilen
Bedingungen. Nach Entfernen des Mediums wurde die Petrischale (Greiner Bio-One
International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) mit 10 ml phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland, pH 7,4) gespilt. Um die Zellen vom
Boden der Petri-Schale zu |6sen, wurden 2 ml Trypsin EDTA 0,5 g/l (Biochrom GmbH) auf die
Zellen gegeben. Im Umkehrmikroskop (Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland)
wurde der Adhasionverlust der Zellen kontrolliert und der Trypsinierungsvorgang durch das
Auftragen von 10 ml Medium gestoppt. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 50 ml-
Rohrchen (Greiner Bio-One) wurde diese fiir 3 min mit 335 g zentrifugiert (Beckman Coulter
GmbH, Krefeld, Deutschland) und anschlieRend der Uberstand entfernt. Die Zellen wurden in
10 ml Medium resuspendiert und deren Anzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer

bestimmt.
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2.2. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche C57BL/6J Mause verwendet, welche urspriinglich von
Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) stammten und in der Zentralen
Versuchstierhaltung der Universitatsmedizin Rostock unter spezifisch pathogenfreien (SPF)
Bedingungen weitergeziichtet wurden. In der chronischen Tierhaltung hatten sie einen
kinstlichen Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h und freien Zugang zu Wasser und Ublichem
Laborfutter. Die Tiere verblieben in der chronischen Tierhaltung bis zum Ende des Versuchs.
Das durchschnittliche Alter der Tiere betrug 199 Tage (Standardabweichung: £+ 102 Tage).
Alle Tierversuche entsprachen dem deutschen Tierschutzgesetz und der EU-Direktive

2010/63/EU.

2.3. Durchfiihrung der Tumorzellinjektion

Pro Injektion wurden 2,5x10° Zellen verwendet, welche in 10 pl PBS suspendiert wurden.
Dieser Zellsuspension wurde das gleiche Volumen an Matrigel (BD Bioscience, San José,
Californien, USA) hinzugefligt, sodass PBS und Matrigel im Verhaltnis 1:1 vermischt waren.
Die Zellsuspension wurde in einem Mirkoreaktionsgefals auf Eis gelagert, da das Matrigel bei
einer Temperatur > 4°C ein festes Hydrogel bildet und somit nicht mehr injiziert werden
konnte. Die Anasthesie der Tiere fir den operativen Eingriff erfolgte durch eine volatile
Narkose mit 2,5 % Isofluran (Actavis Deutschland GmbH & Co. KG, Miinchen, Deutschland)
0,8 I/min Oz und 1,6 I/min N2O. Die Applikation von Augensalbe (Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland) verhinderte das Austrocknen der Kornea. Zur unmittelbaren
postoperativen Analgesie erhielten die Tiere eine i. p. Injektion von 5 mg/kg Carprofen
(Rimadyl, Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland). Nach der Rasur des Abdomens wurde das
Operationsgebiet mit Povidon-lod-Losung desinfiziert. Gelagert wurden die Tiere in
Rickenlage, fixiert auf einer Warmeplatte. Das Abdomen der Tiere wurde durch einen
Rippenbogenrandschnitt rechts (Ldnge ca. 1,5 cm) eroffnet. Mit Wattestabchen wurde die
erste Duodenalschlinge mit dem darin liegenden Pankreasgewebe vorsichtig mobilisiert. Die
Diinndarmschlinge wurde mit einer Pinzette behutsam in Position gehalten und 20 ul der
Tumorzellsuspension mit einer vorgekihlten ga22s 710 RN 100pl Spritze (Hamilton Spritze,
Reno, Nevada, USA) in das Pankreas injiziert. Vor dem Herausziehen der Kaniile wurde diese

ca. 30 Sekunden in der Einstichstelle gehalten, um das Ausharten des Matrigels zu
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ermoglichen. Nach dem Herausziehen wurde die Einstichstelle mit einem sterilen
Wattetupfer abgedeckt und nochmals ca. 20 Sekunden gewartet, um einen moglichen
Ruickfluss der Zellsuspension in den Bauchraum zu verhindern. Bei erfolgreicher Injektion
war eine Blase innerhalb des Pankreas deutlich sichtbar. Der Verschluss der Bauchdecke
erfolgte durch eine fortlaufende Fasziennaht mit einem 5-0 Vicrylfaden (Johnson & Johnson
Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) und eine Hautnaht aus Einzelkdpfen mit einem 4-
0 Polypropylenfaden (Johnson & Johnson Medical GmbH). AbschlieRend wurde die Wunde
mit Providon-lod desinfiziert. Die Mause wurden unter einer Warmelampe positioniert und
bis zum Erwachen aus der Narkose Uberwacht. Fiir die postoperative Analgesie und fiir
potentielle Schmerzen bedingt durch den proliferierenden Tumor im Pankreaskopf wurden
dem Trinkwasser 1000 mg/l Novaminsulfon (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland)
zugegeben. Diese wurde alle 24 h erneuert, da es sonst durch das Novaminsulfon bitter und

flr die Tiere ungenieBbar geworden ware.

2.4. Anordnung der Experimente

In dieser Arbeit gab es zwei unterschiedlich lange Versuchsansatze. Bei dem ersten
(Abbildung 2 A) wurden die Mause eine Woche vor der Zellinjektion aus der SPF-Haltung in
die chronische Tierhaltung gebracht. Die Zellinjektion fand an Tag 7 statt und an Tag 28
wurden die Tumore asserviert. Die erste Bildgebung der Tumore mittels MRT erfolgte an Tag
12 beziehungsweise 13 und an Tag 27 die zweite. Gewichtsmessungen der Tiere erfolgten,
nachdem die Tiere in die chronische Tierhaltung kamen, an Tag 1 und im Verlauf des
Experiments an den Tagen 7, 8, 9, 10, 15 und 28, um einen objektiven Parameter fir ihren
Allgemeinzustand zu haben. Wenn die Tiere mehr als 20 % ihres anfanglichen
Korpergewichts verloren, wurden sie aus dem Versuch genommen. Der Blutzucker wurde an
den Tagen 1, 15 und 28 bestimmt. Blutentnahmen zur weiteren Analyse erfolgten zu Beginn

und am Ende der Experimente an Tag 1 und 28.

Beim zweiten Ansatz (Abbildung 2 B) wurden die Tiere ebenfalls eine Woche vor der
Zellinjektion aus der SPF-Haltung in die chronische Tierhaltung gebracht. Die Zellinjektion
fand an Tag 7 statt und an Tag 14 wurden die Tumore asserviert. Die Bildgebung der Tumore
mittels MRT erfolgte an Tag 13. Gewichtsmessungen der Tiere erfolgten, nachdem die Tiere

in die chronische Tierhaltung kamen, an Tag 1 und im Verlauf des Experiments an den Tagen
18



7, 8, 9, 10 und 14. Der Blutzuckermessungen und Blutentnahmen zur weiteren Analyse

erfolgten zu Beginn und am Ende der Experimente an Tag 1 und 14.

A
Asservierung der Tumore
Zeit[d] Zellinjektion 1. MRT 2. MRT
| | I I
1 7 12 bzw. 13 27 28
Zeit[d] Gewichtsmessung der Tiere
| T T 1 | >
1 7 8 910 15 28
Messung von Blutzucker und Blutentnahme
Zeit[d]) BE und BZ BZ BE und BZ
| | >
1 15 28
B
Asservierung der Tumore
Zeit[d] Zellinjektion MRT
[ [ L >
1 7 13 14
Zeit[d] Gewichtsmessung der Tiere
| I — [ >
1 78 910 14
Messung von Blutzucker und Blutentnahme
Zeit[d] BE und BZ BE und BZ

v

[ |
1 14

Abbildung 2: Anordnung der Interventionen in den in vivo Experimenten.

(A) erster Versuchsansatz mit Tumorasservierung an Tag 28, (B) zweiter Versuchsansatz mit

Tumorasservierung an Tag 14, BE: Blutentnahme, BZ: Blutzucker-Messung.
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2.5. Bestimmung von Blutzucker und Blutentnahme

Die Bestimmung der Blutglukose erfolgte durch einen Einstich mit einer Kanule im distalen
Drittel des Schwanzes. Von dem gewonnen Kapillarblut wurde der erste Tropfen verworfen.
Zur Blutzuckermessung wurden das Blutzuckermessgerat Contour (Bayer Vital GmbH) und
die entsprechenden Sensoren verwendet. Um die circadiane Rhythmik zu beachten, fand die
Blutzuckermessung stets zwischen sieben und neun Uhr morgens statt. An den Tagen der
Tumor-Asservierung wurde der Blutzucker vor der Injektion der Ketamin-Xylazin-Narkose
gemessen, da Ketamin den Stoffwechsel der Maus zu Gunsten einer hyperglykdmen Lage

beeinflusst.

Zur Blutentnahme wurden die Tieren mit einem Gemisch aus 90 mg/kg Ketamin (bela-
pharm, Vechta, Deutschland) und 7 mg/kg Xylazin (Bayer Vital GmbH) durch eine i. p.
Injektion narkotisiert. Das Gemisch wurde in einem Verhaltnis von 3:1 Ketamin zu Xylazin
angefertigt. Die erforderliche Narkosetiefe wurde durch das Eintreten der ausgefallenen
Nozizeption an Hinterlaufen und Schwanz geprift. Mit einer EDTA-beschichteten Kapillare
wurden dann ca.150 pl bei den ersten und ca.500 ul bei der letzten Blutentnahme
retrobulbdr entnommen. In einer EDTA-Mikrovette (SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland) wurde das Blut aufgefangen. Das Differentialblutbild wurde mit dem
Hamatologie-Analysegerat Sysmex KX 21 (Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt,
Deutschland) erstellt. Das restliche Vollblut wurde mit einer GS-15 Centrifuge (Beckmann
Coulter GmbH) bei 3500 rpm fir 10 min zentrifugiert. Das Uberstehende Plasma wurde
abpipettiert und bei -20 °C fir weitere Analysen konserviert. Zur Pravention einer
Xerophthalmie wurde den Tieren nach der Blutentnahme Augensalbe (Bayer Vital GmbH) auf

die Kornea appliziert.

2.6. Gewebeasservierung

Vor der Asservierung des Tumorgewebes wurden die Mause mit einem Gemisch aus 90
mg/kg Ketamin (bela-pharm) und 7 mg/kg Xylazin (Bayer Vital GmbH) durch eine i. p.
Injektion narkotisiert. Das Gemisch wurde in einem Verhaltnis von 3:1 Ketamin zu Xylazin
angefertigt. Die Tiere wurden durch Frakturieren der Halswirbelsdule get6tet. Das Abdomen
wurde durch einen medianen Langsschnitt durch die Bauchdecke und zwei laterale

Querschnitte vom Hypogastrium ausgehend bis an die Rippenbdgen heran er6ffnet. Die T-
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formige Schnittfiihrung ermdoglichte somit eine vollstindige Ubersicht der Bauchhéhle und
der darin gelegenen Organe. Durch Inspektion und Palpation erfolgte die Detektion des
Tumors. Nach Durchtrennung des Osophagus im Kardia-Bereich und Absetzten des Kolons
vom Rektum wurde unter Zug am Kolon und lleum das Mesenterium des Darms dargestellt
und vom Retroperitoneum gel6st. Nach der Praparation des Pankreas konnte unter Ziehen
am Duodenum das Organpaket bestehend aus Magen, Diinn-und Dickdarm, Pankreas und
Milz im Ganzen reseziert werden. Der Pankreastumor und das Pankreas wurden
freiprapariert und voneinander getrennt. Der Tumor und das Pankreas wurden separat
gewogen und der Tumor wurde zweigeteilt. Das verbliebene Organpaket wurde auf einer
Korplatte aufgespannt, das Mesenterium wurde auf Metastatsen untersucht und
anschlieRend vom Darm abprdpariert. Die Leber wurde entfernt und ebenfalls auf
makroskopische Metastasen untersucht. Der rechte Leberlappen, das Mesenterium, eine
Tumorhalfte und das Pankreas wurden zur histologischen Aufarbeitung in Histo-Kassetten
(Jet Cassette I, Leica Mikrosysteme GmbH) positioniert und fiir mindestens 24 Stunden in
einer 4 % Formaldehydlosung (Grimm med. Logistik GmbH, Torgelow, Deutschland) fixiert.
Die zweite Tumorhilfte wurde zur histologischen Aufarbeitung in Tissue-Tek Cryomold
(Sakura Finetek USA Inc., Torrance, Kalifornien, Vereinigte Staaten von Amerika) gegeben
und mit Tissue-Tek (Sakura Finetek Europa B.V., Alpen aan den Rijn, Niederlande)
eingebettet. Diese Praparate wurden anschliefend in flissigem Stickstoff schockgefroren
und zur Aufbewahrung bei -20 °C in einem Tiefkihler gelagert. Der linke Leberlappen wurde
fiir molekularbiologische Untersuchungen in 1,8 ml-Kryoréhrchen (Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co KG, Braunschweig, Deutschland) in flissigem Stickstoff schockgefroren

und anschlieRend bei -80 °C konserviert.

2.7. Bildgebung der Tumore mit Magnetresonanztomographie

Die Bildgebung wurde mittels eines Kleintier-MRT (ClinScan 7,1 Tesla, 290 mT/m
Gradientenfeldstarke, Bruker, Ettlingen, Deutschland) in Kombination mit einer Maus-
Ganzkorperspule (Bruker, Ettlingen, Deutschland) verwendet. Fir die Darstellung des
Tumorgewebes wurde eine T2 gewichtete-TSE (turbospin echo) Sequenz eingesetzt (TR
(repetition time): ca. 1250 ms; TE (echo time): 41,0 ms; FA (flip angle): 180 °; FoV (field of
view): 40 mm x 40 mm; matrix: 240 x 320; Schichten 24, Schichtdicke: D = 0,7 mm, Gap
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(Zwischenschichtabstand) 10 %, TA (time of acquisition): ca. 10 min). Fir die Beurteilung der
Tumore wurden hochaufldsende Transversalschnitte mit einer Auflésung von 160 x 125 um
verwendet (TR: ca.1250 ms; TE: 41,0 ms; FA: 180 °; FoV: 40 mm x 40 mm; matrix: 240 x 320;
Schichten 24, Schichtdicke: D = 0,7 mm, Gap 10 %, TA: ca. 10 min). Die Anasthesie der Tiere
fir den Eingriff erfolgte durch eine volatile Narkose, bestehend aus 2,5 % Isofluran (Actavis
Deutschland GmbH & Co. KG) 0,8 I/min O; und 1,6 I/min N;O. Die Narkosetiefe wurde mit
einem Atem- und Herzfrequenzsensor (SA Instruments Inc., Stony Brook, New York, USA)
Uberwacht. Die Applikation von Augensalbe (Bayer Vital GmbH) verhinderte das Austrocknen
der Kornea. Die Mduse wurden fir die Untersuchung in Bauchlage auf einer MR-tauglichen
Tierliege gelagert. Wahrend der gesamten MRT-Messung wurde die Narkose aufrecht
erhalten und die Vitalparameter Atemfrequenz und Puls wurden (iberwacht. Die MRT-
Sequenzen wurden abhangig von der Atmung bei Exspiration getriggert. Dies wurde mit
einer Atemfrequenz von ca. 40 Atemzlgen pro min realisiert. Um verdauungsabhangige
Bewegungsartefakte zu minimieren, wurde den Tieren 12 h vor den MRT-Aufnahmen das
Futter entzogen. Nach dem Aufenthalt im MRT wurden die Tiere unter einer Warmelampe

positioniert und bis zum vollstandigen Aufwachen aus der Narkose tGberwacht.

2.8. Analyse der MRT-Datensitze und Volumetrierung der Tumore

Die Volumetrierung der Tumore erfolgte mit Hilfe des Programms 3D Slicer. Sie kann (ber
die Internetseite www.slicer.org heruntergeladen werden. Die MRT-Datensatze wurden fir
unsere Auswertungen im DICOM-Format (Digital Imaging and Communications in Medicine)
in das Programm importiert. Mithilfe der Programmfunktion ROl (Region of Interest)
konnten der Tumor und seine umgebenden Strukturen ndher eingegrenzt werden. Zum
Volumetrieren der Tumore diente der ,Paint Effect”. Hiermit wurde das Tumorgewebe in
jeder Schnittebene der Bildgebung markiert. Nachdem man die zu analysierenden Flachen
markiert hatte, konnte man mithilfe des Programms das Volumen des Tumors berechnen.
Da sich die Tumore in der T2-gewichteten Bildgebung meist sehr hell darstellten, gingen wir
von einem erh6hten Wassergehalt des neoplastischen Gewebes aus und setzten dessen
Dichte gleich mit der von H,0. Das errechnete Volumen [mm3] des Tumors entsprach

demzufolge der Tumormasse [mg].
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2.9. Histologie

2.9.1. Erstellung der histologischen Priparate

Die in Formaldehyd fixierten Tumore wurden in eine Histokinette Gberflhrt, welche dem
Gewebe mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe das Wasser entzieht. AnschlieRend wurde
das Gewebe in Paraffin (Verarbeitungstemperatur von 56-58 °C, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) gebettet. Nach Ausharten des Paraffins wurde der Tumor in 4 um dicke
Schnitte mit einem Mikrotom (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch Deutschland)
geschnitten. Die Schnitte wurden in einem 40 °C warmen Wasserbad auf
Adhasionsobjekttrager (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH, Edermiinde,

Deutschland) tbertragen. Das Trocknen erfolgte bei 64 °C in einem Laborofen.

2.9.2. Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung diente der morphologischen Untersuchung des Gewebes.
Hierzu wurde das Gewebe mithilfe eines Intermediums (X-TRA, MEDITE GmbH, Burgdorf,
Deutschland) wieder entparaffiniert. Eine absteigende Ethanolreihe diente zur
Rehydratation der Gewebeschnitte. Das Gewebe wurde anschlieBend fiir 5 Minuten in
Leitungswasser Uberfihrt. Danach wurden die Objektrager fir 5 Minuten in eine
Hamatoxylinlésung nach Mayer gegeben. Fir das Blauen wurden die Praparate fiir 10
Minuten mit Leitungswasser versetzt. Im Anschluss wurden die Objekttrager fir 1 Minute in
eine 0,5 % Eosin-Losung gegeben und dann mit Leitungswasser abgespult. AnschlieRend
wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und danach
mit dem Intermedium zweimal gespilt. Mithilfe des X-TRA-KITT (MEDITE GmbH) und eines
Deckglaschens (24 x 32 mm, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) wurden
die Gewebeschnitte eingedeckt. Nach dem Trocknen bei Raumtemperatur waren die

Praparate fertig zur histologischen Begutachtung.

2.9.3. Immunhistochemie fiir Paraffinschnitte
Fiir die Immunhistochemie wurde das Gewebe mithilfe des Intermediums (X-TRA, MEDITE
GmbH) wieder entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte durch eine

absteigende Ethanolreihe rehydratisiert und zum Schluss flir mindestens 5 min in
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Leitungswasser gelegt. Zum Losen der Formaldehydkreuzverbindungen wurden die
Praparate fur sieben Minuten bei 700 W in einer Mikrowelle in der Target Retrieval Solution
(Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) erhitzt und danach beim Abkiihlen der
Puffer mit destilliertem Wasser bis zu seiner urspriinglichen Konzentration wieder aufgefullt.
Im Anschluss wurden die Objekttrager mehrmals mit Leitungswasser gespllt. Um falsch-
positive Signale bei der Aldhlal, CD133 und GFAP-Immunhistochemie zu vermeiden, wurde
die endogene Peroxidase mitttels der Peroxidase-Blocking Solution (Dako Deutschland
GmbH) geblockt. Diese Losung wurde auf die Gewebeschnitte fir 5 Minuten gegeben.
AnschlieBend wurden die Schnitte erneut mit Leitungswasser gewaschen. Um unspezifische
Bindungen der verwendeten Antikdrper zu verringern, wurde auf die Objekttrager fir 30 min
Protein Block Serum-Free (Dako Deutschland GmbH) gegeben. Fir die CD133-
Immunhistochemie wurde dem Protein Block Serum-Free noch zusétzlich 0,02 mg/ml des
Ziege anti-Maus Antikorpers (ab6668, Abcam) hinzugefiigt. Die GAFP-Immunhistochemien
wurden vor der Blockierung der endogenen Peroxidase noch zuséatzlich mit jeweils 100 ul
Peroxidaseblock fir 5 min versetzt. Pro Praparat wurde jeweils 100 pl des primaren
Antikorpers (Tabelle 2, siehe Anhang) auf den Gewebeschnitt gegeben und dieser dann Gber
Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die ungebundenen primaren
Antikorper durch mehrmaliges Waschen mit Leitungswasser entfernt. Nun wurden jeweils
100 pl der sekundaren Antikorper-Losung (Tabelle 2, siehe Anhang) auf die Praparate fir
etwa 40 Minuten gegeben. Fir alle Antikorperverdiinnungen wurde das Antibody Diluent
with Background Reducing Components (Dako Deutschland GmbH) verwendet.
AnschlieBend wurden die Objekttrager erneut mit Leitungswasser gespilt. Um die
Farbereaktion zu induzieren, wurden pro Gewebeschnitt je 100 ul der Chromogen-Losung
auf das Prdparat gegeben. Hierfir wurde flissiges DAB* (Dako Deutschland GmbH)
verwendet. Jetzt wurde unmittelbar eine Stoppuhr gestartet und die Farbereaktion des
Praparats unter dem Mikroskop (Axiostar plus, Carl Zeiss Mikroskopie GmbH, Goéttingen,
Deutschland) bei 100-facher VergroRerung beobachtet. Als die addquate Farbeintensitat
eingetreten war, wurde die Reaktion durch eine Spilung mit Leitungswasser abgebrochen
und die Zeit gestoppt. Die gemessene Zeit wurde entsprechend fiir alle anderen Praparate
angewandt. Um zusatzlich den Farbkontrast zu erh6hen, wurde im gegebenen Fall noch eine
Hamalaun-Gegenfarbung mit einer Losung nach Mayer durchgefiihrt. Zum Blauen wurden

die Objekttrager fiir 10 min in lauwarmem Leitungswasser gelagert. Anschliefend wurden
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die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und danach mit
Intermedium (X-TRA, MEDITE GmbH) zwei Mal gespiilt. Mithilfe des X-TRA-KITT (MEDITE
GmbH) und eines Deckglaschens (24x 32 mm, Gerhard Menzel GmbH) wurden die
Gewebeschnitte eingedeckt. Nach dem Trocknen bei Raumtemperatur waren die Praparate

fertig zur histologischen Begutachtung.

2.9.4. Immunhistochemie fiir Kryoschnitte

Das kryoasservierte Tumorgewebe wurde mit einem Kryo-Mikrotom (Leica Mikrosysteme
GmbH) in 6 um diinne Scheiben geschnitten. Nach dem Aufbringen der Gewebeschnitte auf
Adhéasionsobjekttrager (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH) wurden die
Praparate bei Raumtemperatur mehrere Stunden getrocknet. Im Anschluss wurden die
Praparate mit einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS), welche zu 4 % Paraformaldehyd
enthielt, fir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurden die Objekttrager
zweimal mit PBS gespiilt. Die reaktiven Gruppen des Gewebes wurden mit einer 50 mM
Ammoniumchloridlésung fir 10 Minuten blockiert und anschlieBend wieder zwei Mal mit
PBS gesplilt. Zur Demaskierung von Antigenen wurden die Objekttrager fir 15 Minuten mit
einer PBS-Losung, welche zu 0,3 % Saponin enthielt, versetzt. Danach erfolgte abermals eine
Spilung mit PBS. Nun wurden pro Praparat 100 ul des primaren Antikorpers (Tabelle 2, siehe
Anhang) auf den Objekttrager mit Gewebeschnitt gegeben und dieser dann Giber Nacht im
Kuhlschrank inkubiert. Die weiteren Arbeitsschritte der Immunhistochemie fiur die
Kryoschnitte entsprachen ab hier exakt den weiteren Arbeitsschritten der

Immunhistochemie fir die Paraffinschnitte, welche oben bereits genannt wurden.

Eine Ubersicht von allen in der Histologie verwendeten Antikdrpern findet sich unter Tabelle

2 im Anhang.

2.9.5. Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung und Analyse der Tumore auf Tumorstammzellen erfolgte unter
Verblindung mithilfe des Mikroskops (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) bei einer 40-
fachen VergroRerung. Mithilfe eines Zahlgitterokulars wurden in der gesamten Zirkumferenz

des Tumors 10 zufillig ausgewahlte Gesichtfelder auf ALDH1al*, GFAP* oder CD133* Zellen
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ausgezahlt. Dabei hatten die analysierten Gesichtsfelder einen Mindestabstand von 100 pm
zum Tumorrand. Tumorzellen wurden als positiv gewertet, wenn sie eine deutliche und
starkere Braunfarbung durch die Antikorper als die umliegenden Zellen zeigten. Weitere

histologische Auswertungen erfolgten ebenfalls am Mikroskop (Olympus Corporation).

2.10. Western Blot

Der Western Blot diente der semiquantitativen Analyse verschiedener Zellproteine. Durch
Elektrophorese wurden die Proteine anhand ihres unterschiedlichen Molekulargewichts
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Tragermembran Ubertragen. Auf dieser konnten die
Proteine durch das Auftragen von primaren und sekundadren Antikdrpern sichtbar gemacht
werden. Die entstandenen Proteinbanden reprasentierten die unterschiedlich starke Gen-

Expression der untersuchten Zellproteine.

2.10.1. Vorbereitung der Zellen

Die untersuchten Zelllinien wurden unter standardisierten Bedingungen kultiviert. Fiir den
Western Blot wurden pro well einer 6-well-Platte 1x10° Zellen in 2 ml Medium fir
mindestens 48 h kultiviert. Zur Analyse der Zellen wurde das Medium entfernt und
anschlielend die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Um die Zellen vom Boden der wells zu
|6sen, wurden auf diese zunachst 200 pl Lysispuffer (Zusammensetzung des Lysispuffers in
Tabelle 3, siehe Anhang) gegeben und anschlieRend wurden diese mittels eines Zell-Schabers
mechanisch vom Boden der wells gelést. Pro 10 ml Lysispuffer war eine Tablette
Phosphostop (PhosSTOP™, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) enthalten.
Das Lysat wurde in ein Eppendorf-Gefall Gberfiihrt und bei -20 °C eingefroren, um es fir

weitere Analyseschritte zu konservieren.

2.10.2. Bestimmung der Proteinmenge
Nach dem Auftauen wurden die Proteinlysate fiir mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Die Proben wurden in einer auf 4 °C vorgekiihlten 5804R-Zentrifuge (Eppendorf GmbH,

Wesseling, Deutschland) fiir 15 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert. Die Proteinbestimmung
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erfolgte im Dreifachansatz und mittels des PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific Germany BV & Co KG). Dazu wurde der Uberstand im Verhiltnis 1:10 mit Aqua
Bidest verdiinnt und jeweils 12,5 ul dieser Lysat-Verdiinnung in eine Aussparung einer 96-
well-Platte gegeben. Der Standard der Proteinbestimmung wurde im Doppelansatz
durchgeflihrt. Hierzu dienten unterschiedliche Konzentrationen (0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0
ug/ul) und zwei blanko-Proben mit H,0. Fir den Standard der Proteinbestimmung wurden
12,5 pl des Standrads und 100 pl eines BCA-Cu?*- Gemisches (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
in jeweils eine Aussparung einer 96-well-Platte gegeben. Die Proben wurden bei 37 °C auf
einem Schttler und unter Schutz vor UV-Strahlung (Abdeckung mit Alufolie) fiir 30 Minuten
inkubiert. Der Proteingehalt [ug/ul] wurde im Sunrise-ELISA-Reader (Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, Schweiz) mittels Absorptionsspektrometrie bei 563 nm gemessen. Die
Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Standardkurve. Nun konnte das

zu entnehmende Lysat-Volumen fir die spater benétigte Proteinmenge errechnet werden.

2.10.3. Auftrennung der Proteine anhand des Molekulargewichts

AnschlieBend wurden die Proben mit entsprechenden Mengen und Konzentrationen von
Proteinladepuffer (PP) versetzt, um in 40 pl gleiche Anteile von Proteinmenge und
Proteinladepuffer zu bekommen. (6x PP besteht aus: 3,75 ml Tris pH 6,8; 1,2 g SDS
Sodiumdodecylsulfat; 6,85 g Glycerin; 231,3 mg DTT Dithiothreitol; 0,3 ml Bromphenolblau;
10 ml Aqua dest). Zur Denaturierung wurden die Proteinlysate fur finf Minuten auf 95 °C
erhitzt und anschlieBend drei Sekunden bei 10.000 g zentrifugiert. Anhand des zu
erwartenden Molekulargewichts des Antikorpers wurden unterschiedliche
Acrylamidkonzentrationen fiir das Trenngel (Zusammensetzung eines Trenngels in Tabelle 4,
siehe Anhang) gewahlt (ALDH1al bei 55 kDa: 10 %; GFAP bei 50 kDa: 12 %; CD133 bei 100-
130 kDa: 8 %; CD133 Dresden bei 100-130 kDa: 8%). Die Acrylamidkonzentration fiir das
Sammelgel (Zusammensetzung eines Sammelgels in Tabelle 5, siehe Anhang) betrug
standardmaRig 5 %. Zuerst wurde das Trenngel zwischen die formgebenden Glasplatten (Bio-
Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) gegossen und anschlieRend zum Schutz vor
Austrocknung und Blasenbildung mit ca. 500 pl Isopropanol bedeckt. Nachdem das Trenngel
polymerisiert war, wurde das Isopropanol abgegossen und das Sammelgel dariiber gegeben.

Fir die Taschen der zu analysierenden Proteinlysate wurde in das Sammelgel ein
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Probenkamm eingesetzt, welcher nach Polymersiation des Gels wieder entfernt wurde. Das
fertige Gel wurde mit den Glasplatten in die MiniPROTEAN-Elektrophoreseeinheit (Bio-Rad
Laboratories GmbH) gesetzt und mit Laufpuffer pH 8,3 (Tris 30,3 g; Glycin 144 g; SDS 10 g)
befiillt, bis die Taschen vollstandig mit Puffer bedeckt waren. Die Proben wurden in die
Taschen des Gels pipettiert und durchliefen bei einer Spannung von 20 mA das Sammelgel.
Die Auftrennung der Proben anhand ihres unterschiedlichen Molekulargewichts erfolgte im
Trenngel bei einer Spannung von 40 mA. Als Stromquelle wurde das Power Pac 300 (Bio-Rad
Laboratories GmbH) verwendet. Als Langenstandard diente ein peqGold-Proteinmarker IV

(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland).

2.10.4. Semi-Dry-Blot

AnschlieBend wurde der Semi-Dry-Blot vorbereitet. Hierzu wurden 3 mm CHR-
Blottingpapiere (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) in Kathodenpuffer
(Tris 25 mM; Glycin 40 mM 0,751 g; Methanol 20 % 200 ml), 2 Blottingpapiere in
Anodenpuffer | (Tris 300 mM 34,34 g; Methanol 20 % 200 ml) und ein Blottingpapier in
Anodenpuffer Il (Tris 25 mM 34,34 g; Methanol 20 % 200 ml) versetzt. Die Immobilon®-P
Transfer Membran (Merck Millipore/ © Merck KGaA) wurde fir mehrere Sekunden in
Methanol 100 % gelegt, danach fiir zwei Minuten in Aqua Bidest gegeben und anschlieRend
in Anodenpuffer Il flir mindestens 5 Minuten equilibriert. Im Semi-Dry-Blotter (PEQLAB
Biotechnologie GmbH) wurden die einzelnen Komponenten in folgender Reihenfolge
zwischen Anode und Kathode gelegt: zwei Blottingpapiere mit Anodenpuffer |, darauf ein
Blottingpapier mit Anodenpuffer Il, hierauf die Membran, dann das Gel und abschlieRend
drei Blottingpapiere mit Kathodenpuffer. Fiir das Blotting eines Gels wurde eine Spannung
von 137 mA fir 1 h 45 min mittels eines Standard Power Pack P25 (Biometra GmbH,
Gottingen, Deutschland) angelegt. Danach wurde die Membran aus der Blot-Vorrichtung

entfernt und kurz mit TBST (Tris Buffered Saline with Tween 20) gesplilt.

2.10.5. Blockierung, primare und sekundare Antikorper
Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran wurde fiir ALDH1al eine BSA-

Losung 2,5 %, hingegen fir GFAP und CD133 Milchpulver 5 % verwendet. Der Vorgang
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erfolgte fir eine halbe Stunde bei 37 °C. AnschlieBend wurden die primaren
Antikorperlosungen (Liste der verwendeten primaren Antikorper in Tabelle 6, siehe Anhang)
auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Vor dem Auftragen des
sekundaren Antikorpers (Liste der verwendeten sekundaren Antikorper in Tabelle 6, siehe
Anhang) wurden die Membranen gewaschen, dreimal fir 10 Minuten in TBST und danach
zweimal fur 15 Minuten in TBS (Tris Buffered Saline) gewaschen. Die sekundaren Antikorper
verblieben 1h bei Raumtemperatur auf der Membran. AnschlieBend wurden die Membranen
wieder nach dem obigen Schema mit TBST und TBS gewaschen, dreimal fir 10 Minuten in
TBST und danach zweimal fir 15 Minuten in TBS. Zur Visualisierung der Proteinbanden
wurde eine 1:50 verdiinnte Pierce ECL-2-Reagenz (Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co
KG) auf die Membranen aufgetragen und fir fanf Minuten in Dunkelheit bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Proteinexpression wurde in einem ChemiDocXRS-System
(Bio-Rad Laboratories) durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht und abschlieRend
fotografisch festgehalten. Um die gebundenen Antikorper wieder zu entfernen, wurde die
Membran dreimal fur 10 Minuten in TBST und danach zweimal fiir 15 Minuten in TBS
gewaschen. Anschliefend wurde die Membran erst fiir 15 Minuten bei 37 °C und dann fiir 15
min bei Raumtemperatur gestrippt (Stripp-Puffer: 25 mM Glycin, 1 % SDS pH 2). Es erfolgte
wieder der Ubliche Waschvorgang und die Membranen wurden dann fir 30 min bei 37 °C

mit 2,5 % BSA geblockt.

2.10.6. Ladungskontrolle der Gele

Zum Nachweis von R-Aktin wurde nach dem Blocken der Membran mit BSA-L6sung 2,5 % der
Primarantikorper bei Raumtemperatur fir 2 Stunden inkubiert. Nach einem Waschvorgang
mit TBST und TBS wurde der Sekundarantikérper auf die Membran gegeben und fiir 1 h bei
Raumtemperatur belassen. Nach dem Waschen mit TBST und TBS wurde die R-Aktin
Expression mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Es wurde, wie schon oben
beschrieben, eine 1:50 verdiinnte Pierce ECL-2-Reagenz (Thermo Fisher Scientific Germany
BV & Co KG) auf die Membrane aufgetragen und fir fiinf Minuten in Dunkelheit bei
Raumtemperatur belassen. AnschlieRend wurden die Proteinbanden mittels des

ChemiDocXRS-System (Bio-Rad Laboratories) visualisiert und fotografisch dokumentiert.
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2.11. Statistik

Die Boxplots stellen den Median, das 25. und 75. Quantil dar. Die Whisker reprdsentieren
das 10. und 90. Quantil. Signifikante Unterschiede wurden mit dem Mann-Whitney rank-sum
test berechnet. Bei mehrfachen Vergleichen wurde die Akkumulation des a-Fehlers mithilfe
der Bonferroni-Korrektur bericksichtigt. Wenn p geteilt durch die Anzahl sinnvoller
Vergleiche < 0,05 war, wurden die Unterschiede als signifikant bezeichnet. Wenn p geteilt
durch die Anzahl sinnvoller Vergleiche < 0,08 war, wurden die Unterschiede als Tendenz
bezeichnet. Mithilfe des Programms SigmaPlot 12 (Systat Software, Inc., San Jose,
Kalifornien, USA) wurden die Daten auf signifikante Unterschiede getestet, die Spearman

Rank Order Correlation berechnet und alle abgebildeten Diagramme erstellt.

30



3. Ergebnisse

3.1. Evaluation der Qualitit unterschiedlicher Antikorper

Zur technischen Optimierung und Validierung der Antikérper-Farbeeigenschaften wurden
initial in verschiedenen Gewebearten die immunhistochemischen Eigenschaften der
Antikorper gegen ALDH1al, CD133 und GFAP getestet. In der Immunhistochemie des
Duodenums reicherten v. a. die Enterozyten der Darmzotten den anti-ALDH1al Antikorper
an (Abbildung 3 A). Die ALDH1al-Immunhistochemie ohne Zugabe des Primarantikorpers
zeigte keine Farbung der beschriebenen Zellen, was die Abhdngigkeit der Farbung vom
Primarantikorper bewies (Abbildung 3 B). Im Pankreasgewebe wurden v. a. die Azinuszellen
des exokrinen Pankreas gefarbt (Abbildung 3 C). Auch hier konnte ohne Zugabe des anti-
ALDH1al Antikorpers die Abhangigkeit der Farbung vom Primarantikérper bewiesen werden
(Abbildung 3 D). Zur Validierung der korrekten Farbeeigenschaften von CD133 wurde das
Gewebe von Niere und Gehirn verwendet. In der Niere reicherten ausschlieBlich die
Epithelzellen der proximalen Nierentubuli den anti-CD133 Antikérper an (Abbildung 3 E).
Durch das Weglassen des Primarantikorpers konnte fir die Niere die Abhangigkeit der
Farbereaktion vom anti-CD133 Antikorper gezeigt werden (Abbildung 3 F). In der
Immunhistochemie des Gehirns zeigten die Ependymzellen der Ventrikel eine positive
Farbereaktion (Abbildung 3 G). Durch das Weglassen des Primarantikoérpers konnte auch hier
fir das Gehirn die Abhdngigkeit der Farbereaktion vom anti-CD133 Antikorper gezeigt
werden (Abbildung 3 H). Die Immunhistochemie mit dem anti-GFAP Antikdrper zeigte eine
deutliche Farbung der Astrozyten im Frontallappen des Gehirns (Abbildung 3 I), wohingegen

dies in der Negativkontrolle nicht zu beobachten war (Abbildung 3 J).
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Pos. Ergebnis Neg. Kontrolle

ALDH1al

ALDH1al

CD133

GFAP

Abbildung 3: Evaluation der Qualitat unterschiedlicher Antikorper.

Immunhistochemie des Duodenums (A, B) und Pankreas (C, D) mittels anti-ALDH1al
Antikorper (A, C) bzw. ohne Primarantikérper (B, D). Antikorperfarbung der proximalen
Tubuli der Niere (E, F) und Ependymzellen im Gehirn (G, H) mittels anti-CD133 Antikorper (E,

G) bzw. ohne Primarantikérper (F, H). Immunhistochemie im Frontallappen des Gehirns
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mittels anti-GFAP Antikorper (1) bzw. ohne Primarantikorper (J). Die Balken entsprechen 200
um (A- D), 30 um (E, F) und 50 um (G-J).

3.2. Eigenschaften der Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 66061 in vivo

3.2.1. Anwachsrate der Tumore und Analyse des Blutbildes

Nach der in vivo Injektion der Karzinomzellen zeigten diese unterschiedliche Anwachsraten.
An Tag 28 konnte bei der 7265PDA 1 Tumor von 11 Zellinjektionen asserviert werden, bei
der 6606PDA 6 von 6 und bei der 6606l 5 von 6. Somit hatte die 7265PDA eine
Tumoranwachsrate von 9 %, die 6606PDA von 100 % und die 6606! eine Anwachsrate von 83
% (Abbildung 4 A). Im Verlauf der Tumorprogression wurde die Lipase im Blutplasma
bestimmt. Zwischen den Versuchstieren gab es keine signifikanten Unterschiede der Lipase-
Werte zu Beginn (Daten nicht abgebildet) und Ende des Versuches (Abbildung 4 B). Eine
Erhohung der Plasma-Lipase-Werte, wie sie im Rahmen einer Begleitpankreatitis beim
Pankreaskarzinom haufig zu beobachten ist, konnten wir in unseren Versuchen nicht
feststellen. Auch im Blutbild fanden sich keine Hinweise auf eine manifeste Inflammation.
Bei der 7265PDA nahmen sowohl die Leuko-, Lympho-, Mono- und Granulozyten im Laufe
des Experimentes ab. Bei der 6606PDA nahmen ebenfalls die Leuko- und Lymphozyten im
Verlauf des Versuches ab. Die Mono- und Granulozyten stiegen minimal an. Bei der 6606liver
stiegen die Lymphozyten im Verlauf des Experiments ebenfalls minimal an, die Leuko-,

Mono- und Granulozyten zeigten eine Abnahme im Verlauf (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Analyse des Blutbildes.

Leukozyten
[10°Zellen/I]  zu

Versuchsbeginn

Leukozyten
[10°Zellen/1] bei

Asservierung

Lymphozyten
[10°Zellen/I]

Versuchsbeginn

zu

Lymphozyten
[10°Zellen/I]  bei

Asservierung (Tag

Mono- und
Granulozyten

[10°Zellen/I] zu

Mono-

und

Granulozyten

[10°Zellen/I]

(Tag 1) (Tag 28) (Tag 1) 28) Versuchsbeginn | bei
(Tag 1) Asservierung
(Tag 28)

7265PDA

Mittelwert 8,9 7,1 6,3 5,5 2,5 1,6
Standard- 1,0 1,8 1,2 1,5 0,9 0,6
abweichung

Median 8,9 6,6 6,2 5,3 2,5 1,5
Interquan- 0,9 1,6 1,0 1,4 1,4 1,0
tilenabstand

6606PDA

Mittelwert 10,0 8,0 8,1 5,5 2,0 2,5
Standard- 2,6 2,9 2,5 1,6 0,9 1,4
abweichung

Median 10,2 7,4 8,6 5,3 2,0 2,1
Interquan- 1,6 3,1 2,9 1,1 0,7 2,0
tilenabstand

6606liver

Mittelwert 9,7 8,5 5,0 5,6 4,6 2,7
Standard- 3,4 2,7 4,5 0,9 4,1 2,1
abweichung

Median 9,1 8,2 4,8 5,7 2,8 2,1
Interquan- 4,3 2,6 3,7 0,9 2,8 2,4

tilenabstand
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3.2.2. Analyse der Tumore mittels MRT

Fir die Analyse der Tumore standen zwei Verfahren zur Verfligung. Zum einen wurde das
Gewicht der Tumore nach der Asservierung mittels einer handelsiiblichen Feinwaage
bestimmt. Zum anderen wurde das Tumorvolumen mittels MRT und der Software 3D Slicer
analysiert. Der Vergleich zeigte eine starke lineare Korrelation der beiden Messverfahren (r:
0,821, Abbildung 4 C). Geringfligige Unterschiede in den Ergebnissen zwischen den beiden
Messmethoden lieRen sich am ehesten durch das unterschiedliche Wachstumsverhalten der
Neoplasien erklaren. In den meisten Fadllen wurden die Pankreaskarzinome durch eine
fibrotische Schicht umgeben und hatten eine zentrale Nekrosezone. Diese Tumore zeigten
ein verdrangendes Wachstumsverhalten und konnten sehr eindeutig gegen angrenzende
nicht-karzinomatose Strukturen abgegrenzt werden (Abbildung 4 D). Im Gegensatz dazu gab
es aber auch Tumore, die keine zentrale Nekrosezone zeigten und sich in der Bildgebung
mittels MRT sehr schwer gegen das umliegende Gewebe abgrenzen lieen (Abbildung 4 E).
Auch die GroRe der Karzinome hatte einen starken Einfluss auf die Genauigkeit bei der
Analyse der MRT-Datensdtze. Die Ausdehnung groRerer Tumore war leichter, die

Ausdehnung kleinerer Tumor schwieriger zu beurteilen.
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Abbildung 4: Eigenschaften der Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606l in vivo.



(A) Vergleich der Anzahl der orthotopen Zellinjektionen im Vergleich zur Anzahl der
angewachsenen Tumore an Tag 28. (B) Vergleich der Lipase Werte im Blut am Tag 28. (C)
Korrelation von Tumorgewicht und Tumorvolumen. (D) Beispiel fir einen in der MRT gut
abzugrenzenden Tumor und eine zentrale Nekrosezone (Pfeilspitze). (E) Beispiel fiir einen in
der MRT schlecht abzugrenzenden Tumor und keine zentrale Nekrosezone (Pfeil). Die Anzahl
der evaluierten Tiere betrug n =1 (7265PDA), n = 6 (6606PDA) und n = 4 (6606l) in Abbildung
B. Die Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen in Abbildung B waren nicht signifikant.

Spearman Rangkorrelationskoeffizient in Abbildung C: r = 0,821.

3.3. Histomorphologische Eigenschaften der Zelllinien

Um die histomorphologischen Eigenschaften der unterschiedlichen Tumore genauer zu
beurteilen, wurden mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung histologische Schnitte der Tumore
aufbereitet. Untersuchungsgegenstand waren tubuldr-glanduldre Strukturen und das
Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein einer fibrotischen Schicht um die Tumore. Des
Weiteren wurden die Neoplasien zu einem friithen Zeitpunkt des Wachstums (asserviert an
Tag 14) und zu einem spateren Zeitpunkt (asserviert an Tag 28) untersucht, um etwaige
Unterschiede im Verlauf der Tumorprogression zu beobachten. Zum frithen Zeitpunkt der
Tumorprogression konnte man beobachten, dass sich bei allen Tumoren der Zelllinien
7265PDA, 6606PDA und 6606l noch keine vollstéandige fibrotische Schicht um den Tumor
gebildet hatte (Abbildung 5 A- C). Dies zeichnete sich dadurch aus, dass Tumorzellen in
unmittelbarer Nachbarschaft zu Zellen des Pankreasgewebes vorhanden waren. Weiter
fanden sich an dieser Ubergangszone etliche Leukozyten, sodass man diesen Bereich auch
als inflammatorische Transformationszone zwischen Tumor- und Pankreasgewebe
bezeichnen konnte. Lokal zeigte sich eine durch das Tumorwachstum induzierte
inflammatorische Reaktion, welche aber in den Blutanalysen nicht zu beobachten war (siehe
Tabelle 7). Zum spateren Zeitpunkt der Tumorprogression wurde auch das Auftreten von
tubular-glanduldren Strukturen in den Tumoren evaluiert. Die DriRRenformationen, als
Charakteristikum eines duktalen Adenokarzimoms im Pankreas, konnten bei den Tumoren
der 7265PDA in einem von einem Fall, bei den Tumoren der 6606PDA in 2 von 6 und in den
Tumoren der 6606PDA in 4 von 5 Fallen nachgewiesen werden (Abbildung 5 D- F). Im Verlauf

der Tumorprogression bildete sich in zunehmenden Malie eine fibrotische Schicht um die
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Tumore. Der Tumor der 7265PDA war in der histologischen Begutachtung an Tag 28 bereits
vollstandig von einer fibrotischen Schicht umgeben. Die gestrichelte Linie zeigt die schmalste
Ausbreitung der fibrotischen Schicht (Abbildung 5 G). Die Tumore der 6606PDA zeigten in 3
von 6 Fallen noch Stellen, an denen das Karzinom nicht vollstandig von Fibroblasten
dhnlichen Zellen umgeben war. Bei den Tumoren der 6606l konnte dies in 1 von 5 Fallen
beobachtet werden (Abbildung 5 H, ). Dennoch war die Ausbildung einer fibrotischen
Schicht um die Tumore zum spateren Zeitpunkt der Asservierung in allen Fallen stark
ausgepragt. Die gestrichelte Linie zeigt die groRte Ausbreitung der fibrotischen Schicht
(Abbildung 5 J- L). Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die Adenokarzinome der
Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606l im Verlauf der Tumorprogression mittels einer
fibrotischen Schicht gegen das umliegende Pankreasgewebe zunehmend abgrenzten.
Epitheliale Strukturen als Ausdruck eines gut bis maRig differenzierten Adenokarzinoms

konnten in allen drei Zelllinien nachgewiesen werden.
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7265PDA 6606PDA 6606I

Asserviert an Tag 14

Asserviert an Tag 28

Abbildung 5: Histomorphologische Eigenschaften der Zelllinien.

Direkte Ubergangszone von Pankreas- zu Tumorgewebe in (A) 7265PDA, (B) 6606PDA und
(C) 6606l. Epitheliale Strukturen innerhalb des Tumors bei (D) 7265PDA, (E) 6606PDA und (F)
6606I. Direkte Ubergangszone von Pankreas- zu Tumorgewebe in (G) 7265PDA, (H) 6606PDA
und (I) 6606I. Fibrotische Schicht um den Tumor bei (J) 7265PDA, (K) 6606PDA und (L) 6606l.
Tumore der Abbildungen A- C wurden an Tag 14 asserviert, Tumore der Abbildungen D- L an
Tag 28. Ziffern reprasentieren das Verhaltnis von vorhandenem Merkmal (im Zahler) bei der
Anzahl der untersuchten Tumore (im Nenner). Die gestrichelte Linie demonstriert die

Ausbreitung der fibrotischen Schicht. Die Balken entsprechen 200 pum (A- C) und 100 um (D-
L).
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3.4. Charakterisierung des Stammzellkompartiments der Zelllinien
3.4.1. Expression von ALDH1a1, CD133 und GFAP in den Pankreaskarzinomen

3.4.1.1. Technische Optimierung der immunhistochemischen Antikérper

Um das Farbeverhalten der Antikorper gegen ALDH1a1, CD133 und GFAP in den Tumoren zu
beurteilen, wurden entsprechende Immunhistochemien angefertigt. Die
immunhistochemischen Farbungen der 7265PDA-Tumore mittels anti-ALDH1al (Abbildung 6
A) und anti-CD133 (Abbildung 6 B) Antikdrpern zeigten positiv gefarbte Tumorzellen, die im
Vergleich zu den umliegenden nicht gefarbten Tumorzellen gut zu unterscheiden waren. Die
immunhistochemische Farbung der 7265PDA-Tumore mittels anti-GFAP Antikorper
(Abbildung 6 C) zeigten keine ausreichende Farbung von Tumorzellen, um diese von
umliegenden nichtgefarbten Tumorzellen zu unterscheiden. Ahnliche Eigenschaften zeigten
die Immunhistochemien der 6606PDA und 6606liver. In den Immunhistochemien der
6606PDA-Tumore mittels anti-ALDH1al (Abbildung 6 D) und anti-CD133 (Abbildung 6 E)
Antikorpern konnten gefarbte von nicht-gefarbten Tumorzellen eindeutig unterschieden
werden. Dies war jedoch in der immunhistochemischen Farbung der Tumore mittels anti-
GFAP Antikorpern nicht moglich (Abbildung 6 F). Auch in den Immunhistochemien der 6606I-
Tumore mittels anti-ALDH1a1l (Abbildung 6 G) und anti-CD133 (Abbildung 6 H) Antikdrpern
lieBen sich gefarbte von nicht gefarbten Tumorzellen unterscheiden, wohingegen diese
Unterschiede in der immunhistochemischen Farbung der 6606l-Tumore mittels anti-GFAP
Antikorpern ebenfalls nicht eindeutig waren (Abbildung 6 I). Durch das Weglassen der
Primarantikorper fir ALDH1al (Abbildung 6 J), CD133 (Abbildung 6 K) und GFAP (Abbildung
6 L) wurden die Zellen nicht gefarbt, was die Abhangigkeit vom Primarantikorper bewies. In
den Immunhistochemien der 7265PDA-, 6606PDA- und 6606l -Adenokarzinome mittels anti-
ALDH1al (Abbildung 6 A, D, G) und anti-CD133 (Abbildung 6 B, E, H) waren eindeutig positiv
gefarbte Zellen zu erkennen und somit schienen diese Immunhistochemien als geeignet, um
eine quantitative Analyse des Tumorstammzellkompartiments durchzufihren. In den
Immunhistochemien der 7265PDA-, 6606PDA- und 6606/ -Adenokarzinome mittels anti-
GFAP Antikorper waren die Braunfarbungen der Zellen nicht intensiv genug, um eindeutige
Unterschiede zwischen potentiellen Tumorstammzellen und den umliegenden Tumorzellen
abzugrenzen (Abbildung 6 C, F, ). Das Farbeverhalten der GFAP-Immunhistochemien konnte

im weiteren Verlauf nicht mehr optimiert werden und somit wurde in den anschlieRenden
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immunhistochemischen Farbungen der Tumore von GFAP als potentiellem Stammzellmarker

im duktalen Adenokarzinom des Pankreas abgesehen.

6606l 6606 PDA 7265 PDA

Neg. Kontrolle

Abbildung 6: Immunhistochemische Analyse von Pankreaskarzinomen

Immunhistochemie der 7265PDA- Tumore mittels (A) anti- ALDH1al- (B) anti- CD133- und
(C) anti- GFAP- Antikorper. Immunhistochemie der 6606PDA- Tumore mittels (D) anti-
ALDH1a1l- ,(E) anti- CD133- und (F) anti- GFAP- Antikérper. Immunhistochemie der 6606liver-
generierten Tumore mittels (G) anti- ALDH1al-, (H) anti- CD133- und (I) anti- GFAP-
Antikorper. (J, K, L) Negativkontrollen der Immunhistochemien ohne Primarantikérper . Die

Balken entsprechen 50 um.
41



3.4.1.2. Quantitative Analyse des Stammzellkompartiments der Tumore

Unter dem Mikroskop wurden die Immunhistochemien mittels anti- ALDH1al Antikérper der
Tumore begutachtet und die ALDH1al* Zellen gezahlt. Zwischen den 6606PDA- und den
6606l- Tumoren gab es hinsichtlich der Anzahl an Tumorstammzellen keine signifikanten
Unterschiede. Der statistische Vergleich der 6606PDA und der 6606liver mit der 7265PDA
war aufgrund der geringen n- Zahl nicht sinnvoll (Abbildung 7 A). Ebenso wurden die
immunhistochemischen Farbungen der Tumore mittels anti- CD133 Antikorper unter dem
Mikroskop analysiert und die CD133* Zellen gezahlt. Hier gab es zwischen den Gruppen
deutliche Unterschiede an CD133* Zellen. Der statistische Vergleich der Gruppen war aber

auch hier aufgrund der geringen n- Zahl nicht sinnvoll (Abbildung 7 B).
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Abbildung 7: Quantitative Analyse des Stammzellkompartiments der Tumore.

Vergleich der Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606! in Bezug auf (A) ALDH1al* Zellen und
(B) CD133* Zellen, Tumore asserviert an Tag 28. Die Boxplots zeigen den Median, das 25. und
75. Perzentil in Form der Box und das 10. und 90. Perzentil in Form der Whisker. Die Anzahl
der evaluierten Tiere betrug n =1 (7265PDA), n = 6 (6606PDA) und n = 4 (6606l) in Abbildung
A und n =1 (7265PDA), n =1 (6606PDA) und n = 2 (6606l) in Abbildung B. Die Unterschiede

zwischen den Vergleichsgruppen in Abbildung A und B waren nicht signifikant.

42



3.4.2. Expression von ALDH1a1, CD133 und GFAP in den Zelllinien

Um weitere Rickschliisse auf das Tumorstammzellkompartiment der Zelllinien 7265PDA,
6606PDA und 6606l zu ziehen, wurde die Expression von ALDH1al mittels Western Blot
semiquantitativ gemessen. Da es sich bei 7265PDA, 6606PDA und 6606l um wenig erforschte
und beschriebene Zelllinien handelt, wurde die Expression von ALDH1al in der Panc02, als
eine sehr gut beschriebene Zelllinie, zusatzlich analysiert, um einen Anhaltspunkt fiir das
Expressionsniveau von ALDH1al, GFAP und CD133 zu haben. Niere und Gehirn wurden als
Positivkontrolle mitgefiihrt (Abbildung 8 A). Fir ALDH1a1l zeigte sich bei allen Zelllinien und
den Positivkontrollen eine eindeutige Bande bei 55 kDa. Des Weiteren kann eine zusatzliche
Bande bei dhnlichem Molekulargewicht wie ALDH1al bei der 7265PDA, 6606PDA, 6606! und
Niere bzw. eine Verbreiterung der Bande bei der Lauffront des Gehirns beobachtet werden.
Hierbei handelt es sich mit groRter Wahrscheinlichkeit um ALDH1a3, einer Isoform der
Aldehyd-Dehydrogenasen (Abbildung 8 A). Verglichen mit der 7265PDA und der 6606l
exprimierte die 6606PDA am meisten ALDHlal (Abbildung 8 B), aber am wenigsten
ALDH1a3 (Abbildung 8 C). Diese Unterschiede waren gering und nicht signifikant. Im
Western Blot flir GFAP zeigte sich in allen Zelllinien und im Gehirn als Positivkontrolle eine
deutliche Bande bei 50 kDa (Abbildung 8 D). Beim Vergleich der drei Zelllinien zeigte die
6606PDA die starkste Expression von GFAP. Diese Unterschiede waren jedoch geringfligig
und nicht signifikant (Abbildung 8 E). Bei der Expressionsanalyse von CD133 konnte lediglich
bei der 6606l und der Positivkontrolle eine eindeutige Bande bei 130 kDa beobachtet
werden. Die Zelllinien 7265PDA und 6606PDA zeigten in allen vier durchgefiihrten Western
Blots keine quantifizierbare Expression von CD133. Fir die 6606l konnte in den von uns
durchgefiihrten Western Blots eine Expression von CD133 (X = 0,47; STABW = #0,96)
nachgewiesen werden. Diese war aber im Vergleich zur Expression von CD133 in der Niere in
den einzelnen Western Blots sehr variabel. In dem hier gezeigten Western Blot exprimiert

die 6606l 2,2-fach so stark CD133 wie die Niere (Abbildung 8 F).
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Abbildung 8: Expression von ALDH1a1, CD133 und GFAP der Zelllinien im Vergleich.

(A) Expressionsanalyse von ALDH1al und ALDH1a3 in den Zelllinien Panc02, 7265PDA,

6606PDA und 6606l mittels Western Blot. Im Vergleich exprimiert 6606PDA am meisten (B)
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ALDH1al und am wenigsten (C) ALDH1a3. (D) Expressionsanalyse von GFAP in den Zelllinien
Panc02, 7265PDA, 6606PDA und 6606l mittels Western Blot. (E) Im Vergleich exprimiert
6606PDA am meisten GFAP. (F) Expressionsanalyse von CD133 in den Zelllinien Panc02,
7265PDA, 6606PDA und 6606l mittels Western Blot. Niere und Gehirn dienten als
Positivkontrolle, [R-Aktin als Ladekontrolle. Die Unterschiede zwischen den

Vergleichsgruppen in Abbildung B, C und E waren nicht signifikant.

3.5. Einfluss von Diabetes und Pankreatitis auf das

Tumorstammzellkompartiment

3.5.1. Einfluss von Diabetes und Pankreatitis auf das Stammzellkompartiment
der Tumore
In einer vorausgegangen Studie von T. Radecke [105] konnte man den
proliferationsfordernden Einfluss des Diabetes mellitus auf das Pankreaskarzinom zeigen.
Eine Cerulein induzierte Pankreatitis hingegen hatte nur einen moderaten Einfluss auf das
Wachstum des Tumors. In Anlehnung an diese Erkenntnisse kam die Frage auf, inwieweit die
Faktoren Diabetes mellitus und eine Pankreatitis das Tumorstammzellkompartiment im
duktalen Adenokarzinom des Pankreas beeinflussen. Hierfiir wurden die Tumore aus der
oben genannten Studie verwendet. Die Tumorzellinjektion in jener Studie erfolgte auf
analoge Weise wie in der hiesigen, durch eine syngene, orthotope Zellinjektion der 6606PDA
in das Pankreas und einer Asservierung der 6606PDA generierten Tumore nach drei Wochen
[105]. Verwendet wurden diabetische, adipdse obese Mause und normoglykdame, schlanke
lean Mause. Mittels repetitiver Cerulein-Injektion wurde bei beiden Mausstammen in je
einer Kohorte eine chronische Pankreatitis induziert, sodass vier Vergleichsgruppen

entstanden (lean Cerulein, lean Sham, obese Cerulein, obese Sham).

Es wurden immunhistochemische Farbungen der Tumore mittels anti-ALDH1al und anti-
CD133 Antikorper erstellt und die Anzahl der positiv gefarbten Zellen unter dem Mikroskop
evaluiert. Die Auswertung der Immmunhistochemien mittels anti- ALHD1al Antikoérper
zeigte, dass die nicht- diabetischen Tiere mit einer Pankreatitis (lean Cerulein) signifikant
mehr ALDH1al* Zellen in den Tumoren aufwiesen als die diabetischen Tiere mit einer

Pankreatitis (obese Cerulein). Weiter stellte sich heraus, dass alle nicht- diabetischen Mause
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(lean Sham und lean Cerulein) mehr ALDH1a1* Zellen aufwiesen als alle diabetischen Mause
(obese Sham und obese Cerulein), jedoch waren diese Differenzen nicht signifikant.
Zusammenfassend konnten wir beobachten, dass eine diabetische Stoffwechsellage die
Anzahl an ALDH1al* Zellen reduziert und somit einen hemmenden Einfluss auf das

potentielle Tumorstammzellkompartiment im Pankreaskarzinom hatte (Abbildung 9 A).

Die Auswertung der Immmunhistochemien mittels anti- CD133 Antikorper zeigte ein etwas
anderes Bild. Die diabetische Stoffwechsellage der Tiere hatte nur minimalen Einfluss auf die
Anzahl an CD133* Zellen. Jedoch wurde die Anzahl von CD133* Zellen durch die Pankreatitis
etwas erhoht. Obwohl die beschriebenen Unterschiede nicht signifikant waren, zeigte diese
Auswertung, dass die Pankreatitis einen geringfligig positiven Efffekt auf das potentielle

Tumorstammzellkompartiment im Pankreaskarzinom hatte (Abbildung 9 B).
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Abbildung 9: Einfluss von Diabetes und Pankreatitis auf das Stammzelllkompartiment der
Tumore.

Vergleich der Gruppen lean Sham, lean Cerulein, obese Sham, obese Cerulein in Bezug auf
die Anzahl an (A) ALDH1al" und (B) CD133* Zellen. Die Boxplots zeigen den Median, das 25.
und 75. Perzentil in Form der Box und das 10. und 90. Perzentil in Form der Whisker. Die
Anzahl der evaluierten Tiere betrug n = 9 (lean Sham), n = 9 (lean Cerulein), n = 9 (obese

Sham), n = 10 (obese Cerulein) in Abbildung A und n =5 (lean Sham), n = 4 (lean Cerulein), n
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= 6 (obese Sham), n = 6 (obese Cerulein) in Abbildung B. Signifikante Unterschiede zwischen

den Vergleichsgruppen sind mit * gekennzeichnet, p = 0,003.

3.5.2. Einfluss von Diabetes auf das Tumorstammzellkompartiment der Zelllinien
Um den Einfluss von Glukose auf die Expression von ALDH1al in den Zelllinien 7265PDA,
6606PDA und 6606I zu evaluieren, wurden die Zelllinien jeweils unter einer erhéhten (4,5
g/1) und verminderten (0,5 g/l) Glukosekonzentration kultiviert. In allen drei Zelllinien konnte
sowohl bei einer erhéhten als auch verminderten Glukose- Exposition eine deutliche Bande
von ALDH1al im Western Blot beobachtet werden (Abbildung 10 A). Zusatzlich war bei allen
Vergleichsgruppen eine zweite Bande zu detektieren, wobei es sich mit groRter
Wahrscheinlichkeit um ALDH1a3 handelte. Als Referenz und Bezugszelllinie flr das
Expressionsniveau von ALDH1al und ALDH1a3 wurde die 6606PDA + 4,5 g/l verwendet. Die
Vergleichsgruppen 7265PDA + 4,5 g/|, 7265PDA + 0,5 g/l und 6606PDA + 0,5 g/| exprimierten
dquivalente Mengen an ALDH1al und ALDH1a3 wie die 6606PDA + 4,5 g/I. Im Vergleich dazu
exprimierten die 6606l + 4,5 g/l und 6606l + 0,5 g/l Glukose deutlich weniger ALDH1al und
ALDH1a3. Weiter fiel auf, dass in allen Vergleichsgruppen die Expression der ALDH1a3
starker war als die von ALDH1al. Dennoch hatte die Anderung der Glukosekonzentration in
allen drei Zelllinien keinen nennenswerten Einfluss auf die Expression von ALDHlal und

ALDH1a3 (Abbildung 10 A).
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Abbildung 10: Einfluss der Glukosekonzentration auf die ALDH1 Expression.

(A) Expressionsanalyse von ALDH1al und ALDH1a3 in den Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und
6606l mittels Western Blot. Adenokarzinomzelllinien wurden jeweils unter einer erhéhten
(4,5 g/1) und verminderten (0,5 g/l) Glukosekonzentration kultiviert. Als Referenz fur das
Expressions-Niveau diente 6606PDA + 4,5 g/l. RB-Aktin diente als Ladekontrolle. Die
Exposition der Zelllinien zu unterschiedlich hohen Gluckosekonzentration im Kulturmedium

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von ALDH1al und ALDH1a3.

3.6. Einfluss von Gemcitabin auf das Tumorstammzellkompartiment

3.6.1. Klonale Selektion durch Gemcitabin erhoht nicht die Expression von
ALDH1a1, CD133 und GFAP
Ein weiterer Untersuchungsgegenstand war der Einfluss des Chemotherapeutikums
Gemcitabin auf das Tumorstammzellkompartiment. Durch Zugabe von Gemcitabin zu der
Kultur der Zelllinie 6606PDA gelang es, drei verschiedene Gemcitabin- resistente Klone zu
kultivieren. Die Klone A11, F8 und F11 waren bis zu einer Konzentration von 1 puM
Gemcitabin im Zellkulturmedium gegen das Chemotherapeutikum resistent. Mittels Western
Blot wurde die Expression von ALDHlal der Zelllinie 6606PDA und ihren Gemcitabin-
resistenten Klonen Al1l, F8 und F11 ermittelt. Hiermit konnte in allen Zelllinien und dem

Gehirn, welches als Positivkontrolle diente, bei 55 kDa eine klare Bande fir ALDH1al
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ermittelt werden. Zusatzlich fand sich wieder eine weitere Bande, bei der es sich am

wahrscheinlichsten um ALDH1a3 handelte (Abbildung 11 A).

Das Expressionsniveau von ALDH1al in der 6606PDA und ihren Klonen zeigte kaum
Unterschiede und war annahernd gleich (Abbildung 11 B). Der Klon F11 exprimierte etwas
weniger ALDH1a3 als die anderen Klone und die 6606PDA, aber dennoch waren die

Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen nicht signifikant (Abbildung 11 C).

Mittels des Western Blots flir GFAP konnte in allen Zelllinien und der Positivkontrolle Gehirn
eine Bande fiir GFAP bei 50 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 11 D). Auch hier zeigten
sich beim Vergleich der 6606PDA mit ihren Gemcitabinresistenten Klonen Al11, F8 und F11
nur marginale Unterschiede in der Expression von GFAP (Abbildung 11 E). Im Western Blot
fiir CD133 konnte zwar in der Positivkontrolle Niere eine Bande bei 130 kDa nachgewiesen
werden, aber auch nach mehreren Ansatzen keine Bande fiir CD133 in den Tumorzelllinien

(Abbildung 11 F).

Eine Langzeitselektion mit bis zu 1 uM Gemcitabin konnte in diesen Versuchen keine
vermehrte Expression von ALDH1al, GFAP oder CD133 induzieren und hatte somit keinen

Einfluss auf das potentielle Tumorstammzellkompartiment.
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Abbildung 11: Selektion durch Gemcitabin erhoht nicht die Expression von ALDH1al, CD133

und GFAP.
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(A) Expressionsanalyse von ALDH1al und ALDH1a3 in der Zelllinie 6606PDA und den
Gemcitabin-resistenten Klonen Al1, F8 und F11 mittels Western Blot. Die Klone exprimieren
nicht mehr (B) ALDH1al und (C) ALDH1a3 als die 6606PDA Zellen. (D) Expressionsanalyse von
GFAP in der Zelllinie 6606PDA und den Klonen Al1, F8 und F11 mittels Western Blot. (E) Die
Klone exprimieren nicht mehr GFAP als die 6606PDA. (F) Expressionsanalyse von CD133 in
der Zelllinie 6606PDA und den Klonen Al11, F8 und F11 mittels Western Blot. Expression von
CD133 ist in keiner der Vergleichsgruppen quantifizierbar. Gehirn und Niere dienten als
Positivkontrolle, R-Aktin als Ladekontrolle. Die Unterschiede zwischen den

Vergleichsgruppen in Abbildung B, C und E waren nicht signifikant (n = 4).

3.6.2. Kurzzeitstimulation mit Gemcitabin hat keinen Einfluss auf die Expression
von ALDH1a1, CD133 und GFAP
Zusatzlich zur Langzeitstimulation mit Gemcitabin wurde auch eine Kurzzeitstimulation der
Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606l mit dem Chemotherapeutikum untersucht. Die
Zelllinien wurden fiir 24 Stunden einer Gemcitabinkonzentration von 0,1 uM exponiert und
anschlieRend wurde die Expression von ALDHl1al der Zelllinien mit und ohne
vorausgegangener Gemcitabin-Exposition analysiert (Abbildung 12 A). Hier zeigte sich in
allen Vergleichsgruppen eine Bande bei 55 kD, und eine weitere fiir ALDH1a3 (Abbildung 12
A). Die 7265PDA exprimierte sowohl mit als auch ohne vorausgegangener
Gemcitabinstimulation mehr ALDH1al als die anderen Vergleichsgruppen. Dieser
Unterschied wies keine Signifikanz auf. Die Stimulation mit Gemcitabin induzierte in keiner
der Zelllinien eine vermehrte Expression von ALDH1al (Abbildung 12 B). Auch bei der
Expression von ALDH1a3 zeigte die 7265PDA sowohl mit als auch ohne vorausgegangener
Gemcitabinstimulation eine vermehrte Expression des Gens gegenlber den anderen
Vergleichsgruppen. Dieser Unterschied wies jedoch ebenfalls keine Signifikanz auf. Die
kurzzeitige Stimulation mit Gemcitabin induzierte in allen drei Zelllinien einen moderaten
Anstieg der Expression von ALDH1a3, jedoch war dieser Effekt nicht signifikant (Abbildung 12
C). In dem Western Blot fir GFAP zeigte sich bei allen Zelllinien und der Positivkontrolle
Gehirn eine eindeutige Bande bei 50 kDa (Abbildung 12 D). Die Expression von GFAP war
zwischen allen Vergleichsgruppen anndhernd gleich stark und die Stimulation mit

Gemcitabin konnte keine vermehrte Expression von GFAP induzieren (Abbildung 12 E). Im
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Western Blot fir CD133 konnte nur in der Positivkontrolle Niere und der 6606l mit und ohne
Gemocitabinstimulation eine Bande fiir CD133 bei 130 kD nachgewiesen werden. Demzufolge
blieb ein Vergleich der Zelllinien aus. Die Gemcitabinstimulation induzierte bei der 6606l
eine Abnahme der Expression von CD133 um 30 % (Abbildung 12 F). Zusammenfassend
hatte die 24-stiindige Stimulation der Zelllinien mit 0,1 uM Gemcitabin keinen signifikanten
Einfluss auf die Expression von ALDH1al, CD133 und GFAP und somit keinen Einfluss auf das

potentielle Tumorstammzellkompartiment.

52



A

7265PDA  66D6 PDA
100 kL + k

6606! Zelllinie
+ = +

= Gem.

ssen. (D O e R

10k
RGP ERERES ..
0,7
B * Gem.+: IR
Gem.-:[]
06 4
05 1
c
3
3 041 -
©
T 03
o= (.
=
02 -
0,1 4
00 T T T T T T
7265PDA G606 PDA 66061
0.6
C ’ Gem.+: N
Gem.-:[]
0,5
c 04+
-
<
2
& 0,3
@
T
>
0,2
0,1 I}
0.0

T T T T T T
7265 PDA 6606 PDA 6606l

D

Gehirn 7265 PDA 6606 PDA  6GROGI Zelllinie
100 kDo + < + = + 2 Gem.

55kD_

’----- W — GFAP

40 koo

R T E

0.8
E Gem.+: IR
Gem.-:[]
06
£ T
<
g 04 -
LL
a
02 -
DD T T T T T T
7265PDA 6606 PDA 66061
F - f265PDA 6606 PDA  66D6I Zelllinie
170 koL Niere + - + - + - Gem.
130k0 . S e —CD133
100k
55kDC
40k
0,7x 1,0x

Abbildung 12: Kurzzeitstimulation mit Gemcitabin hat keinen Einfluss auf die Expression von

ALDH1al, CD133 und GFAP.
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(A) Expressionsanalyse von ALDH1al und ALDH1a3 mittels Western Blot in den Zelllinien
7265PDA, 6606PDA und 6606l, mit und ohne Gemcitabin-Stimulation Uber 24 h. Gem.-
Stimulation beeinflusst nicht die Expression von (B) ALDH1al, aber verstirkt moderat die
Expression von (C) ALDH1a3. (D) Expressionsanalyse von GFAP mittels Western Blot in den
Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 66061, mit und ohne Gemcitabin-Stimulation tGber 24 h. (E)
Gem.-Stimulation beeinflusst nicht die Expression von GFAP. (F) Expressionsanalyse von
CD133 mittels Western Blot in den Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606l, mit und ohne
Gemocitabin-Stimulation tber 24 h. (E) Gem.-Stimulation vermindert die Expression von
CD133 um den Faktor 0,7 in der 6606l. CD133 ist in den anderen Vergleichsgruppen nicht
qguantifizierbar. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Unterschiede zwischen den

Vergleichsgruppen in Abbildung B, C und E waren nicht signifikant (n = 6).
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4, Diskussion

4.1. Bildgebung der Pankreastumore mittels MRT

In der Bildgebung der Tumore mittels MRT zeigten sich sowohl gut als auch schlecht
abgrenzbare und zu beurteilende Neoplasien. Diese Schwierigkeiten duBerten sich darin,
dass das errechnete Tumorvolumen, ermittelt durch Analyse und Auswertung der MRT-
Datensatze und die gewogene Tumormasse, bestimmt nach Resektion der Neoplasie am Tag
der Asservierung, nicht immer zu 100 % Ubereinstimmten. Dennoch konnten wir mit einem
Korrelationskoeffizienten r mit 0,821 bei p<0,0001 eine starke lineare Korrelation der beiden
erhobenen Messwerte beobachten. Auch in einer anderen Studie konnte man zeigen, dass
die Tumorvolumetrierung anhand von MRT-Datensatzen mit der Massenbestimmung der

Tumore nach Resektion eine starke lineare Korrelation zeigte [106].

Wie eben schon angefiihrt, stof3t die MRT bei der Visualisierung von Pankreaskarzinomen an
ihre Grenzen. Es handelt sich hierbei vor allem um kleine und isointense Pankreaskarzinome,
welche erhebliche Schwierigkeiten darstellen [30]. Auch in der der klinischen Praxis musste
man immer wieder feststellen, dass die praoperative Bildgebung mittels MRT nicht immer
mit der tatsachlichen Ausdehnung des Adenokarzinoms im Pankreas (ibereinstimmte [107].
Im Gegensatz zum menschlichen Pankreas ist das murine Pankreas in seiner Form und
Ausbreitung nicht so eindeutig definiert. Es liegt locker verteilt im Mesenterium des
proximalen Dinndarms. Das Pankreas der Maus ist aulRerdem bis zu 1000mal kleiner als
jenes des Menschen [108]. Die ellipsoiden bis kugelformigen Pankreastumore hatten einen
Durchmesser von ca. 0,5 bis 1cm. Die Anatomie des murinen Pankreas und die GroRe der
duktalen Adenokarzinome waren wesentliche Faktoren, welche die Bildgebung mittels MRT
erschwerten. Durch die hohe raumliche Auflésung des 7 Tesla MRT und die geringe
Schichtdicke von 0,7mm konnte diesen Umstdanden aber addaquat begegnet werden. Dartber
hinaus stellen bei der Bildgebung des Pankreas atemabhangige Bewegungsartefakte einen
limitierenden Faktor dar [109], was in unseren Untersuchungen mittels einer atemabhangig
getriggerten Sequenz auf ein Minimum reduziert werden konnte. Fiir die Volumetrierung der
Tumore diente die freiverfiigbare Open Source Softwareplattform 3D Slicer. Dies ist eine
etablierte Software zur Visualisierung und Verarbeitung von MRT- bzw. CT-Datens&tzen und
wurde bislang von einigen Forschungsgruppen zur Volumetrierung von Tumoren verwendet
[110-112].
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Neben der Magnetresonanztomographie gibt es bis heute in der Forschung eine Reihe von
nicht invasiven bildgebenden Verfahren, wie z. B. die Computertomographie, die Positronen-
Emissions-Tomography oder die Biolumineszenz [113]. Mit ihrer hohen rdaumlichen
Auflosung, der guten Darstellung von Weichteilen, der nicht vorhanden Strahlenbelastung
[32] und der geringen Abhangigkeit des Verfahrens vom Untersucher, wie z. B. im Falle der
Sonographie [24], bietet die MRT gegenliber anderen nicht-invasiven bildgebenden
Verfahren viele Vorteile. Fiir die DWI konnte man zeigen, dass sie zum Teil genauere
Ergebnisse iber GroRe und Ausbreitung des Pankreas und des duktalen Adenokarzinoms im
Pankreas liefert als konventionelle MRT-Sequenzen [114,115]. Die entscheidenden Vorteile
eines nicht-invasiven bildgebenden Verfahrens waren fiir uns, dass wir Veranderungen, wie
z. B. die Tumorprogression im longitudinalen Verlauf des Tierexperiments, beobachten und

somit die Anzahl an Versuchstieren stark reduzieren konnten.

4.2. Syngenes orthotopes Karzinommodell des duktalen Adenokarzinoms
im Pankreas

Bis heute gibt es eine Vielzahl an Tiermodellen, mit deren Hilfe man versucht, neue

Erkenntnisse Uber das duktale Adenokarzinom des Pankreas zu gewinnen. Dennoch bietet

das von uns verwendete syngene und orthotope Mausmodell eine Reihe von Vorteilen

gegeniiber anderen Methoden.

Durch die orthotope Injektion der Karzinomzellen kénnen Tumore in einem naturnahen
Milieu wachsen und wichtige Einflussfaktoren auf das Tumorwachstum, wie z. B. die
Interaktion zwischen Tumor und Stroma, werden bericksichtigt. Faktoren, deren Einfluss auf
das Pankreaskarzinom aktuell diskutiert werden, sind z. B. Karzinom-assoziierte-Fibroblasten
und die extrazelluldare Matrix. Von diesen beiden wird angenommen, dass sie unter anderem
verantwortlich sind fiir die Promotion von Metastasen, die Sekretion von Tumorwachstum-
stimulierenden-Faktoren oder die Resistenz des Tumors gegeniiber Chemo- und
Strahlentherapie [116]. Pankreatische Sternzellen, welche das kollagene Stroma des
Pankreaskarzinoms produzieren [117], haben ebenfalls einen maligeblichen Einfluss auf die
Tumorprogression und den Prozess der Metastasierung beim Pankreaskarzinom [118,119].
Die heterotope Transplantation von Tumoren oder Tumorzellen ist im Vergleich zur

orthotopen Transplantaion schneller und technisch einfacher durchzufiihren. Sie ist auch fir
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die Versuchstiere mit weniger operativen Risiken und postoperativen Komplikationen
verbunden. Das Wachstum lasst sich bei einer heterotopen Lage des Karzinoms, in der Regel
subkutan, durch einfaches Messen, wie z. B. mit einer Schublehre, leicht bestimmen. In
unserem Modell haben wir dies durch ein aufwandigeres Verfahren, der Bildgebung mittels

MRT, realisiert.

Mit Hilfe der orthotopen syngenen Tumorzell-Injektionen konnten wir mit hoher
Verlasslichkeit (Tumor-take-rate: 7265PDA (9%), 6606PDA (100%), 6606| (83%)) und in
relativ kurzer Zeit (21 Tage) PDAs reproduzierbar generieren. Im Vergleich dazu kann die
Entstehung eines Karzinom in einem GEMM (genetically engineered mouse model) Wochen
bis Monate dauern [120,121]. Bei unseren verwendeten Tumor-Zelllinien handelt es sich um
Zellen, welche initial in einem GEMM generiert, isoliert und anschlieRend kultiviert werden
konnten [120-122]. Folglich kénnen wir davon ausgehen, dass wir ein Tiermodell
verwendeten, welches bei der Entstehung des PDAC gangige genetische Veranderungen wie
eine Mutation des Kras und wichtige Progenitor-Lasionen wie PanInNs aufweist [120] und

somit ein geeignetes und zeiteffizientes Modell darstellt.

Bei der Verwendung von humanen Karzinomzelllinien ist bei der Implantation in einen
murinen Empfanger eine Immundefizienz die Voraussetzung, um keine AbstoBungsreaktion
des Transplantats zu induzieren [123]. Die Verwendung von immunkompetenten Mausen ist
ein weiterer groRer Vorteil unseres Modells. Das Immunsystem nimmt auf die Progression
des Pankreaskarzinoms in vielerlei Hinsicht einen groRBen Einfluss [124] und diese
Wechselwirkungen kénnten bei der Verwendung von immunkompromittierten Mausen nur
eingeschrankt oder Uberhaupt nicht beurteilt werden. Zusatzlich sind immundefiziente
Mause im Vergleich zu den von uns verwendeten C57BL/6-Mausen sehr anfillig fur
Infektionen und postoperative Komplikationen, was die Arbeit mit immunkompromittierten

Tieren deutlich erschwert [125].

Bis heute gibt es eine Vielzahl an etablierten Pankreaskarzinomzelllinien [126]. Viele von
diesen, wie z. B. die Pancl, werden in der Wissenschaft schon seit mehreren Jahrzehnten
verwendet [127]. Hierbei ist bekannt, dass es durch wiederholte Passagierung der Zelllinien
zu Kontaminationen mit anderen Zelllinien kommen kann [126]. Im Gegensatz dazu

verwendeten wir sehr neuartige Karzinomzelllinien, welche bislang wenig charakterisiert und
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passagiert wurden, wodurch unter anderem das Risiko einer potentiellen Kontamination mit

einer anderen Zelllinie reduziert ist.

4.3. Einfluss von Diabetes auf Tumorstammzellen

4.3.1. Charakterisierung der diabetischen Stoffwechsellage

Der Diabetes mellitus Typ 2 beim Menschen zeichnet sich im Anfangsstadium durch eine
periphere Insulinresistenz und eine kompensatorische Hyperinsulindmie aus. Die im
Krankheitsverlauf weiter fortschreitende periphere Insulinresistenz, mit einem immer
groReren Bedarf an Insulin, fihrt letztendlich zur Betazelldysfunktion mit Hypoinsulinamie
und erhohten Blutzuckerwerten (Nuchternblutzucker > 126 mg/dl) [128,129]. Die
verwendeten Tiere (B6.V-Lep®”°?) zur Untersuchung des Einflusses einer diabetischen
Stoffwechsellage auf das Stammzellkompartiment der Pankreaskarzinome (Abbildung 9 A
und B) unterscheiden sich zu Patienten mit Diabetes Typ 2 in zwei wesentlichen Punkten. Die
Hyperglykdmie als Kennzeichen eines Diabetes mellitus Typ 2 ist in den B6.V-Lep°®/° M3usen
nur vorlibergehend und mild ausgepragt. Mit maximalen Blutzuckerwerten ca. drei Monate
nach Geburt der Tiere beginnen diese danach konstant zu sinken [130] und sind bei Ende der
in vivo Versuche (Tag 26) vergleichbar mit dem der Kontrolltiere [105]. Die Inselzellen der
Tiere bestehen fast vollstindig aus Betazellen und verlieren lebenslang nicht an
Funktionalitat, was zu einer dauerhaften Hyperinsulindmie fiihrt [130]. Die C-Peptid
Konzentrationen der B6.V-Lep®®°® M3iuse sind dementsprechend bis um das 10-fache erhéht
[131]. Zusammenfassend kann man sagen, dass die diabetische Stoffwechsellage der
verwendeten Tiere primar durch eine Hyperinsulindmie und sekundar durch eine milde

Hyperglykamie gekennzeichnet ist.

4.3.2. Einflussfaktor Insulin

In den untersuchten Tumoren konnten wir beobachten, dass die diabetische
Stoffwechsellage der Tiere zu einer signifikanten Reduktion der ALDH1al* Zellen fihrte
(Abbildung 9 A). Die Hyperinsulindamie hatte auf die Expression von CD133 nur einen

minimalen Einfluss (Abbildung 9 B).
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Uber den Einfluss von Insulin auf Tumorstammzellen oder Stammzellen ist nur sehr wenig
bekannt. Bei einer klinischen Studie konnte die Beobachtung gemacht werden, dass
Neugeborene, deren Miutter an einem Schwangerschaftsdiabetes erkrankt waren, im
Nabelschnurblut eine erhdhte Anzahl an hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen
aufwiesen. Die Autoren gingen davon aus, dass dies mit dem exogen zugefiihrten Insulin im
Rahmen der Therapie des Schwangerschatsdiabetes zusammenhangen wiirde [132], was
vermuten lasst, dass Insulin einen proliferationsfordenden Einfluss auf Stammzellen hat. Wie
schon oben erwahnt, konnten weitere Studien, welche den direkten Einfluss von Insulin auf
Tumorstammzellen, Stammzellen im Allgemeinen oder auf die Genexpression von ALDH1al

bzw. CD133 untersuchen, zum aktuellen Zeitpunkt nicht gefunden werden.

Insulin bindet jedoch nicht nur an die zwei Isoformen seines Rezeptors (Insulinrezeptor A
und B), sondern kann auch bei hinreichender Konzentration an den Insulin-like growth factor
1 Rezeptor (IGF-1R) binden und diesen aktivieren. [133]. Des Weiteren fungieren der Insulin-
like growth factor 1 (IGF-1) und der Insulin-like growth factor 2 (IGF-2) als Liganden des IGF-
1R. Es konnte gezeigt werden, dass Pankreaskarzinomzellen den IGF-1R exprimieren und
eine Inhibition dieses Rezeptors zu einer Hemmung des Tumorwachstums fiihrt [134].
Bislang gibt es jedoch nur eine Studie, die den Stellenwert des IGF-1R bei Tumorstammzellen
des Pankreaskarzinoms untersuchte. In der Studie von Urtasun et al. wurde mittles NVP-
AEWS541 und Lapatinib sowohl der IGF-IR und der Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR)/Her-2 gehemmt. Somit lasst sich aus dieser Studie nicht der isolierte Effekt einer IGF-
1R-Hemmung auf Tumorstammzellen ableiten. Dennoch postulieren die Autoren, dass eine
kombinierte Hemmung der beiden Rezeptoren die Therapieresistenz von Tumorstammzellen
des Pankreaskarzinoms gegeniiber Gemcitabin aufhebt und somit einen neuen Ansatzpunkt

der Tumortherapie darstellt [135].

In Tumorstammzellen anderer Tumorentitdten ist die Signaltransduktion des IGF1-R ein
besser erforschtes Themengebiet und bis heute konnten einige Studien die besondere
Relevanz dieses Rezeptors flr Tumorstammzellen zeigen [136]. Tumorstammzellen des
Brustkrebses exprimieren bis zu fiinf Mal so viel IGF-1R wie Nicht-Tumorstammzellen. Die
Inhibition des IGF-1R fiihrt zur Abnahme der Anzahl an Tumorstammzellen und einer
Aufhebung von Tumorstammzelleigenschaften. Dies duBert sich zum einen durch eine

verminderte Fahigkeit Mammospharen zu bilden und zum anderen flihrte die Inhibition des
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IGF-1R zu einer verminderten Tumorgenitdt und somit zu einer Einschrankung der
Selbsterneuerung von Tumorstammzellen in vivo [137]. Im Adenokarzinom der Lunge
korrelierte eine vermehrte Expression des IGF-1R mit der vermehrten Expression von
Tumorstammzellmarkern. Durch eine Inhibition des IGF-1R wurde ebenfalls die Fahigkeit zur
Sphéroid-Bildung in vitro und das Selbsterneuerungspotential der Tumorstammzellen in vivo
gemindert [138]. Weiter gilt der IGF-1R als wichtiger Ansatzpunkt zur Uberwindung der
Therapieresistenz  bei  Tumorstammzellen. So zeigen Chemotherapie-resistente
Tumorstammzellen des Kolonkarzinoms eine vermehrte Expression des IGF-1R, sind aber bei
Inhibition des Rezeptors sehr viel sensibler gegeniliber einer Chemotherapie als Nicht-

Tumorstammzellen [139].

Wie die oben genannten Studien zeigen konnten spielt der IGF-1R bei der Proliferation des
Pankreaskarzinoms, bei Tumorstammzellen des Pankreaskarzinoms und Tumorstammzellen
anderer Tumorentitaten eine wichtige Rolle. Vor dem Hintergrund, dass Insulin auch als
Ligand des IGF-1R fungieren kann, wirde man nach diesen Erkenntnissen bei einer
Hyperinsulindmie eher eine Zunahme von Tumorstammzellen bzw. eine vermehrte Gen-
Expression von Tumorstammzellen assoziierten Proteinen im Pankreaskarzinom erwarten.
Obwohl die Ergebnisse von anderen Forschungsgruppen stark auf diesen Effekt hindeuten,
konnten wir eine vermehrte Genexpression von ALDH1al und CD133 in unseren Versuchen

nicht beobachten.

4.3.3. Einflussfaktor Glukose

Die Hyperglykdmie zeigte eine signifikante Reduktion der ALDH1al* Zellen der Tumore in
unseren in vivo Versuchen (Abbildung 9 A). Auf die Genexpression von CD133 hatte die
Hyperglykamie in vivo keinen erkennbaren Einfluss (Abbildung 9 A). Um die beobachteten
Unterschiede genauer zu analysieren, wurden die drei murinen Adenokarzimomzelllinien
7265PDA, 6606PDA und 6606l in vitro bei einer erhohten und verminderten Konzentration
an Glukose kultiviert. Die Expression von ALDHlal wurde anschlieBend im Western Blot
analysiert. Die Anderung der Glukosekonzentration im Kulturmedium hatte bei allen drei
Zelllininen in vitro keinen nennenswerten Einfluss auf die Expression von ALDH1lal

(Abbildung 10 A).
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Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts lieferte Otto Warburg bedeutende Erkenntnisse zum
Glukosestoffwechsel in Tumorgewebe. Seine wahrscheinlich bekannteste Entdeckung war,
dass Tumore sich unabhangig vom Sauerstoffangebot zur Energiegewinnung der anaeroben
Glykolyse bedienen. Diese Beobachtung wurde spater auch als der ,Warburg-Effekt”
bezeichnet [140]. Auch im Pankreaskarzinom konnte man anhand von proteomischer
Analytik feststellen, dass wichtige Enzyme der Glykolyse, wie die Glycerinaldehyd- 3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), die Triosephosphatisomerase (TPl) oder die Enolase 1
(ENO1), vermehrt exprimiert werden [141], was vermuten ldsst, dass der
Glukosestoffwechsel auch hier eine entscheidende Rolle spielt. Ebenso hat der
Glukosemetabolismus bei Tumorstammzellen im Vergleich zu Nicht-Tumorstammzellen
einen erhoéhten Stellenwert [142] und wird vorzugsweise zur Energiegewinnung genutzt

[143].

In einer Studie von Shibuya et al. [144] konnte gezeigt werden, dass in Pankreas-
Karzinomzellen durch die Hemmung der intrazellularen Glukoseaufnahme durch WzZB117,
ein selektiver Inhibitor des Glukose Transporters 1 (GLUT1) [145], in vitro die Expression von
CD133 um bis zu 78% reduziert und die sphere-forming-capacity der Pankreas-
Karzinomzellen drastisch vermindert wird [144]. Weiter zeigten mit WZB117 vorbehandelten
Pankreas-Karzinomzellen bei der Transplantation in vivo eine verminderte Tumorgenitat im
Vergleich zu nicht behandelten Karzinomzellen [144]. Ein weiteres Charakteristikum von
Tumorstammzellen des Pankreas ist die erhohte Resistenz gegenliber Gemcitabin. Isayev et
al. konnten zeigen, dass durch die Inhibierung des Glukosestoffwechsels mittels 3-
Bromopyruvat (3BP), einem Inhibitor der GADPH [146] und Hexokinase [147], der
zytostatische Effekt von Gemcitabin auf Pankreaskarzinomzellen deutlich verstarkt wird
[148]. Im Vergleich zur Monotherapie mit Gemcitabin wurden mittels der Kombination aus
Gemcitabin und 3BP eine signifikante Reduktion der Zellviabilitdt, der sphere-forming
capacity und der Expression von Tumorstammzellmarkern wie ALDH1, c-Met und CD44
erreicht. Mit dieser Medikamenten-Kombination vorbehandelte Zellen waren nicht in der
Lage nach in vivo Transplantation Tumore zu generieren, was in einer Tumoranwachsrate
von O resultierte [148]. Diese Erkenntnisse weisen stark darauf hin, dass der
Glukosemetabolismus bzw. die Inhibition dessen bei Tumorstammzellen und Nicht-
Tumorstammzellen des Pankreas eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Proliferation,

Selbsterhaltung, Tumorgenitat und Chemoresistenz sowohl in vitro als auch in vivo spielt.
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Auf die Frage, inwieweit ein erhohtes oder vermindertes Glukoseangebot in vitro einen
Einfluss auf Tumorstammzellen hat, konnten, wie oben schon angefiihrt, Shibuya et al.
ebenfalls interessante Beobachtungen machen. Die Arbeitsgruppe analysierte mittels
Western Blot die Expression von Tumorstammazell-assozierten Transkriptionsfaktoren in der
Zelllinie Panc-1, einer epithelialen Karzinomzelllinie des menschlichen Pankreas. Hier fihrte
eine Reduktion der Glukosekonzentration im Kulturmedium zu einer verminderten
Expression der Tumorstammzell-assoziierten Transkriptionsfaktoren Sox2 und Nanog,
hingegen eine Erhéhung der Glukosekonzentration zu einer vermehrten Expression. Bei
Analyse der Zellen mittels FACS zeigte sich, dass die Zelllinien, welche bei einer verminderten
Glukosekonzentration kultiviert wurden, ca. 75% weniger CD133* Zellen enthielten wie jene,
die einer erhdhten Glukosekonzentration exponiert waren. Ahnliche Unterschiede in der
Expression von Tumorstammzell-assoziierten Transkriptionsfaktoren und
Oberflachenproteinen zeigte die Analyse einer Karzinomzelllinie des Ovars (A2780) und des
Gehirns (GS-Y03) [144]. Auch die Exposition einer Karzinomzelllinine eines nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (NCI-H460) zu unterschiedlichen Glukosekonzentrationen konnte zeigen,
dass eine verminderte Glukosekonzentration mit einer verminderten Expression von ALDH1
einhergeht [142], welche analog wie die ALDHlal beim Pankreaskarzinom als
Tumorstammzellmarker beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom gilt [149]. Die Ergebnisse
dieser Forschungsgruppen zeigen, dass sich die Expression von Tumorstammzell-assoziierten

Oberflachenproteinen proportional zum Glukoseangebot verhilt.

Einen solchen Effekt konnten wir in unseren in vitro Versuchen nicht beobachten und somit
sind unsere Daten nicht konsistent mit den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen. Ein
wesentlicher Unterschied und somit moéglicher Erklarungsansatz fir die Diskrepanz unserer
Daten mit der Literatur ist die Expositionsdauer der Zelllinien zu einer verminderten bzw.
erhohten  Glukose-Konzentration im  Kulturmedium. So  kultivierten  andere
Forschungsgruppen ihre Zellen (iber 168 Stunden [144], wir hingegen nur Uber 24 Stunden.
In Bezug auf die Glukose-Konzentration im Kulturmedium verwendeten wir vergleichbare

Mengen an Glukose, [144] um diesen Effekt zu induzieren.

Aktuell konnten keine Studien gefunden werden, welche in vivo den direkten
Zusammenhang einer Hyperglykdmie und Tumorstammzellen des Pankreas untersuchten.

Auch in Bezug auf andere Tumorentitdten ist iber diesen Zusammenhang nur wenig
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bekannt. Micucci et al. [150] konnten zeigen, dass durch eine hyperglykime
Stoffwechsellage groRere und entdifferenziertere Tumore entstehen. Dieser Effekt der
vermehrten Tumorgenitat wurde auf entartete broncho-alveoldare-Stammzellen, also nicht
Tumorstammzellen im klassischen Sinne, sondern physiologische, bdsartig entartete
Stammzellen der Lunge, zurickgefiihrt. Somit zeigen auch hier unsere Ergebnisse ein
anderes Bild als die Ergebnisse von Micucci et al.. Als moglicher Erklarungsversuch fiir diese
Diskrepanz kdnnte man die diabetische Stoffwechsellage unserer Versuchstiere in Betracht
ziehen. Wie schon oben angefiihrt ist diese primar durch eine Hyperinsulindmie und erst
sekundar durch eine moderate Hyperglykdmie gekennzeichnet. Micucci et al. verwendeten
in ihren Versuchen zur Induktion der chronischen Hyperglykamie Streptozocin, was zu einer
signifikanten Erhohung der Blutzuckerkonzentration bei den Versuchstieren fiihrte und

somit wahrscheinlich zu der erhéhten Tumorgenitat des Adenokarzinoms der Lunge [150].

4.4. Einfluss von Pankreatitis auf Tumorstammzellen

4.4.1. Einfluss der Inflammation auf Tumorstammzellen des Pankreas

In den von uns untersuchten Tumoren hatte die Cerulein-induzierte Pankreatitis nur einen
minimalen Einfluss auf die Anzahl an ALDH1al* Zellen. Fiir CD133 zeigte sich hier ein anderes
Bild. Hier waren in den Tumoren der mit Cerulein behandelten Tiere mehr CD133* Zellen zu
finden als in der Kontrollgruppe. Diese Unterschiede waren nicht signifikant, stellen aber die
Frage in den Raum, ob eine Cerulein-induzierte Pankreatitis die Proliferation von

Tumorstammzellen im Pankreaskarzinom beglinstigt.

Bei der Recherche in PubMed konnte lediglich eine Studie gefunden werden, welche den
Zusammenhang einer Pankreatitis und Tumorstammzellen des Pankreaskarzinoms
untersucht. In der Studie von Mohammed et al. wurde der Einfluss einer
antiinflammatorischen Therapie mittels Licefelone, einem Inhibitor der Cyclo- und
Lipooxygenase, auf das Tumorstammzellkompartiment und die Tumorprogression des
Pankreaskarzinoms bei Mausen mit einer Cerulein-induzierten Pankreatitis untersucht. Sie
konnte zeigen, dass eine antiinflammatorische Therapie die Genexpression von
Tumorstammezell-assoziierten-Proteinen deutlich reduziert und dass die Tumorprogression

des duktalen Adenokarzinoms in Gber 95% der Falle gestoppt werden konnte. Die Autoren
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dieser Studie postulieren, dass der COX/LOX-Inhibitor Licefelone ein spezifischer Inhibitor
von Tumorstammzellen des Pankreaskarzinoms ist [151]. Diese Ergebnisse lassen aber auch
den Rickschluss zu, dass Inflammation das Wachstum von Tumorstammzellen beglnstigt.
Weitere Anhaltspunkte fiir diese Theorie gibt ebenfalls die von uns durchgefiihrte Cerulein-

induzierte Pankreatitis.

4.4.2. Mogliche Mechanismen

Durch repetitive Injektionen von supraphysiologischen Konzentrationen an Cerulein wurde
in den von uns untersuchten Mausen eine chronische Pankreatitis induziert. Die sich
wiederholenden Episoden einer akuten Pankreatitis, welche letztendlich in der Atrophie,
Fibrose und chronischen Entziindung des Organs resultieren, entsprechen sowohl
histomorpholgisch als auch klinisch der Genese einer chronischen Pankreatitis [152,153].
Wichtige Komponenten der Induktion und Progression der Cerulein-induzierten Pankreatitis
sind reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species/ ROS), der
Transkriptionsfaktor NF-kB und die Zytokine IL (Interleukin)-1b, IL-6, IL-8 und TNF
(Tumornekrosefaktor)-alpha [154]. Cerulein induziertes ROS entsteht v. a. durch
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidasen in den Azinus Zellen des
Pankreas [155]. NF-kB aktiviert die proinflammatorischen Zytokine IL-1b, IL-6, IL-8 und TNF-
a, welche eine entscheidende Rolle beim inflammatorischen Prozess der Pankreatitis spielen
[154]. Indem ROS den Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert, gilt der oxidative Stress als
hauptverantwortlich fir die Zytokin-Produktion [155]. IL-1b und TNF-a gelten als die
wesentlichen Faktoren, welche den systemischen inflammatorischen Prozess initiieren und
aufrechtrehalten [154]. Zusammenfassend kdnnte man sagen, dass ein potentieller Einfluss
auf Tumorstammezellen in diesem Modell der Pankreatitis am wahrscheinlichsten von den

oben genannten Faktoren ausgeht.

4.4.2.1. ROS
Bei neuronalen Stammzellen und Stammzellen des hamatopoetischen Systems konnte
beobachtet werden, dass diese im Vergleich zu ihren Progenitorzellen niedrigere

Konzentrationen an reaktiven Sauerstoffspezies aufweisen. Eine Erhohung des
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intrazellularen Gehalts an reaktiven Sauerstoffspezies fihrt zur Seneszenz, Apoptose, einem
verminderten  Selbsterneuerungspotential und somit zum  Verlust  wichtiger
Stammzelleigenschaften [156]. Auch bei Tumorstammzellen konnte beobachtet werden,
dass sie im Vergleich zu regularen Tumorzellen einen verminderten Gehalt an reaktiven
Sauerstoffspezies aufweisen. Gleichzeitig ist in Tumorstammzellen die Expression von Genen
und Transkriptionsfaktoren, welche an der Reduktion von oxidativem Stress in der Zelle
beteiligt sind, deutlich erhoht. Z. B. ist die Genexpression der Glutathionsynthase (GSH-S)
und der Glutamatcysteinligase (GCL) in Tumorstammzellen signifikant erhoht. Diese Enzyme
sind malRgeblich an der Synthese von Glutathion beteiligt, einem wichtigen zelluldren
Reduktionsmittel und Antioxidans. Weiter zeigen die Tumorstammzellen eine
Uberexpression des Transkriptionsfaktors FoxO1 [157], welcher in Stammzellen als wichtiger
Regulator von oxidativem Stress gilt [158]. Da Tumorstammzellen bessere
Kompensationsmechanismen von oxidativem Stress besitzen, kdnnte man davon ausgehen,
dass ihr Zellmetabolismus und Wachstum in einer Situation, in der GbermaRig viel reaktive
Sauerstoffspezies vorhanden sind, weniger beeintrachtigt wird als in Nicht-
Tumorstammzellen, bzw. dass Tumorstammzellen dadurch gegenlber Nicht-

Tumorstammzellen einen Uberlebensvorteil haben und somit stirker proliferieren kénnen.

4.4.2.2. NF-kB

Da NF-kB sensitiv auf Oxidantien reagiert, erfolgt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
unmittelbar durch die vermehrt vorliegenden reaktiven Sauerstoffspezies [155]. Es konnte
gezeigt werden, dass in Tumorstammzellen des Pankreaskarzinoms der NF-kB-
Signaltransduktionsweg ca. 2.5-fach so stark ausgepragt ist wie in Nicht-Tumorstammzellen
des Pankreaskarzinoms [159]. AulRerdem spielt der Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle
bei der Aufrechterhaltung von Tumorstammzelleigenschaften im Pankreaskarzinom. Eine
Inhibierung von NF-kB fiihrt z. B. zum Verlust der Fahigkeit Klone zu bilden oder Spharoide zu
formen [160]. Auch in Tumorstammzellen des Prostata- [161] und Mammakarzinoms [162]
ist die Aktivitat des NF-kB hoher als in reguldaren Karzinomzellen und eine Behandlung mit
Dehydroxymethylepoxyquinomicin (DHMEQ), einem spezifischen Inhibitor des NF-kB,

hemmt das Wachstum von Tumorstammzellen [162].
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4.4.2.3. Zytokine

In Tumorstammzellen des Plattenepithelkarzinoms im Kopf- und Halsbereich (engl., head
and neck squamous cell carcinoma/ HNSCC) stimuliert IL-6 das Wachstum, das
Selbsterneuerungspotential und die Expression von Tumorstammzell-assoziierten
Oberflachenproteinen. Eine Blockierung des IL-6-Rezeptors und Aufhebung des Zytokin-
vermittelten Effekts fiihrt zu gegenteiligen Effekten [163]. Auch im Glioblastom [164] und
Mammakarzinom [165] ist der fordernde Einfluss von IL-6 auf Tumorstammazellen
beschrieben. Des Weiteren spielen auch IL-8 und TNF-alpha eine wichtige Rolle beim

Wachstum und Erhalt der Stammzelleigenschaften [166,167].

Die oben angefiihrten Studien zeigen, dass NF-kB, IL6, IL8 oder TNF-alpha wichtige
Einflussfaktoren im Metabolismus von Tumorstammzellen sind. Sie leisten einen
wesentlichen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Stammzelleigenschaften von Karzinomzellen
bzw. fordern diese Eigenschaften. Eine Inhibierung dieser Faktoren ist mit dem verminderten
Wachstum von Tumorstammzellen bzw. dem Verlust von Tumorstammzell-spezifischen
Eigenschaften verbunden. Vor dem Hintergrund, dass in dem von uns verwendeten
Pankreatitis-Modell mittels Cerulein diese Mediatoren stark erhoht sind, kdnnte man davon
ausgehen, dass dies zur Stimulation von Tumorstammazellen fiihrt, was ein Erklarungsansatz
fiir eine erhdohte Anzahl an CD133* Zellen wéare. Dem gegeniiber steht der geringe Einfluss
der Cerulein-induzierten Pankreatitis auf die Anzahl an ALDH1al* Zellen in unseren
Versuchen. Zusammenfassend kénnen wir sagen, dass ein férdernder Einfluss einer Cerulein-
induzierten Pankreatitis sehr wahrscheinlich ist, wir aber aufgrund unserer heterogenen

Ergebnisse diesen Effekt aktuell nicht bestatigen kénnen.

4.5. Einfluss von Gemcitabin auf das potentielle

Tumorstammzellkompartiment

4.5.1. Einfluss von Gemcitabin auf die Expression von ALDH1a1l

Um den Einfluss von Gemcitabin auf die Expression von ALDH1a1l zu evaluieren, wurden die
Karzinomzellen gegeniliber diesem Chemotherapeutikum exponiert. Durch eine langfristige
Exposition konnten von der Zelllinie 6606PDA die 1 uM Gemcitabin-resistenten Klone A11,

F8 und F11 selektioniert werden. Diese Klone exprimierten trotz ihrer Resistenz gegeniiber
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dem Chemotherapeutikum nicht mehr ALDH1al oder ALDH1a3 als die Zelllinie 6606PDA
(Abbildung 11 A, B, C). Auch eine kurzzeitige Exposition der Zelllinien 7265PDA, 6606PDA
und 6606liver gegeniiber 0,1 uM Gemcitabin Uber 24 h fihrte zu keiner signifikant
vermehrten Expression der Aldehyd-Dehydrogenasen (Abbildung 12 A, B, C). Der Einfluss von
Gemcitabin auf die Gen-Expression von ALDH1al im Pankreaskarzinom wurde bislang in
einigen praklinischen Studien sowohl in vivo als auch in vitro untersucht [168-171]. Hier
konnte gezeigt werden, dass durch eine langerfristige Selektion der Pankreastumorzellen
eine vermehrte Gen-Expression von ALDH1al induziert wird [168]. Eine kurzzeitige
Stimulation der Tumorzellen mit Gemcitabin wurde in den Studien nicht untersucht.
Hinsichtlich der Langzeitselektion stehen unsere Beobachtungen im Gegensatz zu den
Erkenntnissen anderer Forschungsgruppen, hinsichtlich der Kurzzeitstimulation konnten

keine vergleichbaren Studien gefunden werden.

Beim Vergleich verschiedener Karzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass diese
unterschiedlich viel ALDH1al exprimieren. So exprimiert z. B. die MIAPaCa-2 um ein
Vielfaches mehr an ALDH1a1 als die Zelllinien AsPC-1, Capan-1, Colo-357, BxPC-3, HPDE6-C7
oder PANC-1 [168]. Auch in resezierten Pankreaskarzinomen des Menschen konnte
festgestellt werden, dass sich die Anzahl an ALDH1al* Zellen in den verschiedenen
Resektaten bis um den Faktor 12,5 unterscheidet [171]. Es kdnnte der Fall sein, dass es sich
bei der 7265PDA, 6606PDA und 6606l um Karzinomzelllinien handelt, deren
Expressionsniveau an ALDHl1al primar sehr gering ist. Verglichen mit der Panc02

exprimieren diese Zelllinien jedoch dhnliche Mengen an ALDH1a1l (Abbildung 8 A).

Abgesehen von der absoluten Menge an ALDH1al stand bei unserer Untersuchung jedoch
die relative Menge an ALDH1al im Vordergund, welche nach der Exposition zu Gemcitabin
exprimiert wurde. Duong et al. konnten durch eine langerfristige Selektion der MIAPaCa-2
Uber mehrere Wochen und bei kontinuierlich steigenden Konzentrationen bis zu 0,5 uM
Gemcitabin-resistente Klone kultivieren, die deutlich mehr ALDH1al exprimierten als die
Kontroll-Zelllinie [168]. Die in unseren Versuchen generierten Klone waren zwar bis 1 uM
Gemcitabin resistent, wiesen aber im Vergleich zur 6606PDA keine vermehrte Expression
von ALDH1al auf. Wir kénnen also davon ausgehen, dass bei der langfristigen Selektion der
Karzinomzellen hinsichtlich der Selektionszeit und der Menge an Gemcitabin von uns eine

ausreichendende Dauer und Konzentration gewahlt wurde, um einen messbaren Effekt zu
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induzieren. Dennoch stimmen unsere Ergebnisse nicht mit den Beobachtungen anderer

Forschungsgruppen uberein.

Der Effekt, dass Gemcitabin eine vermehrte Expression von ALDH1al induziert, konnte auch
bei in vivo Versuchen gezeigt werden [169-171]. In einer anderen Studie konnte festgestellt
werden, dass nach Resektion und immmunhistochemischer Aufarbeitung humaner
Pankreaskarzinome die Anzahl an ALDH1al* Zellen durch eine adjuvante Chemo- oder
Radiochemotherapie mit Gemcitabin, im Vergleich zur nicht erfolgten adjuvanten Therapie
mit Gemcitabin, signifikant erhéht war [172]. Hierbei gilt jedoch zu beachten, dass die
Exposition des Tumors gegenliber Gemcitabin in einem Organismus nicht konstant und
gleichmaRig ist und dass andere Faktoren wie z. B. die Perfusion des Tumors und das
Mikromileu der Tumorzellen einen erheblichen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der
Karzinomzellen haben kénnen [173]. Somit sind diese in vivo generierten Ergebnisse bzw.
klinischen Beobachtungen nicht direkt mit unseren in vitro Daten vergleichbar,

unterstreichen aber die Theorie, dass Gemcitabin die Gen-Expression von ALDH1a1l férdert.

4.5.2. Einfluss von Gemcitabin auf die Expression von CD133

In der Expressionsanalyse von CD133 mittels Western Blot konnte lediglich in der 6606I eine
valide Bande fiir CD133 beobachtet werden. Eine Exposition mit Gemcitabin flhrte zu einer
Abnahme der Expression von ca. 30 %. In den anderen Zelllinien 7265PDA und 6606PDA
konnte keine Bande fiir CD133 detektiert werden. Gemcitabin vermochte auch hier nicht die
Expression von CD133 zu induzieren. Auch in den Gemcitabin-resistenten Klonen Al11, F8
und F11 konnte keine Expression von CD133 nachgewiesen werden. Unsere Beobachtungen
stehen hiermit im Gegensatz zu den Ergebnissen von anderen Forschungsgruppen. Diese
konnten eine deutliche Zunahme der Expression von CD133 durch die Exposition der
Karzinomzellen gegeniiber dem Chemothearpeutikum Gemcitabin beobachten [174-179].
Pan et al. und Dosch et al. waren die einzigen, die durch Gemcitabin-Exposition der
Karzinomzellen keine Veranderung der CD133-Expression beobachten konnten [170,180].

Jedoch beschreibt keiner der Autoren eine Abnahme von CD133 wie in unseren Versuchen.

Fiir den fehlenden Nachweis von CD133 im Western Blot kénnte analog zu ALDH1al das

Karzinomzelllinien-spezifische Expressionsniveau an CD133 sein. So konnte man zeigen, dass
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unterschiedliche primare Karzinome und kultivierte Karzinomzelllinien des Pankreas
unterschiedlich viel CD133 exprimieren [175,177,178]. Auch in unseren Analysen konnten
wir feststellen, dass die 6606l im Vergleich zu 7265PDA oder 6606PDA deutlich mehr CD133
exprimiert. Dies ist jedoch genauso wie ALDH1al keine hinreichende Erklarung fiir die
ausgebliebene Zunahme an CD133 durch die Stimulation mit Gemcitabin. Da in der Niere,
welche als Positivkontrolle fungierte, eine Bande fiir CD133 nachzuweisen war, kénnen wir

aber davon ausgehen, dass der Western Blot technisch funktionierte.

Fir die kurzzeitige Stimulation wurde von den anderen Forschungsgruppen 0,3-10 uM
Gemcitabin Uber 24-48 h verwendet [175,179]. In der Langzeitstimulation verwendeten
diese aber ebenfalls Giber mehrere Wochen 1 uM Gemcitabin [179]. Die geringere Menge an
Gemcitabin von nur 0,1 uM und die mogliche zu kurze Expositionsdauer von 24 h kdnnte ein
Grund fir die ausbleibende Mehr-Expression von CD133 in unseren Versuchen sein, in denen
die Karzinomzellen nur kurzzeitig gegenliber Gemcitabin exponiert waren. Hinsichtlich der
Menge an Gemcitabin im Kulturmedium und der Expositionsdauer der Karzinomzellen in der
langerfristigen Selektion sind unsere Methoden jedoch vergleichbar mit den Methoden der
anderen Forschungsgruppen. Studien, welche den Einfluss von Gemcitabin auf die Gen-
Expression von CD133 in vivo oder im Rahmen von klinischen Studien untersuchen, konnten

zum aktuellen Zeitpunkt nicht gefunden werden.

4.5.3. Einfluss von Gemcitabin auf die Expression von GFAP

Saures Gliafaserprotein (engl. Glial fibrillary acidic protein/ GFAP) ist das wichtigste
Intermediarfilament in Astrozyten und bildet den Hauptbestandteil ihres Zytoskeletts.
Klassischerweise ist GFAP ein Marker fir Astrozyten, es ist aber auch bei akuten Schaden des
ZNS, neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer oder bei altersbedingten
Veranderungen des ZNS erhoht [181]. Des Weiteren gilt GFAP als Marker fiir neuronale
Stamm- und Progenitorzellen [182-184]. Auch bei malignen Erkrankungen des ZNS wie z. B.
dem Glioblastoma multiforme konnten Zellen beobachtet werden, die sowohl Eigenschaften
von Tumorstammzellen aufweisen als auch Uberproportional viel GFAP exprimieren.
Demzufolge wird GFAP als potentieller Tumorstammzellmarker des Glioblastoms diskutiert

[185,186].
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Des Weiteren gilt z. B. CD133 wie bei Tumoren des Pankreas als Tumorstammzellmarker
beim Glioblastom [187]. Da sich in einigen Karzinomen die Oberflaichenproteine zur
Identifizierung von Tumorstammzellen Uberschneiden und nicht auf einzelne
Tumorentitaten limitiert sind [188], haben wir GFAP in unsere Versuche mit integriert, um zu
evaluieren, ob es sich hierbei moglicherweise um einen neuen Tumorstammzellmarker im
Pankreaskarzinom handelt. Die drei Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606! exprimierten
alle drei anndhernd gleiche Mengen an GFAP. Die kurzzeitige Stimulation mit 0.1uM
Gemcitabin hatte keine Induktion von GFAP zur Folge. Auch die von der 6606PDA
abstammenden Klone A11, F8 und F11, welche Uber mehrere Wochen gegeniber
steigenden Konzentrationen an Gemcitabin bis zu 1uM im Kulturmedium exponiert waren,
exprimierten nicht mehr GFAP als die 6606PDA. Weiter stellte die immunhistochemische
Farbung der Tumore mittels anti-GFAP Antikorper erhebliche Schwierigkeiten dar. Anders als
bei den Immunhistochemien mittels anti-ALDH1al und anti-CD133 Antikérpern gelang es
uns mittels des anti-GFAP Antikorpers nicht, Tumorzellen eindeutig und ausreichend zu
farben. Aufgrund dieser technischen Schwierigkeiten und der nicht eindeutigen
Identifizierung der Tumorzellen mittels anti-GFAP Antikdrper konnten potentielle

Tumorstammzellen, welche GFAP exprimierten, quantitativ nicht analysiert werden.

GFAP wurde bis jetzt als Stammzellmarker im Pankreaskarzinom noch nicht beschrieben.
Auch konnte bei der Recherche in PubMed keine Studie gefunden werden, die den Einfluss
von Gemcitabin auf GFAP* Stammzellen des Glioblastoms untersucht. Der zytostatische und
antiproliferative Effekt von Gemcitabin auf Tumorstammzellen des Glioblastoms ist jedoch
bekannt [189]. Unter der Annahme, dass GFAP einen potentiellen neuen
Tumorstammzellmarker im Pankreaskarzinom darstellen kénnte, ware es durchaus plausibel
gewesen, einen Effekt von Gemcitabin auf die Expression von GFAP zu beobachten. Ob
hierdurch die Expression von GFAP vermehrt oder vermindert bzw. der Anteil an GFAP*
Zellen erhoht oder erniedrigt wird, kann zu diesem Zeitpunkt nicht beantwortet werden.
Unsere Ergebnisse konnen zum aktuellen Zeitpunkt mit keinen publizierten Daten verglichen
werden. Der Zusammenhang zwischen GFAP und Tumorstammzellen des Pankreas bleibt

fraglich und es bediirfte weiterer Untersuchungen, um diese Fragestellung zu beantworten.
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4.6. Kritische Evaluation der Tumorstammzellhypothese beim

Pankreaskarzinom

4.6.1. Tumorstammzellen des Pankreas-Karzinom und die Modelle der
Tumorprogression
Im klassischen Sinne gelten Tumorstammzellen als eine definierte zelluldre Untergruppe
innerhalb einer Neoplasie, von welcher das Wachstum und die Proliferation des Tumors
ausgehen [88]. Das hierarchische Modell, mit Tumorstammzellen an der Spitze der zelluldren
Hierarchie, ist wohl das erste und prominestete Modell, um die Proliferation von
Tumorstammzellen zu erklaren [88,89]. In seriellen Xenotransplantationsversuchen von
humanen Adenokarzinomen des Pankreas konnte gezeigt werden, dass diese Tumore (FO)
und ihre Folgegenerationen (bis F7) eine sehr hohe genomische Stabilitdt aufweisen
(analysiert wurden die Gene fiir KRAS, P53, SMAD4, BRAF und BRCA2, durchschnittlicher
Pearson Korrelationskoeffizient von 96%) [190]. Diese Beobachtungen sprechen am ehesten
fir eine hierarchische Organisation und Progression von Tumorstammzellen im duktalen
Adenkarzinom im Pankreas. Dennoch gibt es bis heute keine eindeutige Aussage in der
Literatur, welche Tumorstammzellen des Pankreas-Karzinoms einem bestimmten Modell der

Tumorprogression zuordnen.

Ebenso konnte man bei Tumorstammzellen auch beobachten, dass diese ebenfalls eine
grofRle genomische Heterogenitat aufweisen kdnnen [92,93]. Hier bietet das stochastische
Modell der Tumorprogression, welches besagt, dass der Tumorstammzell-Status durch
zufallige, zuséatzliche genetische oder epigenetische Veranderungen induziert werden kann,
einen Erklarungsversuch [87,88]. Weiter konnte man zeigen, dass aus selektionierten Nicht-
Tumorstammzellen in vitro ebenso Tumorstammzellen entstehen konnten [96,97]. Die
Tatsache, dass der Tumorstammzellstatus nicht statisch und dauerhaft, sondern ein
dynamischer und bidirektionaler Prozess sein kann [95] und Tumorzellen abhangig vom

I_Il

Kontext zwischen einem ,, Stammzell-“ und , Nicht-Stammzell-Status“ wechseln kénnen [87],
ist ebenfalls ein entscheidender Punkt, welcher die klassische Auffassung von
Tumorstammezellen, im Sinne einer klar definierten zelluldren Untereinheit von Tumoren, in
Frage stellt. Aufgrund dieser Beobachtungen sollte man hinterfragen, ob Tumorstammzellen
immer eindeutig zu definieren sind und inwieweit die Bezeichnung , Tumorstammzelle” nicht

eher als ein temporarer, flexibler und induzierbarer Zustand von ,reguldren Tumorzellen”
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verstanden werden kann. Anders als bei der AML, bei der man auf jahrzehntelange
Erfahrungen und Ergebnisse zuriickblickt und die Progression von Tumorstammstammzellen
dem hierarchischen Modell zuordnet [89], kann man anhand des aktuellen
Forschungsstandes die Tumorstammstemmzellen des duktalen Adenokarzinoms momentan

keinem eindeutigem Modell der Tumorprogression zuordnen.

4.6.2. Einseitige Darstellung der Datenlage

Im Rahmen der Literaturrecherche bei PubMed fiir diese Doktorarbeit war auffallig, dass fast
alle veroffentlichten Primarstudien postulierten, dass es moglich war, Tumorstammzellen zu
isolieren und ihre Uberlegenheit gegeniiber Nicht-Tumorstammzellen zu demonstrieren. Nur
einzelne Studien beschrieben, dass sich Tumorstammzellen im Vergleich zu Nicht-
Tumorstammzellen hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften, wie z. B. erhdhter
Resistenz gegen Chemotherapeutika, nicht unterschieden [180]. Aufgrund dieser Umstande
war es flr uns sehr schwierig, unsere Ergebnisse und Beobachtungen mit denen anderer
Forschungsgruppen zu vergleichen bzw. unsere Erkenntnisse in den Kontext der aktuellen
Datenlage einzuordnen. In der Zusammenschau dieser Situation drangte sich aber auch die
Frage auf, inwieweit die Datenlage ein objektives Bild der aktuellen Erkenntnisse (iber
Tumorstammazellen abbildet und ob dieses unter Umstanden durch einen Bias verandert sein

konnte, wie z. B. dem Publikationsbias.

Der Publikationsbias wird dadurch definiert, dass Publikationen abhangig von der Richtung
und Aussagekraft ihrer Ergebnisse veroffentlicht werden [191]. Studien mit positiven und
signifikanten Ergebnissen haben eine groflere Chance publiziert zu werden, als Studien mit
negativen und nicht signifikanten Ergebnissen [192]. Dadurch werden zu veréffentlichte
Studien vorselektioniert und ihre Aussage kann sich grundlegend von der von
unveroffentlichten Studien unterscheiden [191]. Eine wirksame MaBnahme gegen den
Publikationsbias konnte eine zentrale, obligatorische Erfassung aller Studien vor dem
Versuchsbeginn und deren erbrachten Primardaten sein, unabhangig ob diese publiziert
werden oder nicht. Dadurch kdnnten die systematische Verzerrung der Datenlage reduziert

und somit ein objektiver aktueller Forschungsstand gewahrleistet werden.[193].

72



4.7. Klinische Relevanz und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie wurde versucht die Frage zu beantworten, ob die Expression von
Genen, welche in anderen Modellen mit Eigenschaften von Tumorstammzellen assoziiert
sind, auch in diesem syngenen orthotopen Modell des duktalen Adenokarzinoms im
Pankreas mit Eigenschaften von Tumorstammzellen assoziiert ist. Uns gelang es zwar, die
Expression von Tumorstammzell-assoziierten Genen wie ALDH1al und CD133 nachzuweisen,
dennoch kénnen wir anhand der gewonnen Ergebnisse nicht den Schluss ziehen,
Tumorstammzellen zweifelsfrei identifiziert zu haben. Dennoch bietet unser syngenes
orthotopes Mausmodell mit den drei wenig passagierten Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und
6606] ein naturnahes praklinisches Modell, um die Tumorbiologie des duktalen
Adenokarzinoms im Pankreas besser zu verstehen und insbesondere weitere Erkenntnisse zu

strukturellen und funktionellen Eigenschaften iber Tumorstammzellen zu erlangen.

Im klinischen Zusammenhang konnte man zeigen, dass Tumorstammzellen immer wichtiger
werden. So konnte eine Vielzahl von Studien zeigen, dass die Expression von
Tumorstammezell-assoziierten Genen einen erheblichen Einfluss auf die Prognose der
Patienten haben kann. Hierzu gibt es Studien z. B. fiir das Kolorektale Karzinom [194], den
Brustkrebs [195], das Ovarial- [196] und Pankreaskarzinom. Die Expression von ALDH beim
Pankreaskarzinom reduziert die mittlere Uberlebenszeit der Patienten um bis zu 4 Monate
[197]. Auch fir das Vorhandensein von CD44*CD24* Tumorzellen konnte gezeigt werden,
dass es die mittlere Uberlebenszeit der Patienten um bis zu 7 Monate verkiirzt und dass dies
somit einen signifikanten Einfluss auf die Prognose hat [73]. Maeda et al. konnten
beobachten, dass die vermehrte Expression von CD133 in der Immunhistochemie mit einer
drastisch verminderten 5-Jahres-Uberlebensrate assoziiert war (23,5 vs. 2,1%) [72]. In der
Zusammenschau all dieser Erkenntnisse Uber Tumorstammzellen und ihre Rolle bei
Chemoresistenz, Rezidiven und Metastasierung und vor dem Hintergrund der schlechten
Prognose des Pankreaskarzinoms, scheint es aullerordentlich bedeutsam, mehr Uber die
Eigenheiten von Tumorstammzellen zu erfahren, um diese in Zukunft gezielt therapieren zu

kénnen.

Die Expression der Gene von ALDH1al, CD133 und GFAP ist nicht sehr spezifisch. Die
Aldehyd-Dehydrogenasen sind eine Familie von intrazelluldren Enzymen, welche Aldehyde

zu Carbonsauren oxidieren und somit zur Detoxifikation der Zelle beitragen [198]. ALDH1al
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ist in unterschiedlichem Gewebe des menschlichen Kérpers zu finden, wie z. B. im Gehirn, im
Muskel, in der Leber, Lunge oder im Pankreas [199]. CD133, ein transmembranes
Glykoprotein, kann ebenfalls in unterschiedlichem Gewebe des Menschen zu finden sein.
Hierzu gehoren Zellen der Niere, der Leber und des Pankreas [200]. GFAP ist, wie vorhin
schon erwahnt, eher spezifisch fir Zellen des ZNS [201], ist aber auch in den Sternzellen des
Pankreas zu finden [202]. Die Expression dieser Gene ist somit kein spezifisches
Identifikationsmerkmal flir Tumorstammzellen. Zur strukturellen Identifikation von
Tumorstammazellen stehen verschiedene Verfahren zur Verfligung. Hierzu gehoéren z. B. das
FACS, das MACS oder die Immunhistochemie mitttels entsprechender Antikorper. Neben
diesen Methoden sollten zur Analyse von Tumorstammazellen zusatzlich funktionelle Tests zu
Anwendung kommen, welche Tumorstammzell-assozierte Eigenschaften Uberpriifen. Als
Goldstandard und als einziges valides Mittel zur Identifikation von Tumorstammzellen gilt
hier der serielle Transplantationsassay in einem Tiermodell [71]. Dieser prift die Fahigkeit
der Selbsterneuerung und die Fahigkeit, die zelluldre Heterogenitidt des urspriinglichen
Tumors wiederherzustellen, also die Fahigkeit der symmetrischen und asymmetrischen
Zellteilung von Tumorstammzellen. Eine weitere gut etablierte Methode, um das
Selbsterneuerungspotential von Tumorstammzellen in vitro nachzuweisen, ist der sphere-
forming assay [203,204]. Aus Griinden der zeitlichen Effizienz bietet es sich an, durch die
strukturelle Analyse von Tumorzellen in einem ersten Schritt potentielle Tumorstammzellen
zu selektionieren und deren funktionelle Eigenschaften dann in einem zweiten Schritt durch
die eben genannten Methoden zu verifizieren. Selbst wenn wir in unseren Versuchen den
Einfluss von Diabetes, Pankreatitis und Gemcitabin auf das Tumorstammzellkompartiment
des duktalen Adenokarzinoms im Pankreas untersucht haben, ist es in zukiinftigen
Versuchen notwendig, durch weitere Tests den funktionellen Tumorstammzell-Status bzw.
das Selbsterneuerungspotential zu Uberpriifen, um valide Rickschliisse aus diesen

Ergebnissen zu ziehen.
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Anhang

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten AK in der Histologie.

AG

Prim. Ak

Sek. AK

Aldh1al in Paraffin

monoklonaler Kaninchen
anti-Maus  (Cell Signaling
Technology #12035,
Verdiinnung 1:800, New
England  Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main,

Deutschland)

polyklonaler Ziege anti-
Kaninchen-HRP (Dako
P0448, Verdiinnung 1:100,
Dako GmbH, Hamburg,

Deutschland)

GFAP in Paraffin

polyklonaler Ziege anti-GFAP
(ab53554, Verdinnung
1:800, Abcam, Cambridge,

Vereinigtes Kdnigreich)

Esel anti-Ziege-lgG-HRP (sc-
2020, Verdinnung 1:200,
Santa Cruz Biotechnology
Inc., Heidelberg,

Deutschland)

CD133 in Paraffin

Ratte anti-Maus CD133 (14-
1331, Verdiinnung 1:200,
eBioscience, Frankfurt am

Main, Deutschland)

Ziege anti-Ratte 1gG HRP (sc-
2006, Verdinnung 1:200,
Santa Cruz Biotechnology

Inc.)

CD133in Cryo

anti-Maus CD133
(Verdiinnung  1:200, mit
grofSziigiger Unterstlitzung
von Denis Corbeil, Dresden,

Deutschland)

Esel anti-Ratte 1gG HRP
(ab102265, Verdlinnung

1:100, Abcam)
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Lysispuffers.

Substanz Konzentration | Menge

Tris pH7,5 [Wl] 1M 100
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

NaCl [ul] 5M 20
(Carl Roth GmbH & Co. KG)

EDTA [ul] 250mM 4
(Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland)

Triton-X-100 [pl] 10% 500
(Carl Roth GmbH & Co. KG)

NaNs [pl] 4% 50
(Carl Roth GmbH & Co. KG)

PMSF [ul] 100mM 200
(Carl Roth GmbH & Co. KG)

Protease Inhibitor Cocktail [ul] 100
(P8340, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

H20 [ml] 9,026




Tabelle 4: Zusammensetzung eines Trenngels.

Substanz Konzentration | 8%* | 10%* | 12%*
H20 [ml] / 1,675 | 1,375 | 1,025
Tris pH 8,8 [ml] 1M 1,875 | 1,875 | 1,875
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Acrylamid [ml] 30% 1,35 | 1,65 | 2,00
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland)
SDS [ul] 10% 50 50 50
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland)
APS [ul] 10% 50 50 50
(SERVA Electrophoresis GmbH)
TEMED [pl] 1% 5 5 5
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Tabelle 5: Zusammensetzung eines Sammelgels.
Substanz Konzentration 5%*
H20 [ml] / 1,0375
Tris pH 6,8 [ml] 1M 0,1875
(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Acrylamid [ml] 30% 0,25
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)
SDS [ul] 10% 12,5
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland)
APS [ul] 10% 12,5
(SERVA Electrophoresis GmbH)
TEMED [ul] 1% 1,25
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

*Acrylamidkonzentration
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Tabelle 6: Liste der verwendeten Antikérper im Western Blot.

Antigen Primarer Antikorper Sekundarer Antikérper
ALDH1al Kaninchen anti-Maus (Cell Signaling Ziege anti-Maus, HRP (Cell
Technology, #12035, Verdiinnung 1:1000, Signaling Technology, #7074,
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am | Verdiinnung 1:10000, New England
Main, Deutschland) Biolabs GmbH)
GFAP Ziege anti-GFAP (ab53554, Verdinnung Esel anti-Ziege, HRP (sc-2020,
1:2000, Abcam, Cambridge, Vereinigtes Verdiinnung 1:200, Santa Cruz
Konigreich) Biotechnology Inc., Heidelberg,
Deutschland)
CD133 Ratte anti-Maus CD133 (14-1331, Ziege anti-Ratte, HRP (sc-3823,
Verdiinnung 1:500, eBioscience, Frankfurt | Verdliinnung 1:10000, Santa Cruz
am Main, Deutschland) Biotechnology Inc., Heidelberg,
Deutschland
CD133 anti-Maus CD133 (Verdiinnung 1:1000, Ziege anti-Ratte, HRP (sc-3823,
(Corbeil) mit groRzligiger Unterstiitzung von Denis Verdiinnung 1:10000, Santa Cruz
Corbeil, Dresden, Deutschland) Biotechnology Inc.)
R-Aktin Maus anti-B-Aktin (Clone AC-74, A2228, Kaninchen anti-Maus (A9044,

Verdiinnung 1:20000, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland)

Verdiinnung 1:60000, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Deutschland)
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Thesen der Dissertation

Das Pankreaskarzinom gehort zu den aggressivsten und tddlichsten Tumoren
weltweit und hat trotz intensiver Forschung eine fatale Prognose.

Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass sogenannte Tumorstammzellen, welche
sich v. a. durch ihr enormes Selbsterneuerungspotential auszeichnen, einen
wesentlichen Beitrag an der Tumorprogression, der Bildung von Metastasen und der
Therapieresistenz haben.

Ziel dieser Studie war es, das potentielle Tumorstammzellkompartiment von drei
murinen Adenokarzinomzelllinien zu untersuchen und den Einfluss von Diabetes,
Pankreatitis und des Chemotherapeutikums Gemcitabin auf das potentielle
Tumorstammzellkompartiment in vitro und in vivo zu analysieren.

Die Gen-Expression von ALDH1al und CD133, als etablierte Tumorstammzellmarker
im Pankreaskarzinom und CD133, als ein potentiell neuer Tumorstammzellmarker im
Pankreaskarzinom, wurden untersucht.

Eine diabetische Stoffwechsellage fiihrte in vivo zu einer signifikanten Reduktion von
ALDH1al* Tumorzellen, jedoch hatte dies nur einen marginalen Einfluss auf die
Anzahl an CD133* Tumorzellen.

Die Pankreatitis hatte in vivo nur geringen Einfluss auf die Anzahl an ALDH1lal*
Tumorzellen, jedoch zeigte sich hierbei eine moderate Erhéhung der Anzahl an
CD133*Tumorzellen.

Die Exposition der drei Zelllinien 7265PDA, 6606PDA und 6606l gegeniiber
unterschiedlichen Konzentrationen Glukose in vitro zeigte keine signifikante
Veranderung der Expression des ALDH1al-Gens.

Die Selektion der Zelllinien in vitro mit Gemcitabin fluhrte zu keiner signifikanten
Anderung der Expression der ALDH1a1-, CD133- oder GFAP-Gene.

Zukinftig sollte man zusatzlich funktionelle Tests, wie z. B. dem sphere-forming-assay
oder dem seriellen Transplantationsassay anwenden, um potentielle

Tumorstammezellen zu identifizieren.
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