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3 Einleitung

3.1 Anatomie und Physiologie des Pankreas

Die anatomische Lage des Pankreas ist sekundar retroperitoneal zwischen Magen und den zwei
grollen AbdominalgefaRen - der Aorta und der Vena cava inferior - angesiedelt. Die
Bauchspeicheldrise ist keilférmig mit einer bereits makroskopisch erkennbaren Lappenstruktur
und ist zwischen 13-18 cm lang.

Anatomisch kann man das Pankreas in folgende drei Abschnitte unterteilen:

Pankreaskopf (Caput pancreatis), Pankreaskérper (Corpus pancreatis), welcher auf Hohe des 1.-2.
Lendenwirbelkorpers liegt und Pankreasschwanz (Cauda pancreatis). Der Hauptausfuhrungsgang
des Pankreas (Ductus pancreaticus) durchzieht das komplette Organ und mindet gemeinsam mit
dem Hauptgallengang (Ductus choledochus) in die Papilla duodeni major des pars descedens des
Duodenums [1].

Das Pankreas hat sowohl eine endokrine (Produktion von Glukagon und Insulin) als auch eine
exokrine  (Ausschittung von Pankreassaft mit Amylase und Lipase) Funktion im
Verdauungssystem und spielt somit eine zentrale Rolle im Organismus. Der endokrine Teil besteht
aus Epithelzellen und wird als sogenanntes Inselorgan bezeichnet, welches ungefahr 1 Millionen
Langerhans’sche Inseln besitzt. Diese produzieren Hormone, wie Insulin und Glukagon und
regulieren somit den Glukosestoffwechsel des Korpers. Der exokrine Teil sezerniert den
Verdauungssaft, bestehend aus sogenannten Hydrolasen, dazu gehéren Proteasen zur
Proteinspaltung, Glykosidasen zur Kohlenhydratspaltung, Nukleasen zur Nukleinsaurespaltung
und Lipasen fur die Fettspaltung. Dieser Verdauungssaft wird Gber den Ductus pancreaticus in das
Duodenum abgegeben. Diese Enzyme werden in den Drisenendsticken (Azini) durch die

Azinuszellen jedes Drusenlappchens gebildet [1, 2].

Ductus choledochus

<+——Duodenum

Caput pancreatis

Abbildung 1 Dorsalansicht der anatomischen Lage des Pankreas, modifizierte Abbildung [3], mit freundlicher
Genehmigung des ELSEVIER Verlag
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3.2 Das humane duktale Pankreasadenokarzinom

Neoplastische Veranderungen der Bauchspeicheldrise kénnen exo- oder endokriner Natur sein.
Das humane duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) betrifft den exokrinen Teil des Pankreas
und zahlt zu den aggressivsten und todlichsten Tumorarten weltweit. Daruber hinaus gibt es
azinare Tumoren, welche von den sekretproduzierenden Parenchymzellen des Pankreas
ausgehen oder zystische Tumoren, welche aus den Gangzellen hervorgehen [4]. Etwa 95% der
Neoplasien entstehen aus dem exokrinen Teil des Pankreas, wodurch diese die Uberwiegende
Mehrheit der bdsartigen Pankreastumore darstellen [5]. Trotz intensiver wissenschaftlicher
Bemuhungen ergaben sich bis dato keine wesentlichen Fortschritte in Bezug auf die
Uberlebenschancen.

Durch die hohe Malignitdt des PDAC kommt es zu einer schnellen Metastasierung in umliegendes
Gewebe und Organe. Selbst im fortgeschrittenen Krankheitsgeschehen treten die Symptome erst
sehr spat und vor allem unspezifisch auf, wodurch die Chance auf eine vollstandige und effektive
Heilung haufig ausbleibt. Durch das seltene Ansprechen auf Medikamente, Bestrahlung und durch
die ausgepragte Chemoresistenz bleibt eine kurative Therapie haufig aus. Demzufolge ist die
operative Entfernung die einzig potentiell kurative Behandlung dieses Tumors.

Eine verbesserte Prognose kann nur durch eine friih gestellte Diagnose, sowie eine vollstandige

Resektion des lokal abgrenzbaren Tumors gestellt werden.

3.3 Epidemiologie

Das PDAC ist mit Uber 95% die haufigste maligne Form des Pankreaskarzinoms und hat seinen
Ursprung in den epithelialen Zellen des Pankreasganges [4, 6].

Laut dem Robert Koch-Institut (RKI) ,Krebs in Deutschland fir 2013/2014“ erkrankten im Jahr
2014 ca. 17.100 Menschen an Bauchspeicheldrisenkrebs, wovon 8.550 Manner und 8.580 Frauen
betroffen waren. Durch die sehr spat auftretenden Symptome (siehe Kapitel 1.6 Klinisches
Erscheinungsbild) und der schlechten Prognose lag die Anzahl der Sterbefalle 2013/2014 bei
8.231 Mannern und 8.384 Frauen [7]. Somit entspricht die Anzahl der Sterbefdlle nahezu der
Inzidenzrate, was die geringe Uberlebenswahrscheinlichkeit mit der Diagnose PDAC verdeutlicht.
Der Report zum Krebsgeschehen 2016 in Deutschland berichtete von 8.660 erkrankten Mannern
und 8.480 Frauen und einer absoluten Anzahl an Sterbefallen von 8.273 und 8.328. Nach
Angaben des RKI korreliert die Inzidenz des PDAC stark mit dem Alter. Wahrend der mittlere
Erkrankungsgipfel bei Mannern bei etwa 70,4 Jahren liegt, liegt dieser bei Frauen bei 74,1 Jahren
[8]. Die Gesundheitsberichterstattung des Bundes teilte mit, dass das Lebenszeitrisiko bei beiden
Geschlechtern bei 1,5% liegt [5]. Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 9,0% bei

Mannern und 9,3% bei Frauen, stellt das PDAC die niedrigste Uberlebensrate aller
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Krebserkrankungen dar [8]. Angesichts der ungunstigen Prognose, aufgrund fehlender oder
unspezifischer Frihsymptome, einer spaten Diagnosestellung und daraus resultierend einer
geringen kurativen Resektionsrate aufgrund einer fruhen und aggressiven Metastasierung, stellt es
bei Mannern 6,3% und bei Frauen 7,5% aller Krebstodesfalle dar. Somit nimmt das PDAC bei
beiden Geschlechtern den 4. Platz der haufigsten Krebstodesursachen ein [5].

Bei Mannern wie auch bei Frauen ist seit 1970 ein kontinuierlicher Anstieg der absoluten Zahl an
Neuerkrankungen, sowie der Zahl der Sterberaten an PDAC zu bemerken [8].

Weltweit sind die Inzidenz, sowie die Sterberate an Bauchspeicheldriisenkrebs in starker
entwickelten Landern und Regionen héher. Im internationalen Vergleich liegen sowohl Europa, als
auch Nordamerika in Bezug auf Inzidenz- und Mortalitdtsrate des PDAC deutlich héher als in Asien
oder Afrika. Daraus lasst sich schlielRen, dass das Erkrankungsrisiko vermehrt in starker

entwickelten Landern und Regionen auftritt [5, 8].

3.4 Atiologie

3.4.1 Risikofaktoren und Pradispositionen

Ursachen fur die Entwicklung eines PDAC sind bisher noch weitestgehend unbekannt. Die
Risikofaktoren sind breit gefachert wie z.B. pradispositionierende Erkrankungen, Umweltfaktoren
oder Lebensgewohnheiten (Essgewohnheiten, Kaffee, sportliche Aktivitat/ Inaktivitat etc.). Diese
verschiedenen Risikofaktoren, kénnen auch im Zusammenspiel die Entstehung eines PDAC
begunstigen.

Im Folgenden werden einige der Wichtigsten vorgestellt:

Ergebnisse mehrerer Studien haben gezeigt, dass exogene Faktoren wie Tabak- und

Alkoholkonsum das Risiko an PDAC zu erkranken um ein Vielfaches erhéhen [9-11].

Das relative Risiko an PDAC zu erkranken steigt bereits bei einer Zigarette pro Tag auf ungefahr
2%. Die Risikozunahme ist von der Anzahl der Zigaretten, sowie von der Dauer des Konsums
abhangig. Bei einer Konsumdauer ab 10 Jahren bleibt das Risiko trotz Raucherentwdhnung erhdht
[12, 13].

Auch erhdhter Alkoholkonsum von drei oder mehr alkoholhaltigen Getranken pro Tag, kann das
Krebsrisiko im Vergleich zu Nicht- oder Gelegenheitstrinkern auf bis zu 20% erhéhen [14].

Weitere medizinische Risikofaktoren, welche zur Entwicklung eines PDAC beitragen konnen, sind
die chronische Pankreatitis [10, 15] aber auch eine erbliche/angeborene oder tropische
Pankreatitis [16].

Zudem belegen weitere Studien, dass ein erhohter Body Mass Index (BMI) bzw. Adipositas und

somit eine hohe Zufuhr von Fetten und Zucker erkrankungsbegunstigend wirken [13, 17, 18]. Die
Zunahme des BMI (kg/m?) um eine Einheit erhdht das Risiko bei Frauen um 4% und bei Mannern

um 6% [13]. Eine gesammelte Analyse verschiedener Kohortenstudien von 2011 zeigte, dass
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Personen mit einem BMI von =30kg/m? ein 47% hoheres Risiko im Vergleich zu Personen mit
einem normalen BMI (21-22,9kg/m?) haben an PDAC zu erkranken [18].

Des Weiteren wurde Diabetes mellitus Typ Il als medizinischer Risikofaktor fur verschiedene

Krebsarten eingeordnet, wobei PDAC hier den zweiten Platz nach Leberkrebs einnimmt [19, 20].
Laut Huxley 2005, haben Menschen, bei Vorliegen eines kurzer bestehenden Diabetes mellitus <4
Jahren ein 50% hoheres Risiko an PDAC zu erkranken. Zu beachten ist hier, dass die gestellte
Diagnose Diabetes mellitus 1l auch ein Frihsymptom des PDAC sein kann [21]. Des Weiteren sind
ungefahr 5-10% der Pankreaskarzinome, neben anderen dufleren Einflussfaktoren genetischer
Pradisposition bedingt [22, 23].

Hereditare Pradispositionen sind beispielsweise das familidre atypische multiple Muttermal- und
Melanom (FAMMM)-Syndrom, bei welchem es zu einer Keimbahnmutation im Gen CDKN2A
(Cyclin  dependent kinase Inhibitor 2A) kommt, welches fur die Kodierung des
Tumorsuppressorproteins p16 zustandig ist. Laut Goldstein et. al haben Verwandte von Menschen
mit FAMMM ein 13 bis 22-fach héheres Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken [24].
Weitere Pradispositionen haben Patienten mit hereditirem Mamma- und Ovarialkarzinom
(Keimbahnmutation im BRCA2-Gen, Breast Cancer Type 2 Susceptibility Protein), welche ein 3,2-
10-fach hdheres Risiko an PDAC zu erkranken aufweisen [25, 26] und auch das familiare
Mammakarzinom mit der Mutation im PALB2-Gen, welches den Partner und Localizer des
BRCA2A-Gens darstellt.

Aulerdem das Peutz-Jeghers Syndrom (Mutation in STK11(Serine/Threonine Kinase 11), auch

genannt LKB1 (Leber Kinase B1- Gen) stellt eine weitere Pradisposition dar, sowie die hereditare
Pankreatitis (Genmutation in PRSS1 oder SPINK1) und das familidre Pankreaskarzinom (FPQ).

Familienmitglieder von FPC- Verwandten, welche mindestens einen Verwandten ersten Grades

mit PDAC in der Familie haben, haben ein 9-fach hoheres Risiko daran zu erkranken, bei =3

Verwandten ersten Grades erhdht sich das Risiko auf das 32-fache [27].

Ungeachtet der Diversitat an Risikofaktoren, sowie der unspezifischen und vor allem spéat
auftretenden Symptome, ist das PDAC der weitaus haufigste Tumor der Bauchspeicheldrise. Auf
molekularer Ebene sind bereits viele Mutationen bestatigt worden, welche zur Entstehung des
PDAC beitragen. Auf die genauere Entstehung des PDAC wird in den nachsten Abschnitten

genauer eingegangen.

3.5 Karzinogenese des PDAC

Der genaue Entstehungsmechanismus des Pankreaskarzinoms ist noch nicht eindeutig geklart.

Derzeitige Erkenntnisse beschreiben eine fortschreitende, pathologische Progression, bei welcher
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es durch krebsassoziierte genetische Aberrationen und Akkumulationen von Mutationen zur
Entwicklung eines voll invasiven Pankreaskarzinoms kommt.

Das Progressionsmodell der azinar duktalen Metaplasie (ADM) beginnt in den azinaren Zellen des
Pankreas. In den normalen duktalen Gangepithelzellen folgen histologisch definierte
intraepitheliale Vorlauferlasionen, die mikroskopisch erkennbaren pankreatischen intraepithelialen
Neoplasien (PanINs). Diese wachsen spater zu einem infiltrierenden, invasiv wachsenden
Karzinom heran. Die PanINs werden anhand ihrer Morphologie in unterschiedliche Grade eingeteilt
(1A,-1B,-2,-3).

Wahrend in PanIN-1-Lasionen -A flache und in Grad B papillare Zellen nachgewiesen werden
konnen, aber noch keinerlei nukleare Atypien und keinerlei Verlust der Polaritat aufweisen, zeigen
die Zellen in Grad 2 bereits nukledre Anomalien auf, wie beispielsweise eine verminderte
Kernpolaritat, vergroRerte oder hyperchromatische Nuklei. Die Grad 3 PanlIN-Lasionen, auch
carcinoma in situ genannt, werden durch eine hochgradige Dysplasie charakterisiert, die mit einem
starken Verlust der Polaritat, nukledren Atypien, Eindringen von abgeldsten Zellen in das Lumen
sowie einer atypischen bestandigen Mitoseaktivitat einhergehen.

Im Gegensatz zum Karzinom ist die Basalmembran bei Grad 3 noch intakt.

Makroskopisch erkennbare prakanzerése Vorstufen des Pankreas stellen die muzindsen,
zystischen Neoplasien (MZN) und die intraduktale, papillare, muzinése Neoplasie (IPMN) dar [28-
30].

3.5.1 Mutationen bei der PDAC-Karzinogenese

Mutationen der Tumorsuppressorgene CDKN2A/p16 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, kodiert
fur das p16INK4A) und Tp53/p53 (TP53/Trp53 Transformation related protein 53) flUhren zur
Inaktivierung ihrer Aktivitat. Dadurch konnen diese den Zellzyklus nicht mehr arretieren bzw. keine
Apoptose induzieren, wodurch eine weitere unkontrollierte Zellproliferation der nicht intakten Zellen
folgt. Ein weiteres, haufig mutiertes Tumorsuppressorgen, ist das DPC4/SMAD4-Gen (Deleted in
pancreatic cancer locus 4/SMAD family member 4).

Laut Rozenblum et. al 1997 ist p16 bei 82% der duktalen Pankreaskarzinome und p53 bei Uber 70-
75% mutiert. Sie stellen damit die am haufigsten mutierten Tumorsuppressorgene dar [31, 32].
Eine Aktivierung des Onkogens ,Kirsten-Rat-Sarcoma-Viral-Onkogen® (K-ras) durch Mutation
findet in etwa 90% der an PDAC erkrankten Patienten statt [31, 33-35]. Im Gegensatz zu
Tumorsuppressorgenen erfolgt hier durch die Mutation eine konstante unkontrollierte Proliferation

der Zellen.
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3.5.2 Tumorprogressionsmodell

duktale Umprogrammierung Progression zu Panin und invasivem PDAC
PaniNlaand1b  PanIN2 PanIN3 PDAC )
K-ras als Hautregulator R - -
intiiert Progression des KRAS p16 pS3
PDAC | INK4A SMAD4
BRCAZ
Her-2/ neu 019

anteigende desmoplastische Reaktion

Abbildung 2 Tumorprogressionsmodell, modifizierte Abbildung [36], mit freundlicher Genehmigung der
wissenschaftlichen Springer Nature Verlagsgruppe

Aus dem normalen duktalen Gangepithel des Pankreas entwickelt sich aus kubischen Zellen Uber die histologisch
definierten Vorlauferlasionen (PanIN) ein invasives Pankreaskarzinom. Die Uberexpression von Her-2/neu (human
epidermal growth factor receptor 2) und die Punktmutationen von K-ras treten im frihen, die Inaktivierung des p16
Tumorsuppressorgens im mittleren und die Inaktivierung von p53, DPC4/SMAD4 und BRCA2 im spaten Stadium auf.
Durch die dauernd ansteigenden desmoplastischen Reaktionen besitzt das invasive Pankreaskarzinom eine feste und
derbe Konsistenz [37, 38].

3.6 Klinisches Erscheinungsbild

70-80% der Pankreaskarzinome sind im Pankreaskopf lokalisiert und 20-30% im Pankreaskorper
oder -schwanz [39-41]. Da bei einem Pankreaskarzinom die charakteristischen Frihsymptome
meist ausbleiben, wird die Diagnose haufig sehr spat gestellt, wodurch die Erkrankung bereits sehr
weit fortgeschritten ist. Die vorhandenen Symptome sind abhangig von Lokalisation und Ausmaf}
des Tumors. Da sich die meisten PDACs im Pankreaskopf entwickeln, fuhrt dies haufig zu einer
obstruktiven Cholestase (Gallenstau aufgrund von Gallengangsobstruktion durch raumfordernde
Prozesse) mit dunkelgelbem bis braunem Urin und ikterischen Verfarbungen der Haut und Skleren

[33]. Klinisch weisen die meisten Patienten Schmerzen und einen lkterus auf, welcher durch
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Verlegung der Gallengange entstehen kann. Die haufigste Schmerzlokalisation ist im Oberbauch
mit oder ohne ausstrahlende Schmerzen in den Rucken. Ikterus ist eines der pragnantesten
Symptome und ist bei einer Tumorlokalisation im Pankreaskopf vierfach so haufig als bei anderen
Tumorlokalisationen. Die Leitsymptome des PDAC stellen somit Schmerzen und/oder lkterus mit
79% bei ungefahr 50% aller Patienten unabhangig vom Tumorstadium dar [39, 42].

Beachtlich ist allerdings, dass laut Kalser et. al Gber 50% der Patienten mit einem potentiell
resektablen Tumor, einen schmerzlosen lkterus zeigen [39], was wiederum nicht den typischen
Leitsymptomen eines PDAC entspricht.

In frihen Stadien des Tumors (potentiell resektabel) haben nur etwa 33% der Patienten
Schmerzen, wahrenddessen bei einem (lokal) fortgeschrittenen Tumor bis zu 85% der Patienten
Uber Schmerzen berichten [39]. Neben den oben genannten Symptomkonstellationen, stellen sich
viele der Patienten, auch aufgrund von allgemeiner Asthenie 86% (Kraftlosigkeit), Anorexie 83%,
Gewichtsabnahme, Ubelkeit, Aszites [33, 42] mit Diarrhoe, acholischem Stuhl oder Steatorrhoe vor
[43].

Wie bereits erwahnt sind Pankreaskarzinome aufgrund der spat gestellten Diagnosen meist weit
fortgeschritten und die kanzerogenen Zellen infiltrieren bereits das umliegende Gewebe, wie
Lymphknoten, GefalRe, abdominale Organe, aber auch Fernmetastasen in Leber und Lunge
werden haufig diagnostiziert [33].

Sowie in der Human- als auch in der Veterinarmedizin sollten bei den geschilderten Symptomen

schnellst mdglich weitere diagnostische Mallinahmen eingeleitet werden.

3.7 Diagnose

Bei Patienten mit Verdacht auf PDAC sollte der Fokus auf einer schnellen Diagnosestellung und
dem korrekten Staging des Tumors liegen, um somit die Moglichkeit der Resektabilitat oder die
Notwendigkeit der palliativen Therapie zu erfassen. Zur Diagnosestellung wird der Tumor
detektiert, von anderen Pankreaserkrankungen differenziert und das Staging des Tumors
durchgefuhrt [44]. Als diagnostischer Standard bei Abdominalschmerz wird bei diesen Patienten
haufig ein abdominaler (Doppler-)Ultraschall (US) durchgefihrt. Allerdings bieten konventionelle
Ultraschalls keine sichere Diagnosestellung aufgrund geringer Sensitivitat der retroperitonealen
Lage des Pankreas und der stark unterschiedlichen Erfahrung des Untersuchers. Laut Rickes et al.
werden nur 57% der PDAC mit einer Abdomensonografie korrekt klassifiziert [45]. Die am
Weitesten verbreitete diagnostische MalRhahme zum Tumorstaging stellt vor allem die
Computertomographie (CT) durch die dreidimensionale Darstellung mit vorherigen
Kontrastmittelapplikation (MDCT-Multidetektor-CT) dar. Bei CT-Aufnahmen des Abdomens und
Thorax kénnen Grole des Primartumors, Infiltrationen in umliegendes Gewebe/ Gefalte und vor
allem mogliche Fernmetastasen diagnostiziert werden, welche im Falle einer chirurgischen
Resektion des Tumors von starker Bedeutung sind. Weitere diagnostische MalRnahmen sind
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Magnetresonanztomographie (MRT), endoskopischer Ultraschall, beispielsweise bei Patienten mit
Tumorverdacht ohne Tumornachweis im CT [44]. Die endoskopische retrograde
Cholangiopankreatikographie (ERCP) ist vor allem bei Patienten mit Ikterus aufgrund einer
Gallengangsobstruktion von Bedeutung, da in solchen Fallen gleichzeitig die (palliative) Therapie
durch Einsetzen eines bilidren Stents durchgeflhrt werden kann [46]. Der Vorteil der beiden
endoskopischen MalRnahmen ist die Mdglichkeit zur gezielten Biopsieenthahme, beispielsweise
mithilfe einer Feinnadelaspiration und anschlieBender zytologischer und histologischer
Untersuchung des Gewebes [33, 44]. Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) (Verteilung
eines Radiopharmakons im Korper und gleichzeitiger Erstellung von Schnittbildern) wird als nicht-
invasive Diagnosemalinahme zwar nicht routinemafig durchgefuhrt, aufgrund limitierender
Faktoren, wird sie aber haufig zusatzlich zu den oben genannten Methoden herangezogen [44].
Der Tumormarker CA19-9 (Carbohydrate antigen 19-9) besitzt eine geringe Spezifitat und
Sensitivitdt und wird daher nicht zur Erstdiagnose verwendet [47], allerdings ist er die geeignete
Wahl fur das therapeutische Monitoring und die Nachsorge eines PDAC Patienten, falls dieser pra-
operativ positiv war [48, 49]. Bis heute werden aufgrund der geringen Zuverlassigkeit noch keine
routinemafigen Screeninguntersuchungen/ Vorsorgeuntersuchungen durchgefiihrt oder empfohlen
[46, 49].

3.8 Klassifikation des Tumorstadiums

Das Tumorstaging kann nach verschiedenen Kategorien eingeteilt werden. Laut dem American
Joint Committee (AJCC staging system) ist die TNM-Klassifizierung (siehe Tab. 1) am meisten
verbreitet. Weitere Kategorien sind nach den Krankheitsstadien (Stage) (lA, IB, A, IIB, Ill und 1V)
oder dem Operationsergebnis, also dem Vorhandensein von Resttumorgewebe (RO: kein
Resttumor, R1: mikroskopischer Residualtumor, R2: makroskopischer Residualtumor). Die TNM-
Klassifizierung wird auf die Resektabilitdt bezogen, welche mithilfe der CT-Aufnahmen bewertet
werden kann. Tumoren der Klasse T1, T2, T3 sind potentiell resektabel, wahrenddessen T4
Tumoren aufgrund des invasiven Wachstums benachbarter GefalRe als nicht resezierbar gelten
[33].

Stage Grad des Regionale Fernmetastasen Mediane Mediane
Primartumor | Lnn. (N) (M) Uberlebenszeit* Uberlebenszeit*
(T) (Monate) (Monate)
@ OP (ohne Pankreatektomie
Resektion)
1A T1 NO MO 6,8 241
IB T2 NO MO 6,1 20,6
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A T3

B T1, T2 oder
T3

1] T4

v T1, T2, T3
oder T4

NO MO 6,2 15,4
N1 MO 6,7 12,7
NO oder MO 7,2 10,6
N1
NO oder M1 2,5 4,5
N1

Total: 3,5

Tabelle 1 Tumorstaging mit TNM-Klassifikation [50], * [51], [33]

Total: 12,6

Bei Primartumoren, die die Blutgefalie A. mesenterica superior oder den Truncus coeliacus

infiltrieren, ist eine Resektion des Primartumors nicht mdglich (T4). Bei Patienten, bei welchen der

Tumor lokal fortgeschritten ist und vermutlich bereits in umliegende Gefale, wie die V.

mesenterica superior, die Pfortader oder die V. lienalis eingewachsen (T3) ist, sollte trotzdem eine

Resektion versucht werden [33, 52].

3.9 Therapiestrategien und Prognose

Tumor lokal Tumor lokal
begrenzt, fortgeschritten,
resektabel resektabel

v

Resektion

!

N N

Neoadjuvant Neoadjuvant Palliativ

!

Adjuvante
Chemotherapie

Resektion

!

Adjuvante
Chemotherapie

Abbildung 3 Therapiestrategien beim PDAC

Tumor lokal
fortgeschritten +
Fernmetastasen

Palliativ

Abhangig vom Krankheitsstadium stehen mehrere Therapieoptionen beim Pankreaskarzinom zur

Verfugung:
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1. die chirurgisch-kurative Intervention
2. die adjuvante/neoadjuvante Therapie
3. die palliative Versorgung, um den Krankheitsverlauf zu verlangsamen und die Symptome zu

lindern

3.9.1 Die chirurgisch-kurative Intervention

In Abhangig von der PrimartumorgroRe und dessen (lokal) invasiven Wachstums sowie des
Allgemeinzustandes/Komorbiditaten des Patienten, sollte sorgfaltig die geeignete Therapie oder
Therapiekombination gewahlt werden. Prinzipiell ist die chirurgische Resektion eines
Pankreaskarzinoms mit Ziel einer RO-Resektion [53] bei Patienten ohne Fernmetastasen und ohne
Wachstum in die A. mesenterica superior, die effektivste Therapie [54] und stellt die einzig kurative
Therapiemdglichkeit mit dem besten Prognosefaktor dar [55-57]. Die mediane post-operative
Uberlebenszeit bei einer R0O-Resektion liegt bei 24,6 Monaten, bei einer R1-Resektion bei 11,9
Monaten und bei einer R2-Resektion bei nur 8,9 Monaten [58]. Grundsatzlich sollten resezierbare
Tumore entfernt werden. Laut Doi et. al ist die mediane Uberlebenszeit bei chirurgisch therapierten
Patienten signifikant hoher als bei Patienten mit alleiniger Radiochemotherapie. Ebenso ist die 5-
Jahres Uberlebensrate nach Resektion bei 10% und bei alleiniger Radiochemotherapie bei 0%
[54]. Meist ist allerdings die Resektion aufgrund der sehr spat gestellten Diagnose und des bereits
stark fortgeschrittenen Krankheitsstadiums nicht mehr moglich [57]. Bei nur etwa 20% der
Patienten ist der Tumor zum Zeitpunkt der Diagnose noch resektabel [59, 60]. Patienten, bei
denen die Krankheit weit fortgeschritten und vorerst keine Resektion des Tumors mdglich ist,
werden neoadjuvant, perioperativ und/oder palliativ versorgt.

Das operative Vorgehen ist abhangig von der Lage des Tumors, dem Stadium, der Tumorgrdfie
und dem infiltrativen Wachstum. Die OP-Techniken sind:

Duodenopankreatektomie (klassische Whipple'sche Operation) bei Pankreaskopfkarzinomen.

Hierbei werden der Pankreaskopf, Duodenum, Gallenblase inklusive des Ductus choledochus und
Teile des Magen reseziert.

Bei der pyloruserhaltenden Pankreaskopfresektion (PPPD-Magenausgang-erhaltende

Whipple'sche Operation) wird die partielle Entfernung des Magens unterlassen, wodurch die
physiologische gastrointestinale Motorik erhalten bleibt. Weitere OP-Techniken sind die distale

Pankreatektomie (Pankreaslinksresektion) meist in Verbindung mit einer Splenektomie, aufgrund

betroffener Lymphknoten bei Tumorlokalisation in Pankreaskdrper oder -schwanz und als letztes

die totale Pankreatektomie (Resektion von Pankreas, Duodenum, Gallenblase, und Milz) [33, 47].

Indikationen fir eine totale Pankreatektomie sind beispielweise, wenn keine pankreatische
Anastomose mdglich ist, starke Blutungen nach einer Pankreasanastomose auftreten oder das

Vorhandensein von Tumorrestgewebe nach einer partiellen Resektion. Um postoperative
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Komplikationen moglichst gering zu halten, empfiehlt es sich, die Milz, falls mdglich nicht zu
resezieren [61].

5 Jahre postoperativ sind etwa nur noch 15-20% der Patienten am Leben, die meisten Patienten
sterben aufgrund von Rezidiven oder Metastasen. Dies bestatigt, dass die chirurgische Resektion

alleine nicht ausreichend fir eine kurative Therapie ist [62].

3.9.2 Die adjuvante/neoadjuvante Therapie

Im Anschluss an eine chirurgische Resektion des Primartumors sollte innerhalb von 6 Wochen
postoperativ eine unterstutzende adjuvante Therapie beginnen, um Rezidiven und gdf.
vorhandenen Mikrometastasen entgegenzuwirken. Die Chemotherapie sollte fur 6 Monate
durchgefihrt werden [4, 47]. Sowohl die krankheitsfreie/progressionsfreie Zeit, als auch die
mediane Uberlebenszeit der Patienten kdnnen dadurch signifikant verlangert werden. Eine Studie
aus dem Jahr 2001 zeigte, dass sich die mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit adjuvanter
Chemotherapie postoperativ signifikant erhéht (19,7 Monate zu 14,0 Monaten) [63]. Laut Oettle et.
al haben Patienten mit einer Gemcitabin-Therapie eine signifikant hohere krankheitsfreie Zeit im
Vergleich zu nicht adjuvant therapierten Patienten (13,4 Monate vs. 6,9 Monate). Auch die 5-
Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) bei Gemcitabin behandelten Patienten war nahezu doppelt so
hoch, wie bei nicht-adjuvant behandelten Patienten mit 22,5% zu 11,5% [64, 65].

Zwischen den Zytostatika Gemcitabine und 5-Fluorouracil (5-FU)+Leucovorin wurden keine
Unterschiede in Bezug auf die Gesamtluberlebenszeit gezeigt, auch die mediane progressionsfreie
Uberlebenszeit von 14,3 Monaten bei Gemcitabin bzw. 14,1 Monaten bei 5-FU+Leucovorin
therapierten Patienten zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied [66].

Allerdings zeigt eine Studie von 1997, dass Gemcitabine bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom eine bessere Symptomlinderung erreicht, im Gegensatz zu 5-FU [67]. 2010
wurde gezeigt, dass beide Zytostatika erhdhte Nebenwirkungen wie Stomatitis, Diarrhoe oder eine
hamatologische Toxizitat aufwiesen [66]. Da bei den meisten Patienten, wie bereits erwahnt, zum
Zeitpunkt der PDAC Diagnose die Erkrankung weit fortgeschritten und zunachst als nicht
resezierbar gilt, kénnen perioperativ. Chemotherapie oder Chemoradiotherapie angewendet
werden. Dies dient der Minderung der TumorgrofRe, um anschlie®end ein RO-/R1-
Operationsergebnis zu ermdglichen.

Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem, nicht resezierbarem Pankreastumor kann mithilfe einer
perioperativen neoadjuvanten Therapiestrategie bei bis zu 40% der Patienten eine RO-/R1-
Resektion erreicht werden [58].

Auch die Uberlebenszeit von primér resezierten Tumoren mit anschlieRender Chemotherapie war
ahnlich zu Patienten mit perioperativer neoadjuvanter Therapie und anschlielliender Resektion
[68].
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Aktuelle Empfehlungen zu neoadjuvanten Therapien bei metastasietem PDAC sind die
Kombinationstherapie FOLFIRINOX, sowie die nab-Paclitaxel/Gemcitabin-Therapie.

Die FOLFIRINOX Kombinationstherapie ist aus Folinsdure (Leucoverin), 5-FU, Irinotecan und
Oxaliplatin zusammengesetzt. Voraussetzungen fur diese Therapie sind ein gunstiges Risikoprofil
in Bezug auf einen guten ECOG-Performance-Status (0 oder 1; Eastern Cooperative Oncology
Group von 0-5 - 0 normale, uneingeschrankte Aktivitat wie vor der Erkrankung, 5 tot), normale
oder nur gering veranderte Bilirubinwerte sowie ein Patientenalter von maximal 75 Jahren [69]. Die
Uberlebensraten bei Patienten mit FOLFIRINOX Therapie sind teilweise mehr als doppelt so hoch
wie die Uberlebensraten bei Gemcitabin therapierten Patienten. Die 6 bzw. 18 Monate
Uberlebensrate bei FOLFIRINOX Therapie vs. Gemcitabin therapierten Patienten liegen laut einer
Studie von 2011 bei 6 Monaten 75,9% zu 57,6% bzw. bei 18 Monaten bei 18,6% zu 6,0%.

Das mediane Uberleben bei einer FOLFIRINOX Therapie liegt (ber der medianen
Gesamtuberlebenszeit von Patienten mit einer Gemcitabin Therapie (siehe Kapitel 1.9.3 palliative
Versorgung) [69]. Zudem wurde das progressionsfreie Uberleben durch eine FOLFIRINOX
Therapie im Gegensatz zur Gemcitabin Therapie von 3,3 Monaten auf 6,4 Monate verlangert [69].
Eine Studie aus 2013 berichtete Uber die Erstlinientherapie mit der Kombination nab-Paclitaxel und
Gemcitabin im Vergleich zur Gemcitabin-Monotherapie. Bei der Kombination konnte eine mediane
Gesamtuberlebenszeit von 8,5 Monaten erreicht werden im Gegensatz zu einer Monotherapie mit
Gemcitabin, bei welcher die mediane Gesamtuberlebenszeit bei 6,7 Monaten lag. Auch die 1-
Jahres-Uberlebensrate (1-JUR) lag bei der Kombinationstherapie nab-Paclitaxel-Gemcitabin bei
35% im Vergleich zu 22% bei der Gemcitabin-Gruppe. Zudem war das mediane progressionsfreie
Uberleben bei der Kombinationstherapie im Gegensatz zur Gemcitabintherapie verlangert (5,5
Monate zu 3,7 Monate) [70].

3.9.3 Die Palliative Versorgung

Bei 30-40% der Patienten ist zum Zeitpunkt der Diagnose der Tumor bereits lokal fortgeschritten
[68]. Um Krankheitssymptome und Lebensqualitat dieser Patienten mit dem primaren Ziel die
Resektabilitdt des Tumors zu erreichen, werden Patienten mit lokal fortgeschrittenem PDAC,
Rezidiven oder bei vorhandenen Fernmetastasen palliativ versorgt. Voraussetzung fir eine
palliative  Therapie ist ein guter Allgemeinzustand des Patienten. Die mediane
Gesamtuberlebenszeit bei palliativ versorgten Patienten liegt gerade mal bei 9-10 Monaten [33].

Eine Studie von 1997 hat ergeben, dass sich Gemcitabin als Erstlinientherapie beim lokal
fortgeschrittenen PDAC besser eignet als 5-FU. Gemcitabin hat eine signifikant verbesserte
tumorbezogene Schmerzausschaltung, sowie eine signifikant erhdhte mediane Uberlebenszeit
(5,65 Monate vs. 4,41 Monate) [67]. In neueren Studien wurde eine Kombinationstherapie aus
Leucovorin, Oxaliplatin, Irinotecan, und Fluorouracil (FOLFIRINOX) mit einer Gemcitabin-

Monotherapie bei Patienten mit metastasiertem PaCa verglichen. Es stellte sich heraus, dass die
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1-JUR bei einer FOLFIRINOX- Therapie mit 48,4% doppelt so hoch, verglichen mit einer
Gemcitabin-Therapie (20,6%) ist. Auch die mediane Gesamtiberlebensrate ist mit einer
FOLFIRINOX-Therapie um 4,3 Monate gestiegen.

Neben der palliativen Chemotherapie, sind auch supportive Therapieziele wie
Schmerzausschaltung,  Verringerung belastender  tumorbezogener = Symptome  und

Erhaltung/Verbesserung der Lebensqualitat von grof3er Bedeutung.

3.10 Physiologie und Anatomie des Pankreas beim Tier

Beim Tier wird das Pankreas wie beim Mensch ebenfalls in drei Teile unterteilt, ndmlich einen
mittleren Pankreaskoérper (Corpus pancreatis), einen rechten Duodenalschenkel (Lobus pancreatis
dexter) sowie einen linken Milzschenkel (Lobus pancreatis sinister). Abhangig von der Tierart
besitzt das Pankreas einen bzw. zwei Sekretausflihrungsgange, den Ductus pancreaticus und den
Ducuts pancreaticus accesorius. Die Mundung befindet sich in Abhangigkeit des Ductus entweder
direkt im Duodenum oder gemeinsam mit dem Gallengang (Ductus choledochus) im Duodenum
(Abschnitt des Dunndarms).

Wie beim Menschen, besitzt auch das Tier Langerhans’sche Inseln (Insulae pancreatici),
allerdings im Unterschied zum Menschen nur mehrere Tausende. Auch hier werden die Hormone
Insulin und Glucagon fir die Regulierung des Blutzuckerspiegels gebildet, sowie der

wachstumshemmende Faktor Somatostatin [71].

3.10.1 Erkrankungen des Pankreas beim Kleintier

Im Allgemeinen kommen Pankreastumore bei allen Tieren auflerst selten vor, zumeist nur als
Zufallsbefund.

Pankreasadenome und Pankreasadenokarzinome kommen am ehesten bei Kleintieren, wie Hund
und Katze vor. Bei beiden Tumorarten ist hauptsachlich der exokrine Teil des Pankreas betroffen.
Pankreasadenome gehen meist von den Azinuszellen aus und kommen, wenn Uberhaupt, nur bei
Katzen vor. Eine eindeutige histologische Differenzierung zwischen einer nodularen Hyperplasie
und einem Pankreasadenom ist nicht moglich. Pankreaskarzinome betreffen das Gangepithel oder
die Azinuszelle. Wie auch beim Menschen ist die Konsistenz durch desmoplastische Reaktionen
tumortypisch sehr derb und fest.

Auch bei Tieren metastasiert der Tumor friih in benachbarte Organe und Gewebe wie Leber,
Darm, Lunge, Lymphknoten (wie Lymphonodi pancreaticoduodenales (falls vorhanden) und den
rechten Leberlymphknoten) und in das Peritoneum, wo er meist multiple Knoten bildet.
Differentialdiagnostisch fur Pankreasadenome und Pankreaskarzinome kommt vor allem die

nodulére Hyperplasie in Frage [72].
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Das Pankreaskarzinom bei Tieren entsteht haufig im mittleren Bereich bzw. im Pankreaskopf und
selten im Pankreasschwanz. Durch diese Lokalisation entsteht eine ahnliche Symptomatik wie
beim Menschen, beispielsweise ein Gallengangsstau mit Ikterus, abdominaler Schmerz und
Kachexie des Patienten sind Ublich.

Eine Studie aus 2004 Uber das Pankreasadenokarzinom bei der Katze berichtete Uber die
Vielseitigkeit in der Symptomatik, der Variabilitdt im Alter der Tiere (4-20 Jahre), der Rasse, dem
Geschlecht, dem Gewicht und auch Uber die vielseitigen Veranderungen der Laborparameter.
Symptome sind vor allem Anorexie (75%), Erbrechen (63%), abdominaler Schmerz (38%), eine
palpierbare abdominale Umfangsvermehrung und/oder lkterus. Bei Katzen sind zusatzlich
paraneoplastische Symptome, wie eine symmetrische Alopezie im Gesicht, der unteren
Korperhéalfte sowie medial der Gliedmalien bekannt [73]. In Bezug auf Laborwerte lasst sich vor
allem eine Leukozytose und veranderte Leberwerte feststellen.

Fur die Diagnose beim Kleintier eignet sich vor allem ein abdominaler Ultraschall aber auch eine
Roéntgenaufnahme des Abdomens kann gegebenenfalls réntgendichtere Strukturen zu erkennen
geben.

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik und einer friihen Metastasierung ist auch hier die
Mortalitat hoch und die Uberlebenszeit sehr niedrig [74-76].

Aufgrund der weitreichenden Funktionen der G-Protein gekoppelten Rezeptoren im Organismus
und ihrer groRRen klinischen Bedeutung in Bezug auf die Wirkung vieler bereits bestehender
Arzneimittel ist diese Superfamilie von groRer Bedeutung, vor allem aber auch fir die

Neuentwicklung von Arzneimittel als Bestandteil neuer Therapiemdglichkeiten gegen das PDAC.

3.11 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR- G-Protein-coupled receptors)

Zur Superfamilie der G-Protein (Guanosintriphosphat-bindende Proteine, GTP-bindende Proteine)
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehéren ca. 800 Transmembran-Rezeptoren [77, 78]. Damit
stellen sie die grofite Klasse der Membranproteine in Sdugetiergenomen dar.

Sie nehmen an verschiedenen physiologischen Funktionen, wie z.B. der Aktivierung intrazellularer
Signalkaskaden fur Zellproliferation- und motilitat, Embryogenese, Wundheilung, Inflammation
aber auch an pathologischen Zellfunktionen, wie dem Tumorwachstum, der Angiogenese und der
Metastasierung teil [78, 79]. Die meisten Medikamente (44%) haben Rezeptoren als Zielstruktur,
wovon etwa 19% gegen GPCRs gerichtet sind. Somit sind ungefahr 36% der Arzneimittel gegen
GPCRs gerichtet, wodurch sie eine wichtige Quelle bei der Entwicklung neuer Arzneimittel
darstellen [78, 80]. Die GPCRs koénnen in funf Familien aufgeteilt werden und alle besitzen sieben

transmembrane Untereinheiten als strukturelle Gemeinsamkeit.
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Die funf Familien sind: die Rhodopsin-Familie (701 Mitglieder), die Adhasions-Familie (24
Mitglieder), die Frizzled/Taste-Familie (24 Mitglieder), die Glutamat-Familie (15 Mitglieder) und die
Secretin-Familie (15 Mitglieder) [77].

Einige der GPCR-Rezeptoren sind bis heute noch nicht vollstdndig auf deren molekulare
Funktionen und endogene Liganden erforscht. Daher werden diese als “orphan receptors®
(Rezeptorwaisen) bezeichnet [81, 82].

Auch die Lgr-Rezeptoren (Leucin-reiche Rezeptoren, Leucin-reich repetierenden G-Protein
gekoppelte Rezeptoren) gehdrten lange Zeit zu den “orphan receptors”, allerdings wurden diese
2011 ,deorphanized”. Die R-Spondine 1-4 (roof plate-specific spondin; RSPO1-4) wurden als
Liganden fur die Rezeptoren Lgr4-6 identifiziert. Sie verstarken Prozesse der Wnt/R-Catenin
Signalkaskade und fihren zur Proliferation epithelialer Zellen. Des Weiteren stellen die Lgr-
Rezeptoren Marker fur gewebsansassige Stammzellen in verschiedenen Organen, wie der Niere
oder dem Darmepithel dar [83, 84]. Diese sezernierten Proteine (RSPO1-4), fungieren als
Agonisten in der Wnt/-R-Catenin Signalkaskade und potenzieren ein vorbestehendes Signal durch
Bindung der Lgr-Rezeptoren [82, 85-89].

3.11.1 Aufbau und Rolle des Lgr4-Rezeptors

Der Lgr4-Rezeptor, auch GPR48 genannt, ist ca. 107kb grof3 und gehdrt zur rhodopsinartigen
Familie der GPCRs. Die chromosomale Lokalisation ist noch nicht eindeutig geklart. Laut Hsu et al.
ist das Gen auf 5934-35.1 und laut Nakata et al. 2014 befindet es sich auf Chromosom 11 Position
11p14-p13. Der Lgr4-Rezeptor besitzt eine extrazellulare Domane mit 17 ,leucin-rich repeats”
(LRRs), wobei jede aus 24 Aminosauren besteht und zur Bindung der Liganden dient. Diese
Wiederholungssequenzen (LRRs) besitzen jeweils eine N-terminale Kappe (LRR-NT) am Anfang
und eine C-terminale Kappe (LRR-CT) am Ende. Zwischen den 17 LRRs und den 7
Transmembrandomanen (TM) liegt die LRR-CT-Region (Hinge-region). Diese verbindet die 7TM
mit den LRRs. Am Ende der transmembrandren Segmente befindet sich intrazellular der C-

Terminus zur Interaktion der Signalproteine (siehe Abb.4) [78, 90-92].
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Abbildung 4 Aufbau des Lgr4-Rezeptors, modifizierte Abbildung [92], mit freundlicher Genehmigung von Frau
M. I. Garcia, Ph.D
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Die Expressionsmuster, sowie der Aufbau des Lgr4-und Lgr5-Rezeptors weisen mit 45% eine
hohe Ahnlichkeit auf [90, 93-95]. Aufgrund des weit verbreiteten Expressionsmusters nimmt der
Lgr4-Rezeptor eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung verschiedener Organe ein. Eine hohe
Expression ist unter anderem in den Nieren, den Ovarien, Darm, Leber, Knochen und Haaren zu
beobachten [83, 93, 95].

Ein Lgr4-Knockout bei Mausen flhrt zu embryonaler und perinataler Letalitat oder seltener kurze
Zeit nach der Geburt zum Tod. Diese hohe Letalitat zeigt die Bedeutung des Lgr4-Gens fir das
Uberleben und das Wachstum neugeborener Mause.

Mause mit einem Lgr4-Mangel dagegen, weisen vielseitige Abnormalitaten verschiedener Organe
und erhebliche Entwicklungsstérungen auf [95]. Unterentwickelte abnormale Organe sind
beispielsweise Nieren, Gallenblase [83, 94] aber auch Entwicklungsstdérungen der Zahne [96], der
Haarfollikel mit daraus resultierenden Alopezien sind zu beobachten [94, 97]. Des Weiteren kann
es zu Malformationen der Augenlider kommen, wodurch es zu gedffneten Augen der Mause bei
der Geburt kommt, Microphthalmie, Irishypoplasie sowie Iridocorneale Malformationen etc. [98,
99].

Eine weitere Folge des Lgr4-Mangels ist die Beeintrachtigungen des Darmtrakts, dies ist vor allem
bei der embryonalen Entwicklung zu beobachten. Beispielsweise weisen diese Mause 15 Tage
postnatal, aufgrund einer verminderten Paneth-Zell-Differenzierung, eine deutlich reduzierte Tiefe
der Lieberkihn’schen Krypten [94, 100] auf.

Die Ergebnisse einer Studie aus 2009 zeigten, dass infolge eines Lgr4-Mangels die Gallenblase,
sowie der Gallengang bei 100% der Mause nicht ausgebildet war, woraus sich schlielen lasst,
dass die Expression des Lgr4-Rezeptors auch hier von groRer Bedeutung ist. Nicht betroffen war
allerdings das umliegende Gewebe, wie beispielsweise der Ductus hepaticus communis [101].
Abnormalitaten betreffen auch den mannlichen Geschlechtstrakt, bei welchem es unter anderen
Stérungen auch zur Entwicklung eines hypoplastischen Nebenhodens kommt [102].

Aufgrund dieser pleiotropen Effekte, denen der Lgr4-Rezeptor zugrunde liegt, sterben Mause mit
einem Lgr4-Mangel meist sogar noch vor oder sehr kurze Zeit nach der Geburt. Kennzeichnend ist
hier eine deutliche Unterentwicklung der Tiere, welche sich durch ein stark reduziertes
Geburtsgewicht (14% geringeres Geburtsgewicht) mit deutlich verkleinerten Organen, wie Nieren
oder Leber, bemerkbar macht [83, 93, 95]. Des Weiteren hat der Lgr4-Rezeptor ebenso eine
bedeutende Rolle bei der Proliferation epithelialer Zellen. Hier zeigt sich als Folge eines Lgr4-

Mangels eine bis zu 50% retardierte epitheliale Zellproliferation [100, 103].

3.11.2 Der kanonische Wnt-/B-Catenin Signaltransduktionsweg

Der kanonische Wnt-Signalweg (auch R-Catenin-abhangiger Signalweg genannt) ist essentiell fur
das normale Zellwachstum, die Embryogenese, Zellproliferation, Differenzierung und die

Gewebehomobostase in adultem Gewebe [104, 105]. Defekte im Wnt-Signalweg oder eine
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aberrante Aktivierung stehen unter anderem in Verbindung mit Krankheiten wie Kolonkarzinomen,
Ovarialkarzinomen, Brustkrebs, degenerativen Erkrankungen, Knochenerkrankungen, Diabetes
etc. [1086].

Im Wnt-Signalweg werden 2 Stadien unterschieden. Ein ,on State® mit der Prasenz und Bindung
eines Wnt-Liganden und der daraus resultierenden Aktivierung der Signalkaskade, sowie ein
inaktives Stadium (,off State) ohne einen Wnt-Liganden, bei welchem das Protein R-Catenin in
einem Proteinkomplex gebunden vorliegt.

Dieser Proteinkomplex (R-Catenin-Destruktionskomplex oder Degradationskomplex) befindet sich
im Zytoplasma und sorgt mithilfe seiner Bestandteile daflir, dass B-Catenin standig abgebaut wird
und somit nicht die Transkription bestimmter Wnt-Zielgene aktivieren kann. Bestandteile des
Proteinkomplexes sind:

das Gerustprotein  Axin1/2, das Adenomatous-polyposis-coli  Protein  (APC), ein
Tumorsuppressorprotein und 2 Kinasen, der Glykogensynthase-Kinase3 (GSK3R, Enzym) und
der Casein-kinase 1a (CK1a, Enzym) [107]. Mithilfe der beiden Serine/Threonine Kinasen wird das
intrazellulare Protein R-Catenin an den Stellen Ser45 (CK1a.,), Ser33, Ser37 und Thr41 (GSK3R)
phosphoryliert [108, 109] und dies wird durch die zwei Proteine Axin und APC unterstitzt [107,
110-113].

Durch das Anhéngen der Phosphorylgruppen wird es durch das F-box Protein beta-transducin
repeat containing E3 ubiquitin protein ligase (R-TrCP) gebunden und ubiquitiniert. Dadurch wird 13-
Catenin letztendlich fir den Abbau im 26S Proteasom markiert [114-116]. Aufgrund des standigen
R-Catenin Abbaus wird die R-Catenin Konzentration im Zytoplasma geringgehalten und es findet
keine Translokation in den Nukleus statt. Im Nukleus binden anstelle des [-Catenin
transkriptionelle Repressoren der Groucho Familie (TLE- transducin-like enhancer of split und
CtBP- C-terminal binding Protein) an TCF/LEF (T-cell factor/lymphocyte enhancer factor), welche
Histon-Deacetylasen (HDACs) aktivieren und Acetylreste der DNA entfernen. Durch diese
komprimierte DNA wird die Expression Wnt-spezifischer Gene blockiert [117-120].

Bei Bindung eines Wnt-Liganden an den Frizzled-Rezeptor (FZD) [121, 122] und dessen Co-
Rezeptor, low-density lipoprotein receptor related proteins 5 and 6 (LRP5/6) wird die
Signaltransduktionskaskade aktiviert. Durch Bindung Dishevelled Protein (Dsh, Dvl) an den
intrazellularen C-terminalen Teil des FZD-Rezeptors und Axin1/2 kommt es zum Zerfall des R-
Catenin Abbaukomplexes [123, 124].

Als Resultat des Zerfalls des Destruktionskomplexes wird R-Catenin nicht abgebaut, sondern
stabilisiert sich im Zytoplasma. Folglich steigt die R-Catenin Konzentration im Zytoplasma an.
Durch diese Akkumulation kommt es zur Translokation von R-Catenin in den Nucleus, wo es mit
den Transkriptionsfaktoren TCF/LEF als Cofaktor agiert und die Transkription spezifischer Wnt-
Zielgene induziert [118, 125].
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Abbildung 5 Ubersicht des kanonischen Wnt-Signalwegs, modifizierte Abbildung [126], mit freundlicher
Genehmigung des ELSEVIER Verlag

a) Links off-state:

Ohne Wnt-Liganden Bindung an die Rezeptoren (FZD und LRP5/6) liegt 3-Catenin gebunden im Destruktionskomplex
vor und wird mithilfe der Kinasen, GSK3R und CSK1a phosphoryliert, durch R-TrCP ubiquitiniert und anschlieRend im
Proteasom zerstort. Im Nukleus befindet sich kein B-Catenin, wodurch keine Genexpression Wnt-spezifischer Gene
stattfindet. Es bindet stattdessen der transkriptionelle Repressor TLE an TCF, welcher die HDACs aktiviert.

b) Rechts on-state:

Durch Bindung eines Wnt-Liganden an den FZD und seinen Co-rezeptor LRP5/6 wird die Signalkaskade aktiviert und
das Dvl-Protein rekrutiert. Aufgrund der Bindung von Dvl an den FZD- Rezeptor und einer Phosphorylierung des LRP-
Rezeptors kommt es zum Zerfall des R-Catenin Destruktionskomplexes. Dadurch stabilisiert und akkumuliert das
intrazellulare R-Catenin. AnschlieBend wird R-Catenin in den Nukleus transloziert, wo es an TCF bindet, als
transkriptioneller Co-Aktivator arbeitet und zur Expression Wnt-spezifischer Gene fihrt.

Ergebnisse einer Studie aus 2015 zeigten, dass Subpopulationen von Pankreaskarzinomzellen mit
erhdhter Wnt-Aktivitat Eigenschaften von Krebsstammzellen aufweisen (diese Tumorzellen kbnnen
zum einen durch Dedifferenzierung entstehen oder aus fehlregulierten kleinen
Stammzellpopulationen hervorgehen). Einige Krebszellen besitzen essentielle
Stammzelleigenschaften, wie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, Differenzierung und Proliferation

in verschiedene Zelltypen, daher werden sie auch als Tumorstammzellen oder Krebsstammzellen
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(CSC- Cancer stem cells) bezeichnet. Diese Krebsstammzellen werden durch einen Lgr-RSPO-
Komplex reguliert [127] aus diesem Grund gehe ich im Weiteren naher auf die Definition und

Funktion der Stammzellen und Krebsstammzellen ein.

3.12 Stammazellen

Multipotente Stammzellen werden im Allgemeinen als Zellen, die das Potenzial haben sich selbst
zu erneuern und sich unbegrenzt zu vermehren, sowie die Fahigkeit besitzen sich in verschiedene
Zelltypen zu differenzieren, definiert. Stammzellen sind daher fir die Entwicklung und Erhaltung
des Gewebes, sowie fur die Wundheilung und Regeneration zustandig.

Bei der Selbsterneuerung (self-renewal) entstehen bei symmetrischer Teilung zwei Tochterzellen,
die wieder Stammzellen sind. Bei asymmetrischer Teilung entstehen eine Tochterzelle und eine
Progenitorzelle (Vorlauferzelle). Die Progenitorzelle differenziert sich in einen Zelltyp des
jeweiligen Gewebes (gewebs- und organspezifisch) und ist Gberwiegend fur die Regeneration und
Erhaltung des Gewebes zustandig. Die Stammzell-Tochterzelle ist fur die Erhaltung des
Stammzell-Pools zustandig. Somit ist flr die Regulierung und Erhaltung des Stammzell-Pools eine
Balance zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung von essentieller Bedeutung.

Die Stammzellen befinden sich in einem ,quiescent’ Stadium (G0-Ruhestadium) und werden durch

extrinsische und intrinsische Faktoren reguliert, wodurch sie in den jeweiligen Zellzyklus eintreten.

[128-132].
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Abbildung 6 Zellteilungsmechanismen der Stammzellen, modifizierte Abbildung [128], mit freundlicher

—_—

Genehmigung von Herr J. Cai, Ph.D

Die Stammzellen befinden sich im Ruhestadium ,quiescent” oder treten in den Zellzyklus ein. Im Zellzyklus findet eine
symmetrische oder asymmetrische Zellteilung statt, bei welcher Tochterstammzellen und/oder Progenitorzellen
entstehen. Die Progenitorzellen differenzieren sich anschlieend zu gewebsspezifischen Zelltypen.
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3.13 Krebsstammazellen

Wie bereits erwahnt besitzen einige Krebszellen essentielle Stammzelleigenschaften, wie die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung, Differenzierung und Proliferation in verschiedene Zelltypen. Somit
haben normale Stammzellen, wie auch CSCs das Potenzial in normales gesundes Gewebe, wie
auch in abnormales Gewebe zu proliferieren. Es wurden bereits gewisse Parallelen in der
Regulierung durch die Signalwege zur Selbsterneuerung in normalen Stammzellen und CSCs
nachgewiesen, allerdings ist bisher unklar, ob CSCs von Beginn an die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung besitzen oder ob sie diese erst durch weitere Differenzierungen erlangen [72].
Bis heute sind CSCs nicht vollstandig erforscht und der Ursprung der pluripotenten Stammzellen in
den Tumoren variiert.

Aktuelle Erkenntnisse zeigen allerdings, dass CSCs unter anderen in soliden Tumoren auch im
PDAC vorhanden sind. Diese CSC weisen eine hohe Resistenz gegeniber Chemotherapeutika

auf und sind verantwortlich fur ein invasives (metastatisches) Wachstum [133].

3.14 Ziele der vorliegenden Arbeit

Aufgrund einer starken Therapieresistenz, einer schneller Metastasierungsrate und einer hohen
Rezidivgefahr, besteht eine sehr schlechte Prognose fur Patienten mit einem PDAC und dieses
Karzinom nimmt daher den Platz der vierthdufigsten Krebstodesursache weltweit ein.

Ursachen hierfur sind maoglicherweise das Vorhandensein von Krebsstammzellen (CSCs). Wie
bereits erwahnt zeigen Subpopulationen von Pankreaskarzinomzellen mit erhéhter Wnt-Aktivitat
Eigenschaften von CSCs auf und werden u.a. durch den Lgr-RSPO-Komplex reguliert. [127].
Aufgrund dieser Voruntersuchungen besteht das Ziel dieser Arbeit darin, den Einfluss des Lgr4-
Rezeptors in Bezug auf das Tumorneubildungspotential, die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
die Metastasierungsfahigkeit in vivo zu untersuchen.

Mithilfe einer Expressionsanalyse verschiedener Pankreaskarzinomzellen (KPC/KPCZ) soll gepruft
werden, inwiefern die Lgr4-Expression das Tumorwachstum und die Metastasierung im PDAC
beeinflusst.

Die Experimente wurden mit den KPC/KPCZ Zelllinien durchgefuhrt. Diese Primarzelllinien wurden
aus Tumoren von Mausen (Stammhintergrund C57BL/6) isoliert, kultiviert und anschlielend
mithilfe einer PCR die Reinheit der erzeugten Krebszellpopulationen Uberpruft.

Mit vier dieser Zelllinien wurden die in vitro sowie in vivo Versuche durchgefuhrt.
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4 Material-und Methodenteil

4.1 Material

4.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verwendete Materialien

Bezeichnung

Hersteller

6, 12, 24-Well-Platte

96-Well-Platte (beschichtet),

96-Well-Platte (flach)

2ml, 5ml, 10ml Stripetten
25ml, 50ml Stripetten
0,1-2,5; 0,5-10pl; 10-100ul;
20-200ul, 100-1000ul
Pipetten

0,1-2,5; 0,5-10ul, 100-200ul,

100-1000ul Pipettenspitzen
PCR clean Tubes 0,2ml;
0,5ml

PCR Pipettenspitzen 0,1-
2,5; 0,5-10ul, 100-2004l,
100-1000pl

Einfrierbehalter

Entwicklerkasette

15ml Falcon

50ml Falcon

Dako Pen

Deckglaschen

Detektionsreagenz

Nunc 6-Well Plate,
Nunclon™ delta surface
Corning ultra-low attachment
Surface, TC-Platte 96 Well
Standard F

Costar serological pipet
Cellstar serological pipet

Laborpipetten

Laborpipetten

epT-.P.S

PCR clean Tubes 0,2ml;
0,5ml

TipOne Bevelled Filter Tips
(sterile) DNase-, RNase-,
DNA-&Pyrogen-Free

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Hypercassette

Zentrifugenréhrchen 15

50ml Polypropylene Conical
Tube

Hydrophobic pen
20x26x0,4mm

ECL™ Western Blotting

Detection Reagents

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Corning, Wiesbaden
Corning, Wiesbaden
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

STARLAB GmbH, Hamburg

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

GE healthcare, Minchen
TPP- Sigma Aldrich,
Steinheim

Falcon, A Corning Brand,
Wiesbaden

k.A.

Menzel Glaser, VWR,
Darmstadt

GE Healthcare, Minchen
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Einbettkassetten
FACS-Ro6hrchen
Filterpapier

Film

Handschuhe Grolke S/7
Kryoréhrchen

Membran
Mikroreaktionsgefald 0,5ml;
1,5ml; 2,0ml
Multipipette
Multistepperaufsatz
100ul,1ml

Objekttrager

Petrischale

Tube mit Filterdeckel

Zellkulturflaschen T25, T75,
T175 mit Schraghals

Zellschaber

Zellsieb 40um, 70um,

100um

Zellzahler

Rotilabo-Einbettkassetten,
Spezialpolymer, blau

5ml Polystyrene Round-
Bottom Tube

Whatman Filter Paper
Amersham Hyperfim™ ECL,
High performance
chemiluminescene Film
ecoSHIELD Eco Nitrile
PF250

CryoTube ™ Vials

Nitrocellulose-transfer
Membran

Safe-Lock Tubes 0,5ml;
1,5ml; 2,0ml

Multipipette plus
Combitips plus 5ml, 50ml

Glass slides

Nunc ™ Petri Dishes

Falcon 5ml Round Bottom
Polystyrene Test Tube with
Cell Strainer Snap Cap
Nunc Easy Flask 25,75,175
mit 25cm?, 75cm? und
175cm? Bodenflache

Cell Scraper M

Cell Strainer 40pum, 70um,
100pm Nylon

Mechanischer Zellzahler

Carl Roth, Karlsruhe

Falcon, A Corning Brand,
Wiesbaden

Bio-Rad, Miinchen
Amersham Biosciences,

Freiburg

Shield Scientific,
Bennekom, Niederlande
Thermo Fisher Scientific
Nunc, Darmstadt
LI-COR, Frankfurt

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Marienfeld- Superior,
Lauda-Konigshofen
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Corning, Wiesbaden

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt

TPP- Sigma Aldrich,
Steinheim

Falcon, A Corning Brand,
Wiesbaden

VWR, Darmstadt
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4.1.2 Laborgerate

Tabelle 3: Laborgeréte

Laborgerat Bezeichnung Hersteller

Accu-Jet Accu-Jet pro Brand, Wertheim

Autoklav Autoclave Unisteri MMM Mdinchner Medizin
Mechanik, Minchen

Brutschrank COz2 Inkubator 37°C, 5% CO. Binder, Tuttlingen

Blotzelle XCell Il TM Blot Module Invitrogen- Thermo Fisher

Blottkammer

ChemiDoc

Dampfsterilisator

DNA-Arbeitsbank

Durchlichtmikroskop

Eismaschine
Elektronischer pH-Meter
FACS-Durchflusszytometer

Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
-20°C Gefrierschrank
(Proteinlabor)

-80°C Gefrierschrank

Histomat

Inkubator 37°C
(Proteinlabor)

Inkubator 37°C (Histologie)
Inverses Mikroskop (IM)
murine Zellkultur

Inverses Mikroskop Olympus

XCell SureLock™ Mini-Cell

ChemiDoc™ MP Imaging
System

Varioklav Dampfsterilisator

DNA workstation
Leitz Laborlux S
Durchlichtmikroskop mit

Phasenkontrast

Flow cytometer LSR
Fortessa
Electronic balance FX-40

Fluorescence Microscope

Gewebeeinbettautomat Leica
TP1020

Olympus IX50 Phase

Scientific, Darmstadt
Invitrogen- Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt
Bio-Rad, Munchen

HP Medizintechnik GmbH,
Munchen
Uni Equip, Minchen

Zeiss, Oberkochen

KBS, Mainz

Knick, Berlin

BD Biosciences,
Heidelberg

A&D, Ahrensburg
Zeiss, Oberkochen
Kirsch, Willstatt-Sand

Siemens, Minchen

Leica, Wetzlar

Memmert,
Bichenbach
Binder, Tuttlingen

Zeiss, Oberkochen

Olympus, Hamburg
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(primare Zelllinie)
Kryostat

Kihlschrank 4°C (FACS-
Labor)

4°C Kuhlschrank (murine
Zellkultur)

4°C Kuhlschrank (Protein-
Labor)

Kihlzentrifuge

Magnetrahrer

Mikrotiterplatten-Lesegerat

Mikrotom

Mikrozentrifuge

(Proteinlabor)

Nanodrop 2000

Neubauer- Zahlkammer

Nikon Mikroskop mit Kamera

Odyssey

Paraffinausgief3station

Power Supply

Real-Time PCR

Rontgenfilmentwickler

Schuttler
(Immunfluoreszenz)
Schuttler (Proteinlabor)

Contrast Inverted Microscope
Leica CM 1950

Liebherr profiline

Centrifuge 5417R

VersaMAX ELISA Mikroplate
reader

Microm HM400 Sliding
Mikrotom

High speed Mini-Zentrifuge

Haemocytometer (0,100mm
Tiefe, 0,0025mm?)

Nikon DIAPHOT 300
Odyssey CLx Imaging
System

Tissue-Tek TEC™5
ParaffinausgieRkonsole
Power Supply Power Pac
3000

Step one PCR system

Curix 60
Rontgenfilmentwickler
Kompaktschuttler KS-10

Kreisschittler KM2

Leica, Wetzlar

Kirsch und Liebherr,
Willstatt-Sand, Minchen
Liebherr, Biberach

Kirsch und Siemens,
Willstatt-Sand, Minchen
Eppendorf AG, Hamburg
Janke & Kunkel, IKA
Werke GmbH&Co. KG,
Staufen im Breisgau
Molecular Devices,
Biberach an der Rif}
Microm GmbH, Heidelberg

JHB- LABTECH, Bexbach

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

LO- Laboroptik,
Friedrichsdorf

Nikon, Dusseldorf
LI-COR, Frankfurt

Sakura, Staufen

Bio-Rad, Miinchen

Applied Biosystems-
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Agfa, Mortsel, Belgien

Edmund Bihler GmbH,
Hechingen
Edmund Buhler GmbH,

Hechingen
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Schuttler (Proteinlabor 4°C
Kuhlschrank)
Sorter

Spulmaschine
StepOne PCR System

Sterilbank
Stickstofftank
Streckbad

Thermocycler

Thermomixer

Tischschuttler

Trockenschrank

Vortex-Mixer (FACS-Labor)

Vortex (Proteinlabor)

Waage

Warmwasserbad

Warmeschrank (Histologie)
Wecker
Zentrifuge (FACS-Labor)

Zentrifuge (FACS-Labor)

Zentrifuge (murine Zellkultur)

Mini-Wippschuttler WT16

BD FACSAria lll

Miele Professional

Sterile Bench Herasafe
Paraffinstreckbad, runde
Ausfuhrung
Mastercycler gradient

Thermomixer comfort

Vortexer

Vortex-Genie2

Vortex Schuttler VF2

Digitale Waage
Wasserbad, 37°C

Warmlagerschrank

Rotanta460R

Rotina 48R

Centrifuge 5810R

Biometra GmbH, Gottingen

BD Biosciences,
Heidelberg

Miele, Gltersloh

Applied Biosystem-Thermo
Fisher Scientific,
Darmstadt

Heraeus, Hanau

Air Liquide

Medax, Neumuinster

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Janke & Kunkel, IKA
Werke GmbH&Co. KG,
Staufen im Breisgau
Thermo Heraeus
Scientific Industries (Si),
New York, USA

Janke & Kunkel, IKA
Werke GmbH&Co. KG,
Staufen im Breisgau
Mettler Toledo, GielRen
Julabo GmbH, Seelbach

Memmert, Buchenbach
Carl Roth, Karlsruhe
Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen
Eppendorf AG, Hamburg
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4.1.3 Losungen, Medien und Puffer

4.1.3.1 Murine Zellkultur

Tabelle 4: Murine Zellkultur

Losungen
DMEM/F12

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DPBS-steriler Waschpuffer

80% Ethanol

Fetal Bovin Serum/Fetal Calf
Serum

Gigasept

Methylzellulose
Penicillin-Streptomycin
RPMI 1640 Medium with L-
Glutamine

Trypanblau

Trypsin-EDTA

(Ethylendiamintetraessigsaure)

Hersteller

Gibco/ Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt
Serva, Heidelberg
PAN Biotech GmbH,
Aidenbach

Apotheke

Biochrom GmbH/ Merck,
Berlin

Schulke, Hamburg
Sigma-Aldrich/ Merck,
Steinheim
Sigma-Aldrich/Merck,
Steinheim

Gibco/ Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich/ Merck,
Steinheim

Lonza, Koln

4.1.3.2 Losungen fiir das Durchflusszytometer

Tabelle 5: Losungen fiir das Durchflusszytometer

Losungen
7-AAD Viabilitat Farbeldsung

Bovines Serum Albumin (BSA)

FACS-Clean
FACS-Rinse

Intrazellularer Fixierpuffer

Natriumazid 10%

Hersteller

BioLegend GmbH, Koblenz
Biomol GmbH, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
eBiosciences/ Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt
Morphisto GmbH, Frankfurt

am Main

Katalognummer

11330-032

20385
P04-36500

30062017
S 0115

125602
M0387

P4458-100ML

21875-034

T8154

BE17-161E

Katalognummer
420404
01400
340345
340346
00-8222-49
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Permeabiliserungspuffer 10x

Millipore

4.1.3.3 Losungen und Chemikalien fiir den Western Blot

eBiosciences/ Thermo Fisher

Scientific, Darmstadt
Abteilung Anasthesie,
GrolRhadern

Tabelle 6: Losungen und Chemikalien fiir den Western Blot

Chemikalie

[3-Mercaptoethanol

Ammoniumpersulfate (APS)
Blotting Puffer (10x)

Glycin

HCI

Isopropanol

Laufpuffer (10x)

Ladepuffer 4x

(4x Laemmli Ladepuffer)
Methanol

Milchpulver

30% Polyacrylamid
Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards
Protease-inhibitor Cocktail
Tabletten:

complete ULTRA Tablets,
Mini EDTA-free, EASYpack
PhosSTOP, EASYpack
RNAse-freies Wasser
RIPA-Lysepuffer 10x

SDS

TEMED

Tris Base

Tween 20

Hersteller
Sigma-Aldrich/ Merck,
Steinheim

Serva, Heidelberg
Bio-Rad, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Munchen

Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Munchen

Roche, Mannheim

Qiagen, Hilden

Merck Millipore, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Munchen
Sigma-Aldrich/ Merck,

Steinheim

00-8333-56

Katalognummer
M6250

13376.01
161-0771
3187.4
1.09057.1000
UN1219
161-0772
161-0747

1.06009.1000
T145.2
3029.1
161-0374

05892791001

04906837001
129112
20-188
2326.2
161-0800
161-0716
P1379
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4.1.3.4 Losungen fiir die Inmunfluoreszenz

Tabelle 7: Losungen fiir die Inmunfluoreszenz

Losungen
Formaldehydlésung 4%

Goat Serum
Hydrogen Peroxide 30%
Klarlack

Mounting Medium

Triton™ X-100

4.1.3.5 Losungen fiir die PCR

Tabelle 8: Losungen fiir die PCR

Losungen
RNaseZAP™

Hersteller

Apotheke GroRRhadern
Sigma-Aldrich/ Merck,
Steinheim

Merck, Darmstadt
k.A.

Vector Laboratories,
Burlingame USA
Sigma-Aldrich/ Merck,

Steinheim

Hersteller
Sigma-Aldrich/ Merck,

Steinheim

4.1.3.6 Losungen fiir die Haimatoxylin Eosin Farbung

Tabelle 9: Losungen fiir die Himatoxylin Eosin Farbung

Losungen

Eosin Y (Yellowish)
Ethanol 70%
Ethanol 96%
Ethanol 99%

Hamalaunlésung nach Mayer

Xylol

Hersteller

Merck, Darmstadt
Apotheke Grof3hadern
Apotheke GroRRhadern
Apotheke Grof3hadern
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Katalognummer
29188
G6767

8.22287.1000
k.A.

Vectashield H-1000

T8787

Katalognummer
R2020

Katalognummer
115935

109249
9713.4
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4.1.4 Assays und Kits

Tabelle 10: Assays und Kits

Produkt

iScript cDNA synthesis Kit
Pierce ™ BCA Protein Assay

Kit

SsoFast EvaGreen

SuperScript ™M VILO ™ cDNA

Synthesis Kit

Total RNA Kit peqGOLD

Hersteller

Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt

Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific,

Peglab a VWR brand,

Katalognummer

4.1.5 Rekombinante Proteine und Inhibitoren

Tabelle 11: Rekombinante Proteine und Inhibitoren

Cat#1708891
Cat#23225

Cat#172-5201
Cat#11754-050

Cat#12-6834-02

Produkt Bezeichnung Hersteller Katalognummer
B27 B27™ Supplement Gibco/ Thermo Cat#12587-010
(50x), minus Vitamin  Fisher Scientific,

A Darmstadt

EGF Recombinant Human ImmunoTools GmbH, Cat#11343406
Epidermal Growth Friesoythe
Factor (rh EGF)

FGF-R Recombinant Human ImmunoTools GmbH, Cat#11343623
Fibroblast Growth Friesoythe
Factor-basic (rh
FGF-b/FGF-2)

TGF-’31 Recombinant Human ImmunoTools GmbH, Cat#11343160
Transforming Growth  Friesoythe
Factor-beta 1 (rh
TGF-R1)

TGF-R31 Recombinant Human PeproTech GmbH, Cat#100-21

TGF-R1 (HEK 293

derived)

Hamburg
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4.1.6 Antikorper

4.1.6.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Tabelle 12: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Spezifitat Konjugat Isotyp End- Hersteller Katalog-
volumen nummer
Anti- APC, monoclonal Mouse- 5pl pro R&D # FAB7750A
hLgr4/GPR48 IgGs  0,5x10° Systems,
Minneapolis,
USA
Anti- PE, monoclonal Mouse- 5ul pro R&D # FAB7750P
hLgr4/GPR48 IgGs  0,5x10° Systems,
Minneapolis,
USA
Anti-GPCR Monoclonal Rat- 0,6ul pro Abcam, # Ab166659
GPR48 I9gG2a  1,0x10° Cambridge
United
Kingdom
Goat Anti-Rat  Polyclonal,sec.Antibody 1gG 1:2000- Abcam, # 150157
IgG H&L 1:4000 Cambridge
100ul pro United
0,5x10° Kingdom
IsoTyp- APC Mouse 5ul pro R&D #1C0041A
Control IgG2b  0,5x10° Systems,
Minneapolis,
USA
Mouse FC- Rat - 1ul pro BD # 553142
Block ™ Anti- 0,5x10° Biosciences
Mouse
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4.1.6.2 Western Blot

Tabelle 13: Antikorper fiir den Western Blot

Antikorper Hersteller Katalognummer
Anti-Lgr4 Sigma-Aldrich/Merck, # HPA 030267
Steinheim

Anti-GAPDH CST, Frankfurt am Main #5174S
Anti-Vimentin CST, Frankfurt am Main #5741S
Anti-E-Cadherin rabbit CST, Frankfurt am Main # 3195S
Anti-E-Cadherin mouse CST, Frankfurt am Main # 5296S
Anti-mouse CST, Frankfurt am Main #7076S
Anti-rabbit CST, Frankfurt am Main #7074S

4.1.6.3 Immunfluoreszenz

Tabelle 14: Antikorper fiir die Immunfluoreszenz

Antikorper Hersteller Katalognummer

Anti-Lgr4 antibody Sigma-Aldrich/ Merck, # HPA 030267
Steinheim

Anti-E-Cadherin rabbit CST, Frankfurt am Main # 3195S

Fluorescein goat anti-rabbit Invitrogen/ Thermo Fisher # F2765

IgG Scientific, Darmstadt

Hoechst 33342 Invitrogen/ Thermo Fisher # H3570

Scientific, Darmstadt

4.1.7 Primer fiir die PCR

Tabelle 15: Primer fiir die PCR

Primer Hersteller Katalognummer
Mm_Lgrd va.1_SG Qiagen, Hilden #QT 01065302
QuantiTect Primer Assay

Mm_GAPDH Qiagen, Hilden #AT 00199388
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4.1.8 OP Material und Pharmaka

4.1.8.1 OP-Material

Tabelle 16: OP-Material

Name/Bezeichnung It.

Hersteller

Hersteller

Artikelnummer

Kryoroéhrchen mit
Zellsuspension/ CryoTube™
Vials

Desinfektionsspray/ Poly-
Alkohol Haut

80% Ethanol

Gazetupfer/ Gazin
Mullkompressen 7,5x7,5cm
Gesichtsmaske/ Barrier
Medical Face Mask
Handschuhe GroRe S 6-7/
ecoSHIELD Eco Nitrile PF250
Kanulen braun/ Microlance™ 3
27G

Kanlen gelb/ Microlance™ 3
30G

Klammerapparat/ Reflex 7
Clip Applier
Klammerentferner/ Reflex Clip
Remover

Kopfhaube/ Bouffant
Kryordhrchen/ CryoTube ™
Vials

Leukoplast/ Leukopor
Mikrolitersprite/ Microliter
Syringe

Nahtmaterial Vicryl 4-0
absorbierbar/ Vicryl Plus 4-0
Nahtmaterial Vicryl 5-0
absorbierbar/ Prolene 5-0
Rasierer/ AESCULAP

Thermo Fisher Scientific

Nunc, Darmstadt

Antiseptika, Pulheim

Apotheke GroRhadern
Lohmann&Rauscher GmbH &
Co.KG, Neuwied

MolInlycke Health Care GmbH,
Dusseldorf

Shield Scientific, Bennekom,
Niederlande

BD Medical, Heidelberg

BD Medical, Heidelberg

CellPoint Scientific,
Gaithersburg, USA
CellPoint Scientific,
Gaithersburg, USA
Medline, Kleve

Thermo Fisher Scientific
Nunc, Darmstadt

BSN Medical, Hamburg

Hamilton GmbH, Minchen

Ethicon, Norderstedt

Ethicon, Norderstedt

B. Braun, Hessen

377224

UN1219

UN1170
13621

4236

625122

303800

303400

204-1000

203-1000

FS63350
377224

1698801
80408

VCP292H

8710H

GT-415
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Schermaschine Exacta

Saugkissen/ MoliNea Plus Hartmann, Heidenheim 161600
Skalpell/ Feather Disposable Feather, Japan 5205052
Scalpel
Spritzen 1ml/ Plastipak 1ml BD Medical, Heidelberg 303172
Steriles Abdecktuch/ Secu Sengewald Klinikprodukte 538823
Drape GmbH, Rohrdorf
Sterile Klammern/ Reflex 7 CellPoint Scientific, 205-1000
Clips Gaithersburg, USA
Styroporbox mit Eis
Warmeplatte / Thermolux WITTE + SUTOR GmbH, 463265
Murrhardt
OP Besteck
Anatomische Pinzette k.A. --
Chirurgische Pinzette k.A. --
Nadelhalter k.A. --
Osenpinzette k.A. -
Schere vorne spitz k.A. --
Schere vorne stumpf k.A. --
Skalpell k.A. --
4.1.8.2 Pharmaka
Tabelle 17: Pharmaka
Pharmakon Bezeichnung It.  Hersteller Wirkstoff und Dosis
Hersteller Konzentration
Anasthetika
Medetomidin Domitor Orion Medetomidinhydrochlorid,
Injektionslosung, Pharma 1mg/ml Dosis MMF:
Midazolam Midazolam B.Braun Midazolamhydrochlorid, 2,5ul/g Maus
B.Braun 5mg/ml
Injektions-
/Infusions-
/Rektallésung
Fentanyl

Antagonisten




Atipamezol Antisedan
Naloxon Naloxon-
ratiopharm

Injektionslosung,

Flumazenil Flumazenil
HEXAL
Injektionslosung

Analgetika

Novalgin Novaminsulfon-
ratiopharm
Injektionslosung

Rimadyl Rimadyl
Injektionslosung
fur Hunde und
Katzen

Verdiinnung

NaCl 0,9% Isotonische
Kochsalzlésung

Augensalbe

Bepanthen

Augen- und

Nasensalbe

Orion Atipamezolhydrochlorid,

Pharma 5mg/ml

ratiopharm Naloxonhydrochlorid, Dosis ANF:
GmbH 0,4mg/ml 8.,5ul/g Maus
Hexal AG Flumazenil, 0,1mg/ml

ratiopharm Metamizol-Natrium 1-H2O, (1:10

GmbH 0,5g/ml verdunnt)

1,5ul/g Maus
Zoetis Carprofen, 50mg/mi (1:50
Deutschland verdunnt)
GmbH 50ul/Maus
Fresenius Natriumchlorid 0,9% Verdlinnung
Kabi fur Novalgin
Deutschland und Rimadyl
GmbH

Bayer Vital Dexpanthenol 5% -
GmbH

4.1.9 Software

Tabelle 18: Software

Software

Hersteller

BD FACSDiva™ Software v8.0.1

BD-Becton Dickinson, Heidelberg

Endnote X8

Clarivate Analystics vormals Thomson

Reuters, Munchen

FlowJo v10 FlowdJo, LLC, USA

GraphPad Prism 5,6,7 GraphPad

Imaged 1.52a Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA
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MS Office Version 16.10

Microsoft, Minchen

SoftwareMaxPro 6.5.1

Molecular Devices, Biberach an der Rif3
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4.2 Methoden

421 Zellkultur

4.2.1.1 Murine PDAC Zelllinien - KPC, KPCZ

Es wurden vier murine PDAC Zelllinien in die Zellkultur aufgenommen. Die epitheliale KPC Zelllinie
661, eine gemischte KPC 438, eine mesenchymale KPC 550, sowie eine KPCZ epitheliale Zelllinie
426 mit einem ZEB1KD (Zinc-finger E-box binding homeobox 1- oder TCF8- Knockdown,
Transkriptionsfaktor). Die vier Zelllinien wiesen eine hohe phanotypische Variabilitdt auf und

stammen aus dem KPC-Maus-Modell, welches ein klinisch-relevantes Modell des PDAC darstellt.

4.2.1.2 Kultivieren der neuen Zellen

Die murinen PDAC Zelllinien, KPC, wurden auf Trockeneis in einem Kryoréhrchen geliefert und im
Labor in Stickstofftanks gelagert. Vor dem Aussaen wurden vier T75-Zellkulturflaschen mit je 15ml
vorgewarmtem Nahrmedium unter der Sterilbank vorbereitet. Die KPC/KPCZ Zelllinien wurden
dann frisch aus dem Stickstofftank entnommen und in einem Wasserbad bei 37°C geschwenkt.
Sobald noch ein kleiner, gefrorener Zellknopf zu sehen war, wurden die Zellen in 10ml
Nahrmedium verdinnt, zentrifugiert und nach Resuspension in Nahrmedium in Zellkulturflaschen
ausgesat.

Am darauffolgenden Tag wurde das Nahrmedium abgenommen und durch frisches Medium
ersetzt. Dadurch wurden tote und nicht adharente Zellen eliminiert. Die Zellen wurden in den

nachsten Wochen, abhangig von der Konfluenz des Zellrasens, in eine neue Flasche passagiert.

RPMI 1640 Medium 500ml
+FBS 50ml
+PenStrep 5ml

Tabelle 19: Herstellung des Nahrmediums

4.2.1.3 Einfrieren einer Zelllinie

Um eine ausreichende Anzahl an frischen Zellen dauerhaft zu lagern, wurden moglichst frih nach
dem Ausaen einer neuen Zelllinie, Kryoréhrchen der vier Zelllinien angelegt. Dazu wurden die

Zellen zunachst in vielen T-175-Zellkulturflaschen vermehrt, um eine grof3e Anzahl an Zellen mit
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geringer Passagezahl zu haben. Fur das Einfrieren wurden die Zellen isoliert und das Zellpellet,
abhangig von der ermittelten Zellzahl, in Gefriermedium (45ml FBS+ 5ml DMSO) resuspendiert.
Pro Kryoréhrchen wurden ca. 1,0x10’Zellen in 1ml Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen
mussten anschlielend sofort in einem mit Isopropanol gefullten Einfrierbehalter (Kihlungsrate von
-1°C/Min. (Minute)) bei -80°C fur mindestens 24h heruntergekuhlt werden. Danach wurden sie zur

dauerhaften Lagerung in einen Stickstofftank Uberfuhrt.

4.2.1.4 Passagieren (Subkultivieren) der Zellen

Die Zellen wurden routinemaRig unter der Sterilbank in regelmaRigen Abstdnden passagiert. Als
erstes wurde die Konfluenz des Zellrasens am Boden der Zellkulturflasche unter dem Mikroskop
beurteilt. Sobald die Zellen zu 70-80% konfluierten, wurden sie in eine neue, sterile Kulturflasche
Uberfuhrt. Das Subkultivieren der Zellen erfolgte stets unter der Sterilbank, welche vor Beginn des
Passagierens 20 Min. angeschaltet wurde und mit 80%-igem Ethanol desinfiziert wurde, um
Kontaminationen der Zellen in Kultur zu verhindern. Wahrenddessen wurde das Nahrmedium,
Trypsin-EDTA sowie die DPBS Ldésung in einem Wasserbad bei 37 °C aufgewarmt. Die
KPC/KPCZ Zelllinien sind adharent wachsende Zellen, wodurch das alte Nahrmedium problemlos
entfernt werden konnte. AnschlieRend wurden die adharent gewachsenen Zellen mit sterilem
DPBS mehrfach vorsichtig gespult, um Reste von serumhaltigem Medium zu entfernen, welches
die Wirkung von Trypsin durch eine langere Einwirkzeit beeintrachtigt hatte und um tote, nicht
adharente Zellen zu entfernen. Durch Zugabe von Trypsin-EDTA und anschlieRender Inkubation
im Brutschrank von bis zu 4 Min. kam es zu einer enzymatischen Reaktion, bei welcher es zur
Lésung der Zellen vom Flaschenboden kam. Bei stark adharent wachsenden Zellen konnte
zusatzlich die Loésung der Zellen durch leichtes Klopfen mit den Handflachen gegen die
Zellkulturflasche verstarkt werden. Durch eine Kontrolle unter dem Mikroskop konnte der Verlust
der Adhédrenz bestatigt werden. Zur Unterbrechung der enzymatischen Reaktion wurde
Nahrmedium hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Suspension in ein 50ml Falcon Uberfuhrt und
bei Raumtemperatur mit 500 g fir 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet durch Vermischen auf dem Vortex-Mixer und leichtes Klopfen gelést. Danach wurden
2ml Nahrmedium auf das Zellpellet gegeben und die Suspension mithilfe des Vortex-Mixers
homogenisiert. Damit die Zellen mdglichst vereinzelt in einer neuen Flasche kultiviert werden
konnten, wurden die Zellen mit einer 1000pl Pipette mehrmals resuspendiert. Um die Zellen in
einer gewilnschten Zelldichte auszusaen, wurde vorher die Zellzahl mithilfe einer
Trypanblaufarbung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.1.5). Nach
diesem Schritt konnte die gewlnschte Zellmenge in eine neue, mit Nahrmedium befillte,
Zellkulturflasche Uberflhrt werden. Der Rest der Zellen konnte fur weitere Versuche direkt geerntet

oder verworfen werden. Fir die Isolation von Zellpellets wurden die Zellen mit sterilem DPBS
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gewaschen, bei 500g fur 5 Min. zentrifugiert und bei -80°C gelagert. Die KPC/KPCZ Zelllinien
wurden abhangig von den darauffolgenden Experimenten 1:5 bis 1:20 verdinnt. Mit der
Verdinnung von 1:20 wurden die Zellen in einem Rhythmus von 3-4 Tagen routinemafig
gesplittet. Zum Abschluss wurde das erfolgreiche Splitten der Zellen durch Bestatigung der
vereinzelten und geldsten Zellen unter dem Mikroskop bestétigt. Die Zellen wurden dann im
Brutschrank bei 37°C und 5%igem CO2-Gehalt kultiviert.

Die KPCZ 426 Zelllinie bendtigte eine langere Einwirkzeit des Trypsin-EDTA als die anderen 3
KPC Zelllinien, da die Zellen eine hohe Adharenz aufwiesen und sich somit nur sehr schlecht vom
Zellkulturboden l6sen lieRen. Teilweise mussten die Zellen mithilfe eines Zellschabers geldst
werden. Bei der KPC 438 Zelllinie musste auf eine gute Resuspension geachtet werden, da diese
stark verklumpt und somit inselférmig und nicht gleichmafig konfluent gewachsen ist. Bei der
Kultivierung primarer Zellen, also aus subkutanem oder orthotopem Tumormaterial, mussten die
Zellen beim Subkultivieren immer mithilfe eines Zellschabers vom Boden geldst werden. Die
Menge der hinzugegebenen Losungen, Medien und Puffer war abhangig von der GroRe der

Zellkulturflaschen.

Alle Zelllinien wurden routinemafig und laboribergreifend auf Kontaminationen mit Mykoplasmen
Uberpraft. FUr den Mykoplasmentest wurde 1ml des alten Nahrmedium in ein 1,5ml Eppendorf-
Tube Uberfluhrt. Das Nahrmedium sollte hierfir mindestens 3 Tage in Kultur gewesen sein. Die
Probe wurde bei 4°C fur 4 Min. mit 950g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden 100ul des
Uberstands in ein neues Eppendorf-Tube uberfiihrt. Danach wurden die Proben bei 96°C fir 5
Min. im Thermocycler inkubiert und anschlieRend bei -20°C bis zur Testung auf Mykoplasmen

gelagert. Nach maximal 40 Passagen wurden frische Zellen aus den Stickstofftanks ausgesat.

4.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat der Zellen

Nachdem das Zellpellet am Ende des Passagierens in 2ml Nahrmedium gelést wurde, wurden
zwischen 50-100ul Zellsuspension in ein Well einer 96-Well-Platte gegeben. Die Zellzahl wurde
durch Auszahlung von mindestens zwei Grollquadraten einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Die Verdinnung, Zellsuspension zu Trypanblau-Lésung, variierte je nach Grolke der
Zellkulturflasche und Konfluenz des Zellrasens zwischen 1:5 bis 1:20 (Zellen: Trypanblau). Mithilfe
der Trypanblaufarbung wurde die Zellzahl, sowie das Verhaltnis von toten zu vitalen Zellen
bestimmt. Vitale Zellen erschienen im mikroskopischen Bild hell, wahrenddessen tote Zellen,

aufgrund einer nicht intakten Zellmembran den Farbstoff aufnehmen und somit tiefblau erschienen.

50



Formel zur Berechnung der Zelldichte:

Zelldichte (Zellen/ml) =

Zellzahl
Anzahl der Grofdquadrate

X Kammerfaktor X Verdiinnungsfaktor X Vol.Zellsuspension

Kammerfaktor= 10.000
Verdunnungsfaktor= Verdinnung mit Trypanblau-L6sung

Volumen Zellsuspension= Menge zugegebenes Nahrmedium nach Zentrifugation

4.2.1.6 Zellkultur von multizellularen Tumoraggregaten (Sphéaroide)

Spharoide sind dreidimensionale, kugelférmige, vielzellige Tumoraggregate, welche in-vitro
kultiviert werden konnen.

Um einen Unterschied der Expression des Lgr4-Rezeptors feststellen zu kdnnen, wurden in
Abhangigkeit der darauffolgenden Versuche Spharoide steril eingesat. Fur die Spharoidkultur
wurde eine 12-Well-Platte mit 2,5ml Spharoidmedium pro Kavitat befillt. Die Zellen wurden, wie
oben beschrieben, steril isoliert. Von jeder der 4 Zelllinien wurden 4 Wells mit je 50.000 Zellen/Well
ausgesat. Die Spharoidkultur erfolgte in der Regel fur 7 Tage. Zur Isolierung wurde das Medium
mit den Spharoiden direkt in ein 50ml Falcon Uberfiihrt und zusatzlich adharent angewachsene
Zellen mit Trypsin-EDTA gel6ost. AnschlieBend wurde die Suspension zentrifugiert und entweder
direkt mit dem Durchflusszytometer analysiert oder als Zellpellet bei -80°C gelagert. Fur die
Aufnahme von Zellpellets wurden die Spharoide vorher mit PBS gewaschen, bei 500g fur 5 Min.

zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und das Pellet bei -80°C gelagert.

DMEM/F12 Medium inklusive 1% PenStrep 30ml

B27 (50x) 600ul
FGF-B (100ug/ml) 3l
EGF (500ug/ml) 1,2yl

Tabelle 20: Herstellung des Spharoidmediums
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4.2.1.7 Epitheliale mesenchymale Transition (EMT) Stimulation der Zellen

Die Stimulation der Zellen wurde in 6-Well-Platten durchgefiihrt. Es wurden 0,25x10° Zellen in 3ml
Nahrmedium pro Well in eine 6-Well-Platte eingeséat. Je Zelllinie wurden jeweils 2 Wells verwendet,
ein Well ohne Stimulans (Kontrolle) und einem Well wurden TGF-R1 [5ng/ml] am ersten Tag
hinzugegeben.

Das Zytokin TGF-1 wurde in verschiedenen Zeitintervallen auf die Zellen gegeben.

Es wurden zwei verschiedene Behandlungszeitrdume angesetzt.

Ein Behandlungszeitraum dauerte funf Tage mit Zytokingabe am 1.-4. Tag. Die anderen Zellen
dieses Stimulationszeitraums erhielten anfangs 2 Tage hintereinander TGFR3-1 und wurden dann
nicht weiter behandelt.

Der nachste Behandlungszeitraum dauerte sieben Tage mit taglicher Stimulation bis zum vierten
Tag, an welchem die Zellen gesplittet wurden. AnschlieRend wurde der eine Teil der Zellen
weiterstimuliert (= Langzeitbehandlung, TGFR-1) und der andere Teil der Zellen wurde nicht weiter
behandelt (= Kurzzeitbehandlung, (TGFR-1)).

Vor jeder Stimulation der Zellen wurde stets das Nahrmedium ausgetauscht.

Um die morphologischen Unterschiede der stimulierten Zellen feststellen zu kénnen, wurden ab

dem zweiten Tag der Stimulation lichtmikroskopische Bilder der Zellen angefertigt.

4.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur quantitativen Messung von bestimmten
Oberflachenmolekulen und intrazellularen Proteinen in einem Flissigkeitsstrom.

Die Messung basiert auf Antigen-Antikbrper Reaktionen, mithilfe von spezifischen
fluoreszenzfarbstoff-markierten AK, welche die Antigene spezifisch binden.

Auf Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften kdnnen gefarbte Einzelzellen in
Zellsuspension genauer charakterisiert werden. Einerseits kdnnen die Zellgré3e und Granularitat
der Zellen Uber die Lichtstreuung detektiert werden, andererseits Zelleigenschaften unter mithilfe

von Fluoreszenzfarbstoffen untersucht werden.

4.2.2.1 Messung mit dem Durchflusszytometer

Durch die vom Gerat zugegebene Tragerflissigkeit (Sheath fluid) wird eine laminare Strémung, ein
sogenannter Hullstrom, erzeugt. Aufgrund der Querschnittsverringerung der Messkuvette wird
sowohl der Probenstrom als auch der Hullstrom beschleunigt und gleichzeitig verjungt

(hydrodynamische Fokussierung). Diese beiden Strdomungen vermischen sich dabei nicht.
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Die Zellen werden mithilfe einer Kapillare der hochprazisen Messkivette aufgesogen und
gelangen dadurch in die Durchflusszelle, wo sie durch eine hydrodynamische Fokussierung am
Laser vorbeitransportiert werden.

Dadurch wird der Abstand zwischen den direkt aufeinanderfolgenden Zellen vergréfRert, sodass die
Zellen sequentiell, jeweils einzeln, den fokussierten Laserstrahl passieren, wodurch jede einzelne
antikérpermarkierte Zelle detektiert wird.

Sobald die Zelle den Analysepunkt, d.h. den Schnittpunkt zwischen Zelle und Laserstrahl, erreicht,
kommt es zu einer Streuung des Laserstrahls.

Gemessen wird zum einen die Lichtstreuung, welche aus Vorwartsstreulicht (FSC-Forward
Scatter) und Seitwartsstreulicht (SSC-Side Scatter) besteht und zum anderen die Fluoreszenz.

Messung der Lichtstreuung

Das Vorwartsstreulicht ist die Lichtbeugung, gemessen entlang der Achse des einfallenden
Lichts, welche proportional zur Zellgrofie ist und somit ein Mal} fur die ZellgroRe darstellt.

Das Seitwartsstreulicht ist die Lichtbrechung und Reflexion, gemessen im 90°Winkel zum
einfallenden Licht, welche proportional zur Zellgranularitdt ist und somit ein Mal} derselben
darstellt.

Diese Informationen werden auf einem Graphen gesammelt, haufig liegt SSC auf der y-Achse und
FSC auf der x-Achse.

Fluoreszenzmessung

Gleichzeitig wird im Durchflusszytometer die Fluoreszenz der AK gemessen. Die Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes werden durch den Laserstrahl angeregt und auf ein héheres Energieniveau
gehoben. Nach dem Laserimpuls fallen die Elektronen wieder auf ihr Ursprungsniveau zurtick und
geben dabei Energie (in Form von Photonen) ab. Die emittierte Photonenkonzentration wird

detektiert und ist proportional zur Menge des gebundenen AKs.

-
Probenrohrchen .‘ . ’ ..
.. @ Sample
hydrodynamisohe . Tragerflussigkeit
S ‘ Detector
Laser 10
Fluoreszenzfarbstoff Vorwirtsstreulicht (FSC-
- .\ Forward Scatter) Ma8 fur die
/‘ Zeligrofie
° “ Detector
3 Seitwartsstreulicht (SSC- Side Scatter)
/# ~ l . l MaB fur die Zellgranularitat
) . Photodetektor
- Messung der
. Photonenkonzentration
o PY |
b s 4

Abbildung 7 Prinzip eines Durchflusszytometers; modifizierte Abbildung [134], mit freundlicher Genehmigung
von Frau S. Sabban, Ph.D
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Alle Proben wurden mit dem Durchflusszytometer BD LSRFortessa gemessen. Der Flow-
Cytometer ist mit 5 Lasern konfiguriert: blau (Wellenlange 488nm), rot (640nm), violett (405nm),
gelbgrin (561nm) und UV (355nm). Die Auswertungen erfolgten mit der BD FACSDiva Software.

Durch das Gaten, also der Selektion einer spezifischen Zellpopulation, konnten die

unterschiedlichen Expressionen des Lgr4-Rezeptors bestimmt werden.

4.2.2.2 Extrazellulare Anfarbung

Die zu analysierenden Zellen wurden beim Passagieren steril aus der Zellkultur isoliert. Nach der
Isolation wurde die gewlnschte Zellmenge fir den Farbungsprozess in FACS-Roéhrchen wberfuhrt.
Fir die extrazellulare Farbung wurden 0,5x10° Zellen in 100ul FACS-Puffer gelost. Fir jede
Zelllinie wurde zusatzlich zu den gefarbten Zellen ein ungefarbtes (unstained) FACS-R&hrchen
angelegt, welches dieselben Schritte des Protokolls ohne fluorochromgekoppelten-AK durchlief.
Als erster Schritt wurde der AK auf die Zellsuspensionen gegeben, danach wurden die Proben auf
dem Vortex-Mixer vermischt und fur 15-30 Min. lichtgeschutzt, in einer Dunkelkammer bei RT
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit kann der AK spezifisch binden.

Laut Herstellerangaben wurden 5ul AK fiir 0,5x10 © Zellen verwendet.

Nach der Inkubation erfolgte ein Waschschritt mit 2ml FACS-Puffer (Rezeptur siehe Tabelle 21)
pro Probe und anschlielRend eine Zentrifugation (5 Min. mit 500g RT). Nach dem Zentrifugieren
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 200-500ul FACS-Puffer geldst.

Fir die Farbung mit dem abcam AK wurden 3 FACS-Roéhrchen fir die verschiedenen
Verdinnungen des sekundaren AK angelegt.

Als erstes wurde 1ul (Konz.0,5ug/0,5x10°) Mouse Fc Block auf die zu farbenden Zellen gegeben
und fur 5 Min. bei RT inkubiert. Durch Zugabe des Fc-Blocks werden unspezifische Bindungen
minimiert ohne die Bindung des primaren AKs zu beeintrachtigen. Danach wurde jeweils 1ul des
primaren AKs hinzugegeben und fur 30 Min. bei RT in der Dunkelkammer inkubiert. Nach der
Inkubation wurden alle Proben 2x mit je 2ml FACS-Puffer bei 500g fur 5 Min. gewaschen.
Anschliefend wurden je 100pl des sekundaren AKs hinzugegeben und fur 30 Min. bei RT in der
Dunkelkammer inkubiert. Der sekundare AK wurde 1:2000, 1:3000 und 1:4000 mit FACS-Puffer
verdunnt. Danach erfolgte nochmals ein doppelter Waschgang mit je 2ml FACS-Puffer bei 500g fur
5 Min.

Abhangig von der eingesetzten Zellmenge wurden zwischen 200-500ul FACS-Puffer fur die
Messung mit dem Durchflusszytometer hinzugegeben.

Die stimulierten Zellen aus der Kultur wurden nach der gleichen Vorgehensweise geerntet. Es
wurde flr jede der Proben (unbehandelt und TGF-31) eine ungefarbte Kontrolle mitgemessen.

Far das Sorting wurden die Zellen im Anschluss an die Farbung auf Eis in das Institut fur

Epidemiologie und Kreislaufkrankheiten (IPEK) gebracht.
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4.2.2.3 Viabilitatsfarbung fiur die Analyse mit dem Durchflusszytometer

Der Nukleinsaurefarbstoff 7-AAD  (7-Amino-actinomycin D) ist ein interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff, welcher an doppelstrangige DNA bindet. Der Farbstoff eignet sich daher zur
Detektion toter Zellen bei der Analyse mit dem Durchflusszytometer.

Es wurden 5ul (Konzentration 50ug/ml) auf 0,5x10° Zellen gegeben und fiir 5-10 Min. in einer

Dunkelkammer inkubiert. Die Messung musste direkt im Anschluss der Inkubation stattfinden.

4.2.2.4 Kompensation

Falls die Proben mit einem zweiten Fluorochrom gefarbt wurden, musste vor der Messung eine
sogenannte Kompensation durchgefiihrt werden, um somit eine Uberlappung der verschiedenen
Fluoreszenzspektren, d.h. das Uberstrahlen eines Fluorochromes in den Fluoreszenzbereich
anderer Fluorochrome zu vermeiden. Der Lgr4-AK ist APC konjugiert und der 7-AAD Farbstoff liegt
auf Kanal PerCP Cy5.5. Da diese beiden Fluorochrome sehr dicht aneinander liegen und sich

Uberlappen wirden, wurde hierfir eine Kompensation durchgefuhrt.

BSA 59
Natriumazid 2 ml
1x DPBS 1 Liter

Tabelle 21: Rezeptur des FACS-Puffer

4.2.2.5 Intrazellulare Anfarbung

Fir die intrazellulare Farbung wurden ebenfalls 0,5x10° Zellen in 100ul FACS-Puffer gelést und pro
Zelllinie ein unstained Rohrchen angelegt. Bei der intrazellularen Farbung ist es von groflder
Bedeutung, dass die Zellen vorerst fixiert und die Membran fir die intrazellularen AK
permeabilisert wird, sodass diese an das intrazellulare Antigen binden kénnen.

Als erstes wurden je 100yl intrazellularer Fixierpuffer auf alle Proben verteilt und far 20 Min. bei RT
in einer Dunkelkammer inkubiert. Danach erfolgte zweimal ein Waschschritt mit je 2ml PermPuffer
(1:10 mit Millipore verdlinnt) pro Probe und einer Zentrifugeneinstellung von 5009 fur 5 Min. bei RT
(Raumtemperatur). Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde der fluoreszenz-gekoppelte AK
hinzugegeben und fur 30-60 Min. bei RT Licht geschitzt inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte
nochmals ein wie oben beschriebener Waschgang mit PermPuffer und anschlielend wurde den
Proben 2ml FACS-Puffer hinzugegeben. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen,

das Zellpellet gelost und zwischen 300-500ul FACS-Puffer fur die Messung hinzugegeben.
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4.2.2.6 Isotypen-Kontrolle

Die Isotypen-Kontrolle, auch Negativkontrolle, wurde durchgeflhrt, um unspezifische Bindungen
des Primarantikdrpers ausschlielien zu kdnnen und die Spezifitdt des markierenden AK zu
beweisen.

Hierfur ist es wichtig, dass der Isotyp-Kontrollantikdrper dieselben Eigenschaften, gleiche Spezies
und Subtyp (Mouse, IgG2b, APC konjugiert) wie der primare markierte AK aufweist, allerdings
binden Isotypen nicht spezifisch an die Zielzellen.

Far die Kontrolle wurde ein weiteres FACS-Rdhrchen angelegt, welches die gleichen Bedingungen
durchlaufen hatte wie die ungefarbten und gefarbten Zellen. Die Konzentration des Isotyp-AK
entsprach der Konzentration des Primérantikdrpers. Es wurden 5ul Isotyp-Kontrolle auf 0,5x10°

Zellen gegeben.

4.2.3 Western Blot

Der Western Blot (auch Immunoblot) ist eine Methode fir den Nachweis von Proteinen in einem
Proteinprobengemisch. Vorerst wird das Proteingemisch mithilfe einer Gel-Elektrophorese
entsprechend bestimmter Eigenschaften (Gré3e und Ladung) in einzelne Proteinbanden getrennt.
Das Blotting, als nachster Schritt, ist die Ubertragung der getrennten Proteinbanden von einem Gel
auf die Tradgermembran. Zur Detektion werden spezifische AK verwendet, welche an die

gewinschten Proteine auf der geblotteten Membranoberflache binden.

4.2.3.1 Vorbereitung der Zellen

Far den Western Blot wurden Zellpellets der jeweiligen Zellen hergestellt. Hierfur wurden die Zellen
vor der Lagerung bei -80°C mit kaltem PBS gewaschen.

Danach wurde die gewlinschte Menge an Zellsuspension in ein Eppendorf-Tube Uberflihrt und mit
500g fir 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das Zellpellet

entweder direkt fur die Proteinisolation verwendet oder bei -80°C gelagert.
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4.2.3.2 Herstellung der Reagenzien fur den Western Blot

Reagenzien
10x Blottpuffer

1x Blottpuffer

10x Laufpuffer

1x Laufpuffer

4x Laemmli Ladepuffer

5% Milchpulverldsung

Proteinolyse Puffer (RIPA)

1x Stripping Buffer

10x TBS

1x TBS-T

Rezeptur

15g Glycin

1449 Tris Base

1 Liter VE-H20

pH 8,3

100ml 10x Blottpuffer
100mI Methanol
800ml VE-H20

14449 Glycin

30g Tris Base

10g SDS

1 Liter VE-H20

pH 8,3

100ml 10x Laufpuffer
900ml VE-H20

900ul 4x Ladepuffer
100ul 3-Mercaptoethanol
0,5g Milchpulver
10ml TBS-T

9ml Aqua destillata
1ml 10x RIPA-Puffer
1 Tablette Phosphostop
1 Tablette Protease Inhibitor
15g Glycin

1g SDS

10ml Tween

pH 2,2

1 Liter Millipore

249 Tris Base

80g NaCl

11 Aqua destillata
100ml 10x TBS

1ml Tween

900ml Aqua destillata
pH 7,6

Tabelle 22: Herstellung der Reagenzien fiir den Western Blot
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4.2.3.3 Proteinisolation und photometrische Proteinquantifizierung

Vor Beginn des Western Blot erfolgte die Proteinisolation. Fur die Konzentrationsbestimmung des
Proteins wurde ein BCA-Proteinkit verwendet.

Fiar die Messung wurden die Zellpellets stets auf Eis gelagert. Die Proteinisolation erfolgte durch
das Zelllysereagenz, RIPA-Puffer (100ul Lysepuffer pro 6-Well). Das Zellpellet wurde mit dem
Vortex-Mixer geldst und fur mindestens 20 Min. auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Proben bei 4°C und 12.000g fir 20 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Tube Uberfuhrt, auf Eis gelegt und das Pellet wurde verworfen.

AnschlieBend erfolgte die Messung der Proteinkonzentration mithilfe des BCA-Proteinassays.
Dabei wurde nach Protokoll des Herstellers vorangegangen. In einer 96-Well-Platte wurde zuerst
eine BSA-Verdinnungsreihe mithilfe von RIPA-Puffer erstellt. Das Protein der Proben wurde 1:25
mit Lysepuffer verdinnt. Sowohl das BSA als auch die Proben wurden im technischen Duplikat
angelegt und im Anschluss daran fir 20 Min. bei 37°C inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgte die photometrische Vermessung der Proben durch einen Microplate
Reader (Molecular Devices) bei einer Wellenlange von 540-590nm.

Mittels der BSA-Standardkurve erstellt das Gerat die einzelnen Mittelwerte des Proteins in den

Proben. Dadurch konnte die entsprechende Probenmenge errechnet und enthommen werden.

Rechnung fiur die Probenmenge

Proteinmenge Gewiinschte Menge des Verdinnung Proben
Proteinmenge (30- einzusetzenden mit Aqua dest. (20pl)
100pg) Probenmaterial

=ermittelter z.B. 30pg = 30-+Proteinmenge =20 - Menge

Mittelwertx25 Probenmaterial

Der Mittelwert wird mit ~ Wahl der gewlunschten ~ Wie viel Protein muss Verdunnung der

dem Proteinmenge: der Probe entnommen  Proben mit Aqua dest.
Verdinnungsfaktor zwischen 30-100ug werden: (Standard: 20ul)
multipliziert, da die (hier z.B. 30ug Protein) Menge Verdinnung= 20-
Proben in der Well- Probenmaterial= 30 Menge Probenmaterial
Platte 1:25 mit /Ergebnis (Ergebnis aus 3)
Lysepuffer verdinnt Proteinmenge

wurden (Ergebnis aus 1)

Tabelle 23: Rechnung fiir die Probenmenge

Am Ende wurde jeder Probe 5ul Ladepuffer hinzugeftgt und far 5 Min. bei 300g auf 95°C auf dem
Thermomixer erhitzt.
Die Proben konnten anschlieBend direkt in das Gel pipettiert werden oder flr einige Tage bei -

20°C gelagert werden.
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4.2.3.4 Herstellung eines Gels und Laden der Proben

Mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page; Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) werden die Proteine, anhand ihrer Molekllmasse in einem
elektrischen Feld aufgetrennt (Laemmli 1970). Das vertikal orientierte Gel ist zweigeteilt. Es
besteht aus einem grobporigen Sammelgel und einem darunterliegenden engporigen Trenngel.
Das Sammelgel weist einen deutlich niedrigeren pH-Wert (pH 6,8) als das Trenngel (pH 8,5) auf.
Zunachst wurde ein 12%iges Trenngel gegossen, welches mit einer diinnen Isopropanolschicht
Ubergossen wurde und bei 30 Min. durch Zugabe von Temed und APS polymerisiert. Danach
wurde das Isopropanol entfernt und mit destilliertem Wasser ausgespult. Nach der Polymerisation
des Trenngels folgte das GieRen des Sammelgels Uber das Trenngel. Es wurde ein Kamm
eingesetzt und das Gel fur 30 Min. ausgehartet. Nach der Polymerisation der Gele kann der Kamm
entfernt werden. Das fertige Gel konnte dann direkt mit den Proben beladen oder fur ca. 3 Tage in
feuchten TUchern eingewickelt bei 4°C gelagert werden.

Das Gel wurde in der Elektrophoresekammer fixiert und mit Laufpuffer befullt.

Als nachster Schritt wurde der Standard (zwischen 3-7pl) und die zu analysierenden Proben (25pl)
in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 70V fur
45-60 Min. und bei 120V fir eine Stunde.

Sobald die Lauffront das untere Ende des Gels erreichte, wurde die Elektrophorese gestoppt.

Gele Rezeptur
Trenngel (12%) 4,3 ml H20
2,5ml 1,5M Tris pH 8,8
3,0 ml Polyacrylamid
100p! 10% SDS
100ul 10% APS
5ul Temed
Sammelgel 2,3ml H20
380ul 1M Tris pH 6,8
380ul PolyAcrylamid
30ul 10%SDS
30ul 10%APS
5ul Temed
Tabelle 24: Herstellung der Gele
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4.2.3.5 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran (Blotting)

Nachdem die Proteine das Gel durchlaufen haben, erfolgte das Blotten. Fir den Transfer der
Proteine auf die Membran, werden die Nitrocellulosemembran, sowie das Filterpapier auf die
Grole der Gele zurechtgeschnitten. Schwamme, Filterpapier und die Membran wurden fur 5-10
Min. in kaltem Blotpuffer inkubiert. Das Gel wurde dann vorsichtig aus der Laufkammer
entnommen und ebenfalls fur ca. 5 Min. im Transferpuffer inkubiert.

Die Blotzelle wird von der schwarzen Kathodenseite ausgehend wie folgt luftblasenfrei befullt:

1. Schwamm

2. Whatman Filter Paper

3. Gel

4. Nitrocellulosemembran

5. Whatman Filter Paper

6. Schwamm

Filterpapier

Gel

Filterpapier

]
]
]
]
| | Nitrocellulose Membran
]
]
]
]

Abbildung 8 Schematischer Aufbau einer Blotzelle

Die Blotzelle wurde dann mit der Anodenseite verschlossen. Wichtig ist, dass das Gel auf der
Kathodenseite und die Membran auf der Anodenseite positioniert sind. Die Blotzelle wurde dann in
die Blotkammer eingehangt, mit kaltem Blottpuffer und Eis beflllt. Der Proteintransfer erfolgte
durch Anlegen einer elektrischen Spannung von 35mA fur zwei Stunden. Nach dem
Proteintransfer wurde die Membran in einer 5%igen Milchpulverlésung fur eine Stunde bei RT auf
dem Schuttler blockiert, um unspezifische Bindungen der AK zu verhindern.

AnschlieRend wurden die Membranen abhangig von den zu analysierenden Proben mit den
spezifischen primaren und sekundaren AK inkubiert. FUr den Lgr4-Rezeptor (104kDa) wurde die

Membran unter der pinken Bande (75kDa) geteilt. Der obere Teil wurde mit dem primaren Lgr4-AK
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(rabbit) und der untere Teil mit dem AK gegen das Housekeeping-Protein GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, 37kDa) inkubiert. Hierfir wurde die Membran

mithilfe des Proteinstandards (Abb.9) in zwei Teile geschnitten.

ALEER

Abbildung 9 Dual Color Proteinstandard, mit freundlicher Genehmigung von Bio-Rad

Der primare AK wurde Uber Nacht unter dauerhaftem Schwenken auf einem Schittler bei 4°C
inkubiert.

Vor der Inkubation des sekundaren AKs wurde die Membran 3-mal je 5 Min. mit TBS-T bei RT
gewaschen. Fir den Nachweis des primaren AKs wurde der dazu passende sekundare, HRP-
linked AB (horseradish-peroxidase gekoppelte AK, horseradish linked Antibody) verwendet.

Der sekundare anti-rabbit/anti-mouse-AK, wurde fur eine Stunde bei RT auf dem Schuttler
inkubiert.

AnschlieRend wurde die Membran erneut 3 mal je 5 Min. mit TBS-T gewaschen.

Primére Antikorper

Lgr4 0,59 5%iges BSA
CDH-1 1:1000 10ml TBST
Vimentin 10ul AK
Sekundare Antikorper
Anti-rabbit 1:2000 0,5g 5%iges BSA
10ml TBS-T
5ul
Anti-mouse 1:2500 0,5g 5%iges BSA
10ml TBS-T
4ul AK

Tabelle 25: Verdiinnungen der Antikorper
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4.2.3.6 Detektion

Die Detektion erfolgte in einer Entwicklerkassette nach Zugabe von Western Blotting
Detektionsreagenzien 1 und 2 im Verhaltnis 1:1. Die Mischung wurde direkt auf die Membran in
der Kassette gegeben. AnschlieRend wurde die Membran mit einer Klarsichtfolie bedeckt und in
die Entwicklerkassette gegeben. Die dadurch hervorgerufene Chemilumineszenzreaktion wurde
durch das lichtgeschitzte Auflegen des Hyperfilm ECL sichtbar gemacht. Die Exposition des Films
variierte von 30 Sek. (Sekunden) bis zu 20 Min. und wurde anschlieffend im Réntgenfilmentwickler
sichtbar gemacht.

Einige Membranen wurden mit dem Testgerat ChemiDoc™ MP Imaging System

von Bio-Rad analysiert. Hierfur wurde die Membran in das Gerat gelegt und mit einer Klarsichtfolie
bedeckt, um das Austrocknen zu verhindern. Es konnte zwischen einer automatischen

Expositionszeit und eine variablen, selbstfestgelegten Expositionsdauer gewahlt werden.

4.2.3.7 Analyse der Western Blot Ergebnisse

Mithilfe des ImagedJ Bildbearbeitungsprogramms wurden die Blots quantifiziert und die Farbtiefe
der einzelnen Banden analysiert. Die Blots wurden zuerst invertiert und unter Bertcksichtigung der
Hintergrundbilddichte (Hintergrundinformationen) gemessen. Im Anschluss wurde die Farbtiefe der
einzelnen Banden (Lgr4) durch die Farbtiefe der dazugehoérigen GAPDH-Bande dividiert und als
Lgr4/GAPDH OD Ratio statistisch dargestellt.

4.2.4 Immunfluoreszenz

Mit der Immunfluoreszenz (IF) werden Proteine, hier der Lgr4-Rezeptor und CDH-1, in fixierten
Zellen nachgewiesen.

Dazu wurden pro Zelllinie, drei sterile 6-Well-Platten und 16 Deckglaschen bendtigt. Als erstes
wurden pro Zelllinie 4 mal 2,5x10° Zellen in Wells mit Deckglaschen transferiert und Gber Nacht bei
37°C mit 5 % CO; inkubiert. Die Zellen adharieren somit Gber Nacht und kénnen am nachsten Tag
auf dem Deckglaschen fixiert werden. Jede der vier Zelllinien wurde auf Lgr4 und CDH-1 gefarbt
und dazu jeweils eine Negativkontrolle ausgesat.

Bei der IF wurden alle folgenden Inkubationen mit den verschiedenen Reagenzien stets bei RT

und auf dem Schattler durchgefuhrt.

62



4.2.41 Fixierung der Zellen

Nach der Inkubation Uber Nacht erfolgte die Fixierung der Zellen. Zunachst wurde das
Nahrmedium entnommen und ein Waschschritt mit 1x DPBS-T durchgefiihrt. AnschlieRend wurden
ca. 0,5ml 4%iges FA (Formaldehyd) zur Fixierung in jedes Well gegeben und fiir 20 Min. inkubiert.
Danach wurde das FA verworfen und fur 5 Min. mit DPBS gewaschen, um ggf. Reste des FA zu
entfernen.

Nach diesem Schritt wurde Peroxidase auf die Deckglaschen gegeben und fur 10 Min. inkubiert.

Dann erfolgte nochmals ein Waschgang fur 5 Min. mit PBS-T.

DPBS-T DPBS 11
Tween 1ml
Methanol 16,7ml

Peroxidase Aqua destillata 3,8ml
H20- 0,5ml

Tabelle 26: Rezeptur zur Fixierung der Zellen der Inmunfluoreszenz

4.2.4.2 Permeabilisieren der Membran

Um das Eindringen in die Zelle und somit die Bindung der Antikérper (AK) zu ermdglichen wurde
die Membran vorerst permeabilisert. Hierfur erfolgte eine Inkubation mit 0,1%igem Triton-X-DPBS
fur 10 Min. Danach wurde erneut fur 5 Min. mit DPBS-T gewaschen.

AnschlieRend wurden die Deckglaschen aus den Wells genommen und die Rander vorsichtig
getrocknet. Zur Uberpriifung der Spezifitat der AK und um Kreuzreaktionen des AKs zu verhindern,
wurden sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen durchgefiihrt. Dies bedeutet, auf einen
Objekttrager wurden je 2 Deckglaschen einer Zelllinie gelegt. Danach wurden die Rander der
Deckglaschen mit einem Dako-Pen (Fettstift) abgegrenzt. Der Dako-Pen hat eine hydrophobe
Wirkung, wodurch eine differentielle Farbung der 2 Deckglaschen auf einem Objekttrager

erma@glicht und zusatzlich unnétiger Reagenzienverbrauch verhindert wurde.

0,1% Triton X-DPBS DPBS 9ml
1% Triton X Tml

Tabelle 27: Rezeptur zur Permeabiliserung der Membran bei der Inmunfluoreszenz
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4.2.4.3 Proteinblockierung

AnschlieBend folgte ein Protein-Blockier-Schritt, um die unspezifischen Bindungsstellen zu
sattigen, dies erfolgte mit einer Reagenzmischung aus 5%-BSA-DPBS-T+5%-Serum (10ml DPBS-
T, 0,5g BSA, 0,5ml goat serum). Sowohl die Negativkontrolle, als auch die Positivkontrolle wurden

vollstandig mit dem Reagenz bedeckt und fur 1Std. in einer Dunkelkammer inkubiert.

4.2.4.4 Inkubation mit primaren und sekundaren Antikérpern

Nach der Proteinblockierung wurden 50ul des primaren Lgr4-AKs (rabbit) und des CDH-1-AKs
(rabbit) auf die Deckglaschen der Positivkontrollen gegeben und die Negativkontrollen wurden mit
50ul DPBS-T-5%-BSA Uber Nacht bei 4°C im Kihlschrank inkubiert.

Der primare Lgr4-AK wurde 1:50 mit DPBS-T-5%-BSA verdinnt und CDH-1 im Verhaltnis von
1:100. Laut Herstellerangaben musste fur den Lgr4-AK eine Konzentration von 1-4ug/ml, fur den
CDH-1-AK eine Verdinnung von 1:200 und far den sekundaren AK eine Konzentration von 2ug/ml
verwendet werden. CDH-1 ist ein transmembranes Glykoprotein, welches die unterschiedlichen
Lokalisierungen von Lgr4 und CDH-1 zeigte.

Nach der 24-stiindigen Inkubation des primaren AK wurden durch dreimaliges Waschen von je 5
Min. mit DPBS-T die Antikérperiberstande entfernt.

Durch den mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Sekundarantikdrper (goat) wurden die primaren AK
sichtbar gemacht. Der sekundare AK wurde mit DPBS-T 1:100 verdinnt und auf jedes negative
und positive Deckglaschen gegeben.

Da der AK unter Lichtexposition ausbleicht, wurde an dieser Stelle lichtgeschitzt gearbeitet und fur
eine Stunde in der Dunkelkammer inkubiert.

Nach der Inkubation folgte erneut ein dreimaliges Waschen je 5 Min. mit DPBS-T auf dem
Schuttler.

4.2.4.5 Farbung der Zellkerne

Um alle Zellkerne der Zellen sichtbar zu machen, folgte im Anschluss eine Farbung der Zellkerne.
Hierfur wurde der blaue Fluoreszenzfarbstoff “Hoechst 33342“ verwendet. Dieser diffundiert durch
die Plasmamembran der Zellen und bindet an die dsDNA. Somit farbt dieser den Zellkern, nicht
aber das Zytoplasma. Der Farbstoff wird unter dem Mikroskop durch UV-Licht angeregt und
emittiert blaues Licht, somit fluoreszierten die Zellkerne unter dem Mikroskop. Der Hoechst-
Farbstoff wurde mit DPBS nach Angaben des Herstellers in einer Verdinnung von 1:10.000
[1ug/ml] fir 5 Min. inkubiert und Uberreste fir 5 Min. mit DPBS entfernt.
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4.2.4.6 Eindecken der Proben

Im Anschluss an die Immunfluoreszenzmarkierung soll die Fluoreszenz durch ein Eindeckmedium,
Mounting Medium, méglichst lange erhalten bleiben. Das luftblasenfreie Eindecken verhindert ein
schnelles Verblassen der Fluoreszenzproteine, erhalt die Intensitat des Fluoreszenzfarbstoffes und
schutzt vor dem Austrocknen. Hierfur wurden die Deckglaschen vorsichtig von den Objekttragern
genommen und je ein Tropfen Mounting Medium pro Deckglaschen auf die Objekttrager gegeben.
Danach wurden die Deckglaschen mit der umgekehrten Seite (mit den Zellen nach unten) wieder
auf die Objekttrager gelegt und vorsichtig mithilfe von Klarlack, welcher auf die Ecken der
Deckglaschen aufgetragen wurde, auf den Objekttragern fixiert. Danach wurden sie in einer

Dunkelkammerbox bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt.

4.2.4.7 Auswertung

Die Auswertung erfolgte im Anschluss unter dem Fluoreszenzmikroskop.
Die zu analysierenden Proben wurden zusatzlich unter einem Konfokalmikroskop analysiert.

(Klinikum rechts der Isar Technische Universitat Munchen Prof. Dr. rer. nat. Klaus-Peter Janssen)

42.5 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction), 1986 von Mullis et al. (The
polymerase chain reaction 1989) erstmals veroffentlicht, ist ein bewahrtes biochemisches
Verfahren zur exponentiellen Amplifikation primerdefinierter DNA-Abschnitte. Fur die gewlnschte

Gensequenz werden die dazu passenden Primer eingesetzt.

4.2.5.1 Vorbereitung der Proben

Die PCR wurde aus frischen Zellen, gefrorenen Zellpellets oder mit in stickstofffixiertem Gewebe
durchgeflhrt.

Frische Zellen

Far eine PCR aus frischen Zellen wurden diese in je 1 Well einer 6-Well-Platte Gberfuhrt. Pro Well
wurden 0,25x10° Zellen in 3ml Nahrmedium ausgesat und (iber Nacht im Brutschrank bei 37°C mit
5% COz inkubiert.

Eingefrorene Zellpellets

Fir die PCR mit eingefrorenen Zellen wurden die Zellpellets kurz vor Beginn der RNA Isolation aus
dem -80°C Gefrierschrank entnommen und auf Eis gelagert.

Gewebe
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Das Maustumorgewebe wurde nach der Operation in ein Kryoréhrchen Uberflhrt und fur kurze Zeit

in Stickstoff gelagert. AnschlieRend wurden die Tumoren in den -80°C Gefrierschrank Uberfuhrt.

4.2.5.2 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte mit dem peqGOLD Total RNA Kit von Peqlab. Fir die
molekularbiologische Untersuchung der Genexpression bendtigt man reine und intakte RNA aus
den zu untersuchenden Zellen. HierfUr wurde eine ausgewiesene Arbeitsflache speziell mithilfe
von RNaseZAP-Lésung gesaubert und nur unter Benutzung von RNase-DNase-freiem bzw.
sterilem Material gearbeitet.

Die Technik umfasste eine Kombination aus der Bindung einer Silikamembran und der
Mikrosaulenzentrifugationstechnik.

In Vorversuchen wurde das Herstellerprotokoll in Bezug auf einzuhaltende Zeiten, Puffermengen
sowie Zentrifugationskraft modifiziert.

Im Fall von frischen Zellen wurde das Nahrmedium aus den Wells verworfen und die Zellen mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 400ul RNA-Lysepuffer in die Wells gegeben. Bei
gefrorenen Zellpellets wurde der Lysepuffer direkt auf das Zellpellet gegeben. Nachdem die Zellen
homogenisiert und lysiert waren, wird die Losung resuspendiert und vermischt. Das Lysat wurde
dann auf eine DNA-Entfernungssaule in ein neues Sammelrohrchen Uberfihrt und anschlie3end
bei 12.000g fur 1 Min. zentrifugiert. Danach wurde die DNA-Entfernungssaule verworfen und der
Durchfluss mit 400ul 70% Ethanol durchmischt. Die gesamte Probe wurde anschliefend auf eine
RNA-Bindungssaule uberfuhrt und bei 10.000g fur 1 Min. zentrifugiert, wodurch die RNA selektiv
an die Silikamembran der RNA-Bindungssaule bindet.

AnschlieRend erfolgten mehrere Waschschritte

1. 500pl RNA Wash Buffer 1, 1 Min. bei 10.000g zentrifugieren

2. 600l komplettiertem RNA-Wash Buffer 2 mit Ethanol bei 10.000g 2 Min.

3. 200ul RNA-Wash Buffer 2.

Durch die mehrfachen Zentrifugationsschritte mithilfe der Waschpufferlosungen wurden andere
zellulare Bestandteile, wie z.B. Proteine und Salze von der Membran entfernt.

Als nachstes wurde die RNA in der RNA-Bindungssaule mit 10.000g fur 5 Min. trockenzentrifugiert.
Beim letzten Schritt wurde die RNA fir 3 Min. mit 20yl RNAse-freiem Wasser inkubiert und somit
von der Saulenmembran eluiert. Danach wurde mit 10.000g fur 1 Min. zentrifugiert und die eluierte
RNA auf Eis gelagert. Das Endvolumen der isolierten RNA betrug 20ul.

Die RNA konnte bei -80°C in einem Eppendorf-Tube gelagert werden.
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4.2.5.3 Quantitative Nukleinsaureanalyse

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop2000 Spektralphotometer. Fir
die Konzentrationsmessung der Proben wurde pro Probe nur 1pl verwendet.

Um den Reinheitsgrad der RNA zu beurteilen und somit modgliche RNA-Verunreinigungen
ausschliefen zu kénnen, ist auf das Verhaltnis A260/A280 (Absorptionskoeffizienten bei 260 zu
280nm) und auf den Absorptionsquotient A260/A230 (Verhaltnis des Absorptionskoeffizienten bei
260 zu 230nm) zu achten.

Die RNA wird als ,rein“ angesehen, wenn ein 260/280-Verhaltnis von ~ 2,0 analysiert wird und fur
das 260/230-Verhaltnis sollten die Werte bei 1,8-2,2 liegen. Sind diese Werte deutlich niedriger,

deutet dies auf Verunreinigungen durch beispielsweise Proteine, Phenole etc. hin [135].

4.2.5.4 Reverse Transkription (cDNA Synthese)
Fiar die cDNA Synthese wurden aufgrund der unterschiedlichen Menge an einsetzbarer Gesamt-
RNA zwei verschiedene Kits verwendet. Das iScript cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad und das

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit von ThermoFisher Scientific.

Probenvorbereitung mit dem iScript cDNA Synthesis Kit

Reagenzien Volumen pro Reaktion
5x iScript Reaction Mix 4ul

iScript Reverse Transkriptase 1l

Nuklease-freies Wasser variabel: hier 15yl
Gesamt-RNA (100fg-1ug total RNA) variabel: hier 500-1000ng
Endvolumen 20pl

Tabelle 28: iScript cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad

Mithilfe der Reversen Transkriptase, RNA-abhangige DNA-Polymerase, wird im ersten Schritt aus
der RNA ein komplementarer DNA-Einzelstrang (cDNA) gebildet. Im nachsten Reaktionsschritt
wird ein kompletter DNA-Doppelstrang, durch eine DNA-abhangige DNA-Polymerase synthetisiert.
Das iScript cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad enthalt Oligo-dT-Nukleotid und Random-Hexamer
Primer, welche sich an die RNA binden und somit die Reverse Transkriptase katalysieren.

Die RNA-Konzentration wurde in ng/pl angegeben. Fur die Ermittlung der einzusetzenden RNA,
wurde die RNA-Konzentration der Proben durch die gewlnschte RNA-Menge geteilt und

anschlielRend die Verdinnung mit Nuklease-freiem Wasser errechnet.
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Bei dem iScript cDNA-Synthesis Kit konnte maximal 1ug Gesamt-RNA eingesetzt werden im
Gegensatz zum SuperScript cDNA Synthesis Kit von ThermoFisher Scientific, bei welchem eine

Gesamt-RNA von 2,5ug eingesetzt werden konnte.

Probenvorbereitung mit dem SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit

Reagenzien Volumen pro Reaktion
10x SuperScript Enzyme Mix 2ul

5x VILO Reaction Mix 4ul

Nuklease-freies Wasser variabel: hier 14l
Gesamt-RNA 2,5ug

Endvolumen 20pl

Tabelle 29: SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit von ThermoFisher Scientific

Bei diesem Kit konnten im Gegensatz zum iScript-Kit 2,5ug Gesamt-RNA eingesetzt werden,
welches im Falle der Lgr4-Detektion mit sortierten Zellen sehr wichtig war, da man nur mit einer
sehr geringen Zahl an Zellen arbeitete und zusatzlich eine hohe Anzahl an Zyklen (Ct-Values)
bendtigte, um ein Signal zu erhalten.

Das SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit enthadlt ebenfalls Random-Primer, wodurch die
Umschreibung in cDNA stattfinden konnte.

Die Proben wurden in ein 0,5ml Eppendorf-Tube Uberflihrt, mit einem Vortex-Mixer durchmengt
und mithilfe einer Mikrozentrifuge zentrifugiert bevor sie im Thermocycler in cDNA umgeschrieben
wurden.

Die Programmierung des Thermocyclers war abhangig vom zuvor benutzten Kit.

Die cDNA Proben konnten fir einige Zeit bei 4°C im Thermocycler gelagert werden oder Uber

einen langeren Zeitraum bei -20°C.

Programmierung des Thermocycler mit dem iScript cDNA Synthesis Kit

Endvolumen 20pl

Programmierung Primerannealing 5 Min. bei 25°C

Thermocycler reverse Transkription 20 Min. bei 46°C
Inaktivierung der RT 1 Min. bei 95°C
Optional 4°C

Tabelle 30: Programmierung Thermocycler fiir iScript cDNA Synthesis Kit
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Programmierung des Thermocycler mit dem SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit

Endvolumen 20pl

Programmierung Primerannealing 10 Min. bei 25°C

Thermocycler reverse Transkription 60 Min. bei 42°C
Inaktivierung der RT 5 Min. bei 85°C
Optional 4°C

Tabelle 31: Programmierung Thermocycler fiir SuperScript VILO cDNA Synthsis Kit

Nachdem die cDNA synthetisiert war, wurde nur noch an einem speziell ausgewiesenem DNA-
Arbeitsplatz gearbeitet, ebenfalls nur unter Benutzung von RNase-DNase-freiem bzw. sterilem
Einmalmaterial.

Die Proben wurden mit dem Mastermix von Bio-Rad fur die RT-PCR vorbereitet. Der Mastermix ist
eine ,Ready-to-use“-Losung fur die PCR. Diese ist 2-fach konzentriert und enthalt alle
Komponenten fur die PCR, aufer den spezifischen Primern (Lgr4 und GAPDH), die DNA-
Template und Nuklelase-freies Wasser.

EvaGreen ist ein fluoreszierender, sich interkalierend an die DNA einfigender
Nukleinsaurefarbstoff. Die Lésung stellt somit eine speziell schonende DNA-Analyse dar.

Zuerst wurden 18ul des Mastermix, jeweils mit dem Lgr4-und GAPDH-Primer vorgelegt und
anschlieRend je 2ul cDNA (abhangig vom Versuch 1:10 mit Nuklease-freiem Wasser verdunnt)
hinzugegeben. Jede Probe wurde im technischen Duplikat mit jeweils einer Negativkontrolle ohne
cDNA in die 96-Well-PCR-Reaktionsplatte Gberfuhrt.

Pipettierschema pro Well Reagenzien Endkonzentration
SsoFast EvaGreen 10ul
Supermix
Primer Tl
cDNA 2ul (1:10 verdunnt)
Nuklease-freies Wasser 7ul

Tabelle 32: Pipettierschema der PCR-Reaktionsplatte

Nachdem die Proben fertig pipettiert waren, wurde die Well-Platte mit einer adhasiven Schutzfolie

abgedeckt, gevortext und fur 1 Min. bei 1000g zentrifugiert.
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4.2.5.5 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR, quantitative real-time-PCR)

Die Analyse der Proben erfolgte mit dem Applied Biosystems StepOne Real-time PCR System. Da
der Mastermix mit dem Reagenz SsoFast Evagreen Supermix hergestellt worden ist, handelt es
sich um eine fluoreszenz-basierende PCR.

Der EvaGreen-Farbstoff bindet an die doppelstrdngige DNA. Wahrend der PCR wird eine
bestimmte Gensequenz vervielfaltigt und gleichzeitig kann die Detektion und Quantifizierung der
PCR-Produkte mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes sichtbar gemacht werden. Somit erhdht sich die
Intensitat der Fluoreszenz proportional zur Menge des entstehenden doppelstrangigen PCR-
Produkts [136].

4.2.5.6 Relative Quantifizierung und PCR- Effizienz

Sobald der EvaGreen Fluoreszenzfarbstoff zu den Proben hinzugegeben wird, bindet dieser an die
doppelstrangigen DNA-Sequenzen und fluoresziert. Im nachsten Schritt wird die DNA denaturiert,
wodurch der Farbstoff freigesetzt wird und das Fluoreszenzsignal deutlich reduziert wird. Diese
geringe Hintergrundfluoreszenz wird automatisch durch den Computer vom spateren eigentlichen
Signal subtrahiert. Sobald die Primer ansetzen und die Elongation beginnt, setzt sich der
Fluoreszenzfarbstoff an das doppelstrangige PCR-Produkt, wodurch es zu einem Anstieg des
Fluoreszenzsignals kommt.

Als Quantifizierungsmethode wurde der Schwellenwert-Zyklus (Ct-Wert, Cycle threshold)
verglichen. Der Ct-Wert beschreibt den Anfang des exponentiellen Wachstums, in welchem das
Fluoreszenzsignals der Proben erstmals exponentiell Gber dem Hintergrundsignal (Schwellenwert-
Threshold) liegt.

Dieser Schnittpunkt zeigt die Anzahl der Zyklen an, welche bendtigt werden um ein konstant
definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Dies bedeutet, je niedriger der Ct-Wert einer Probe ist,
desto grofRer ist die Menge der Zielsequenz. Somit sind Ct-Werte umgekehrt proportional zur
Menge der Ziel-Nukleinsaure in der Probe.

Bei der relativen Quantifizierung werden die Ct-Werte des Zielgens mit den Ct-Werten einer
Kontrollprobe (GAPDH) verglichen. Fir die Referenzprobe wurde das Housekeeping Gen GAPDH
eingesetzt.

Fiur die Berechnung der Ratio (Expressionsunterschiede) wurde im ersten Schritt der mittlere Ct-
Wert des Referenzgens vom mittleren Ct-Wert des Zielgens subtrahiert, um die Unterschiede der
Lgr4-Expression der untersuchten Zelllinien feststellen zu kdnnen.

Die mittleren Ct-Werte (Ct-Mean) werden automatisch angegeben.

70



Formeln zur Berechnung der PCR-Effizienz:

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Referenzgen)
Ratio= 2" - ACt

4.2.5.7 Optimale Zyklusbedingungen fiir die Echtzeit-PCR

Aktivierung Enzyme 95°C 30 Sek. 1 Zyklus
Denaturierung 95°C 5 Sek.
40 Zyklen
Primerannealing/Extension 60°C 20 Sek.
Schmelzkurve 95°C 20 Sek.
60°C 1 Min. 1 Zyklus
95°C 15 Sek.

Tabelle 33: Zyklusbedingungen der Echtzeit-PCR

Es wurden standardmaflig 40 Amplifikationszyklen durchgefuhrt, um die Vervielfaltigung
unerwiinschter Sequenzen zu verhindern.

Fir den Vergleich der Ergebnisse wurden die Werte aus der Formel 22- ACt verwendet.

4.2.6 Zellsorting

Das Zellsorting fand mithilfe des Durchflusszytometers BD FACS Aria lll
im Institut fir Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten (IPEK) statt.

4.2.6.1.1 Vorbereitung der Zellen

Fir den Sortiertermin wurden die Zellen wie unter 2.2.1.4 beschrieben isoliert und nach dem
extrazellularen Farbungsprotokoll mit dem APC-konjugierten AK gefarbt.

Entscheidend fiir den Sortierprozess war, dass die Zellen flr einen schnelleren Sortierprozess
sehr konzentriert in FACS-Puffer vorlagen. Dies bedeutete beispielsweise, dass 7 Mio. Zellen in
1,4ml FACS-Puffer geldst wurden.
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4.2.6.1.2 Voraussetzungen fir den Sortierprozess

Zunachst wird ein vordefinierter Sortmode gewabhlt, ,Purity Mask® oder ,Yield Mask". Sortieren der
Zellen auf ,Purity“ bedeutet auf Reinheit, auf ,Yield* hingegen bedeutet auf Ausbeute. Fur das
Sortieren auf den Lgr4-Rezeptor wurde der Sortmode ,Purity® gewahlt, dies bedeutete ein
Sortierprozess auf eine hohe Reinheit, daraus resultierend aber eine geringere Ausbeute.

Des Weiteren wurde ein stabiler Tropfenabrisspunkt eingestellt, um maoglichst wenig
Satellitenbildung zwischen den einzelnen Tropfen zu haben. Dies wurde durch den sogenannten
~sweet Spot* (Autopilot) stabil gehalten und kontrolliert (Abb.10)

Ebenfalls musste der korrekte ,Drop Delay“ (Abstand zwischen den Tropfen) gewahit werden.

Abbildung 10 stabiler Tropfenabrisspunkt und wenig Satellitenbildung, mit freundlicher Genehmigung von Herrn
Dr. rer. nat. Uwe Speck Applikationsspezialist Sorter iibernommen (BD Biosciences)

Diese Einstellung ist wichtig, um eine Ladungsubertragung zwischen den einzelnen Tropfen zu
verhindern, sodass nur die richtigen Tropfen mit Zellen sortiert werden. Dies wurde mithilfe eines
»<Auto DropDelays” mit Beads kontrolliert.

Um ein sicheres und korrektes Gating mit geringem Zellverlust zu ermoglichen, wurde zu jeder

gefarbten Zelllinie vorerst die ungefarbten Zellen analysiert.

4.2.6.1.3 Aufbau des BD FACS Aria lll

— Flow cell
access door

Optics access door |
Sort collection chamber / Side door

Sample injection chamber

Abbildung 11 Aufbau des BD FACS Aria Il [137]
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4.2.6.1.4 Sorten

Die Zellen wurden vor dem Sortiervorgang durch ein Tube mit Filterdeckel (30um Aufsteckfilter) in
ein neues FACS-Rohrchen uberfuhrt, um mogliche Zelladhasionen zu minimieren. Fur die
sortierten Zellen wurden zwei 15ml Falcons mit je 3ml Nahrmedium im Sorter fixiert.

Die FACS-Réhrchen wurden dann in die Probenkammer gestellt und vom Sorter aufgezogen. Die
Zellen durchwandern einzeln, wie beim Durchflusszytometer ohne Sorter, vorerst den Mikrokanal,
in welchem sie durch einen Laserstrahl angeregt werden. Durch eine sogenannte ,Micronozzle*
(Offnung) entstehen Tropfen, in welchen sich die gefarbten Zellen befinden. Die Nozzle kann
abhangig von der ZellgréRe in 70um, 85um und 100um gewahlt werden.

Far die KPC Zelllinie wurde eine 100pm grof3e Nozzle verwendet, da die ZellgroRe nicht groRer als
Ya des Durchmessers der Nozzle ausmachen sollte. Die ZellgroRe der KPC 661 Zelllinie lag
zwischen 15-25um. Des Weiteren wurde eine Frequenz von 30kHz festgelegt, dies bedeutete
30.000 Tropfen/Sekunde. Tropfen, welche die Lgrd gefarbten Zellen enthalten, wurden elektrisch
aufgeladen.

Nicht jeder Tropfen enthalt eine gefarbte Zelle, da die Verteilung der Zellen auf die Tropfen zufallig
ist. Tropfen, welche keine gefarbten Zellen enthalten, werden nicht elektrisch aufgeladen und
nehmen dadurch nicht am Sortierungsprozess teil.

Durch 2 Hochspannungsplatten, welche positiv und negativ geladen sind, wurden die Tropfen,
welche die gefarbten Zellen enthalten, in die gewlnschte Richtung nach rechts positiv und links

negativ in die zuvor eingelegten Falcons abgelenkt (siehe Abb.12 Sorting Prinzip).

Zellsuspension

Photomultiplier

elektrischer Draht

neuer
Tropfen

positive + O griine Zelle
geladen

keine O leerer Tropfen
Ladung

negativ . @ rote Zelle
geladen

keine @ unmarkierte Zelle

Abbildung 12 Sorting Prinzip Abbildung, mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. rer. nat. Uwe Speck
Applikationsspezialist Sorter iibernommen (BD Biosciences)
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Nach dem Sortierprozess wurden die Zellen so schnell wie mdglich zurtick ins Forschungslabor
nach GroRhadern gebracht, um dort die weiteren Experimente mit den sortierten Zellen

fortzufthren.

4.2.6.2 Spheroid Formation Assay (SFA)

Die Zellen wurden fiir den SFA nach dem Sortieren zuerst mit DPBS gewaschen.

Danach wurde das Medium fir die Kultivierung vorbereitet. Fir das SFA wurde eine beschichtete
96-Well-Platte (low-attachement plate) verwendet. Fir die Herstellung des Mediums wurden 5mi
Methylzellulose (zur Verhinderung der Bildung von Zellaggreaten) und 5ml DMEM/F12 mit 1%
PenStrep in ein 15ml Falcon Uberfuhrt. Diese beiden Komponenten wurden vermischt, durch einen
0,45um Filter in ein neues 15ml Falcon gepresst und anschlieBend mit 200ul B27 (50x) und 1yl
FGF-BR und EGF versetzt und mithilfe eines Vortex-Mixers vermischt.

Darauffolgend wurden 1000 Zellen im 5-fachen Ansatz eingesat und fur eine Woche im
Brutschrank kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde 100pl frisches Medium in die Wells gegeben, um das
Austrocknen der Zellen zu verhindern.

Die Analyse erfolgte nach 10 Tagen unter dem Mikroskop.

Herstellung des Mediums fur das SFA

Methyzellulose 1%
DMEM/F12 Medium mit 1% PenStrep 5ml
B27 (50x) 200ul
EGF 10ng/ml
FGF-R 20ng/ml

Tabelle 34: Herstellung des SFA-Mediums

4.2.7 Lebend-Tot Versuch der Zellen

Vor den Operationen wurde ein Lebend-Tot-Versuch der KPC 661 Zelllinie durchgefuhrt, um die
Uberlebensdauer der Zelllinie besser einschatzen zu kénnen. Hierfiir wurden die Zellen nach der
gleichen Vorgehensweise wie bei einer Operation behandelt. Stindlich wurde das Lebend-Tot-
Verhaltnis der Zellen mit Trypanblau und per Durchflusszytometer mit dem Fluoreszenzfarbstoff 7-
AAD analysiert.
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4.2.8 Tierexperimentelle Versuche

Die Tierversuche erfolgten nach Genehmigung des TV 55.2-1-54-2532-84-2016.

4.2.8.1 Mause

Fur die Experimente wurde der weitverbreitete Inzuchtstamm C57 Black 6 (C57BL/6) von Charles
River verwendet. Jeder Stamm der C57BL/6 Kolonie von Charles River ist genetisch identisch und
die Mause wiesen schwarzes Haarkleid auf. Fur die subkutanen sowie orthotopen Injektionen
wurden ausschliellich weibliche Tiere verwendet, da diese meist ein geringeres
Aggressionspotential in Bezug auf Kannibalismus aufweisen und somit flr eine langere
Experimentdauer einfacher handzuhaben waren. Zum Zeitpunkt der Injektionen waren die Mause
8 Wochen alt.

4.2.8.2 Tierstall

Die Mause wurden im Tierstall des Instituts fur Chirurgische Forschung im Walter-BrendI-Zentrum
(WBZ) entsprechend spezieller Hygienebedingungen bei einer Raumtemperatur von 22 + 2 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 + 5% gehalten. Erst nach Anlegung sauberer
Schutzkleidung, Handschuhen, Mundschutz und Kopfhaube im Vorraum des Tierstalls gelang man
Uber eine Schleuse in den Tierstall. Zwischen Tierstall und dem davorliegenden Reinigungsraum
herrschte ein abfallender Druckgradient, um die Einschleppung von Keimen zu verringern.
Abhangig vom Korpergewicht wurde die KafiggroRe und Anzahl der Mause pro Kafig festgelegt.
Far Mause mit einem Korpergewicht von unter 20g wurden Standard Makrolon Kafige des Typ |l
verwendet mit bis zu 3 Mausen. Die Kafige waren aus transparentem, schlagfestem Kunststoff.

Ein Kafig- und Flaschenwechsel erfolgte mindestens einmal die Woche, wobei die Kafige in der
Kafigspllmaschine gereinigt wurden. Die Kafigdeckel wurden alle 2 Wochen gewechselt und
gereinigt.

Beim Einstreu handelte es sich um ein zertifiziertes, staubarmes, grobes Weichholzfasereinstreu
(Abbed Nestbaumaterial NGB E-011, Faserbreite 3,5mm, E-012, Faserbreite 4mm+NBU E-014,
Faserbreite 120mm). Zusatzlich hatten die Mause einen =zertifizierten, autoklavierbaren
Spieltunnel, Nagerhélzer, weiche weile Cellulose in Form von Labortichern (Henry Schein) sowie
Zellstofftuper (4x5cm) in ihren Kafigen.

Die Tiere hatten einen Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden und hatten unbeschrankt Zugang zu
Futter und Wasser. Die Futterung erfolgte mit einem standardisiertem, pelletierten

Alleinfuttermittel.
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Um den Stress fur die Tiere moglichst gering zu halten und ihnen eine Anpassung an die neuen
Umweltbedingungen im Tierstall zu ermdglichen, wurden die Mause frihestens 7 Tage nach

Anlieferung im WBZ in den Versuch genommen.

4.2.8.3 Vorbereitung der KPC 661 Zelllinie fur die subkutanen Xenotransplantationen

4.2.8.3.1 Subkutane Xenotransplantation mit/ohne sortierte Zellen

Die Zellen wurden passend zum geplanten OP-Zeitpunkt in einer Verdiinnung von 1:15 gesplittet,
sodass die Zellen am dritten/vierten Tag eine Konfluenz von 70-80% aufwiesen. Dies war von
Bedeutung, da das Zellwachstum zum Zeitpunkt der OP nicht durch eine zu hohe Zelldichte
gehemmt werden sollte. Die Herstellung der Zellsuspension fand am Morgen der Operation unter
der Sterilbank statt. Die adharenten Zellen wurden isoliert und nach dem Zentrifugieren in 2ml
DPBS resuspendiert, gezahlt und die entsprechende Zellmenge fur die OP in Kryorohrchen
uberfuhrt. Die Zellen waren in je 50ul DPBS gel6st und in zuvor rasierte Hautstellen s.c. injiziert.

Die Injektionsstellen waren lumbar rechts und links sowie hochthorakal ebenfalls beidseitig.

Die sortierten Zellen wurden auf Eis gelagert, zentrifugiert und in der entsprechenden Menge
DPBS resuspendiert. Jede Maus erhielt 4 Injektionen einer Verdinnung in je 50ul DPBS. Auf der
linken Korperhélfte vorne und hinten Lgr4*-sortierte Zellen und auf der rechten Korperhalfte die
Lgrd-sortierten Zellen (siehe Abb.13). Pro Dilution wurden 3 Mause injiziert. Die

Negativkontrollmaus wurde mit den 3 Dilutionen unsortierter Zellen injiziert.

Abbildung 13 Injektionsschema der s.c. Injektionen
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4.2.8.4 Orthotopes Mausmodell

4.2.8.4.1 Gewinnen der KPC 661 Zellen fiir die OP

Far die orthotopen Injektionen wurden die Zellen gel6st in Sul DPBS injiziert.

4.2.8.4.2 Orthotope Xenotransplantation per Laparatomie

Die Anasthesie der Mause erfolgte mit einer Injektionsnarkose durch intraperitoneale Applikation
(i.p.) von 2,5ul/g KG der Maus der Narkosemischung MMF (siehe 2.1.8.2.) wird die chirurgische
Toleranz nach wenigen Min. erreicht. Jede Maus wurde einzeln in Narkose gelegt. Nachdem eine
Maus injiziert ist, wurde Bepanthen-Augensalbe verabreicht, um die Cornea vor dem Austrocknen
zu schitzen. Um flir eine ausreichende Analgesie zu sorgen, wurde den Mausen vor
Operationsbeginn zusatzlich Rimadyl (100ul/10g KGW) s.c. verabreicht. Das Abdomen der Maus
wurde in der Medianen substernal und unterhalb des Rippenbogens grof3zugig rasiert und mit
Alkohol desinfiziert. Die Tiere wurden auf einer Warmeplatte mit sterilem OP-Tuch in Dorsallage
leicht nach rechts gedreht mithilfe von Leukoplast an allen vier GliedmaRen fixiert, um somit einen
mdglichst kleinen und prazisen Flankenschnitt unterhalb des Rippenbogens zu ermdglichen. Vor
Beginn der Laparotomie wurde die Ausschaltung der Schmerzreflexe durch Kneifen in eine Pfote
getestet. Wenn hierbei keinerlei Reaktion stattfand, konnte der erste Scherenschnitt zur Eréffnung
des Abdomens stattfinden. Nach Eréffnung des Abdomens war direkt die Milz sichtbar. Durch eine
vorsichtige Hervorluxation der Milz mithilfe einer Osenpinzette, wurde das Pankreas sichtbar. Nach
korrekter Lokalisation des Pankreas wurde die gewlnschte Dilution von 10.000, 25.000 oder
50.000 Zellen in 5yl PBS mit einer Mikroliterspritze in den Pankreaskopf injiziert. Nach der
Implantation wurde die Milz mithilfe der Osenpinzette fiir ca. 30Sek. fixiert, um dadurch einen
Ruckfluss der Zellen zu verhindern. Am Ende wurde das Pankreas in seine anatomische Position
ruckverlagert. Nach der Reposition des Pankreas erfolgte eine zweischichtige Naht. Die erste
Schicht, bestehend aus Peritoneum, Fascia superficialis und den Bauchmuskeln wurde mit einer
fortlaufenden Naht und resorbierbaren 5-0 Vicryl Faden verschlossen. Die zweite Schicht, Kutis
erfolgte mit Einzelheften und resorbierbaren 4-0 Vicryl Faden. Fur beide Nahte wurde eine Nadel-
Faden-Kombination verwendet. Zusatzlich zu den Einzelheften wurden noch 2 Hautklammern
angelegt, welche 7 Tage post OP wieder entfernt wurden. Die Antagonisierung erfolgte mit einer
s.c. Injektion von ANF (8,5pl/g KG der Maus). Der operative Eingriff wurde von den Versuchstieren
gut vertragen und es kam zu keinen Andasthesie-bedingten Todesfallen. Post-OP erhielten alle
Mause zur Analgesie drei Tage lang 50upl Rimadyl s.c.. Das Tumorwachstum wurde in
regelmaligen Abstédnden durch Untersuchung und Palpation der Haut bzw. des Abdomens
kontrolliert zusatzlich wurde das Allgemeinbefindens der Tiere mithilfe des Body Condition Score
(BCS) uberwacht.
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4.2.8.5 Totungskriterien laut TV 55.2-1-54-2532-84-2016

Fur die jeweiligen Versuche wurden Empfehlungen der ATBW (Arbeitsgemeinschaft der

Tierschutzbeauftragten in Baden-Wirttemberg) und folgende Abbruchkriterien beachtet.

v' AuRerlich sichtbarer Tumor <1cm?®

v Auftreten von Aszites oder lkterus

v Schlechtes Allgemeinbefinden: struppiges Fell, Unterkiihlung, Verweigerung der
Futteraufnahme, Dehydratation

v Offensichtliche Zeichen von Schmerz oder Unwohisein: gekrimmte Haltung, reduzierte
Aktivitat, Gewichtsverlust <20%

v Respiratorische Insuffizienz (Dyspnoe)

Generell mussten die Tiere spatestens 60 Tage nach Versuchsbeginn mittels zervicaler

Dislokation getotet werden.

4.2.8.6 Praparation von Tumoren

Die tumortragenden Mause wurden abhangig von der Gréle des Hauttumors in der siebten bis
neunten Versuchswoche tierschutzgerecht mittles zervikaler Dislokation getdtet. Bei den
orthotopen Tumoren wiesen die Mause, abhangig von der Menge an injizierten Zellen, drei bis vier
Wochen post-OP ein verandertes Allgemeinbefinden auf, worauf die Tiere ebenfalls durch eine
zervikale Dislokation erldst und auf orthotope Tumore, Lymphknoten-, Milz-, und Lebermetastasen
hin untersucht wurden. Unmittelbar nach der Tétung der Tiere wurden die Tumoren steril
entnommen. Die subkutanen Tumore wurden mithilfe eines Skalpells isoliert. Fir die Isolierung
orthotoper Primartumore wurde der Bauchraum eréffnet und die Tumoren samt Metastasen
vorsichtig, mithilfe einer anatomischen Pinzette und Schere, enthommen. Abhéngig von der
darauffolgenden Verarbeitung der Tumore, wurden diese in Kryorohrchen in Flussigstickstoff
verbracht, in Einbettkassetten mit 4% Formaldehydl6sung oder fur die Rekultivierung in ein Falcon
mit einer Medium-Trypsin Mischung Uberfuhrt. Die Tumoren wurden bis zur weiteren Verarbeitung

auf Eis gelagert.

78



4.2.8.7 Verarbeitung von Tumorgewebe

4.2.8.7.1 Gewinnen der Gewebeproben in Paraffinwachs

Die Tumoren wurden nach der Entnahme in Einbettkassetten gelegt und Uber Nacht in 4%iger
Formaldehydldsung fixiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben fir eine Stunde lang unter
flieRendem Leitungswasser gespilt. Daraufhin wurden die Einbettkassetten in 70%iges Ethanol
uberfuhrt und im Laufe von 7 Tagen in einem Histomaten (Einbettungsautomaten) automatisch
verarbeitet. Im Histomaten werden die Proben mithilfe einer aufsteigender Ethanolreihe entwassert
(70%, 96% und 100%), in Xylol getrankt und als letztes in flissiges Paraffin getrankt.

Das AusgielRen der Proben mit Paraffin erfolgte am gleichen oder spatestens nachsten Tag, somit

lag das Gewebe am Ende als schneidfertiger Paraffinblock vor.

4.2.8.7.2 Schneiden von Paraffinblocken

Far die Farbungen mussten aus den Paraffinblocken Schnitte hergestellt werden. Die
Paraffinblocke wurden bei -20°C im Kryostat vorgekuhlt und anschlieRend mithilfe eines
Microtroms bis zum Tumorgewebe angeschnitten. Es wurden 8um und 10um dicke Schnitte
hergestellt. Danach wurden diese in das vorgewarmte Paraffinstreckbad uberfuhrt und auf die
Objekttrager aufgenommen. Die Objekttrager wurden fur eine Stunde im Inkubator bei 37°C

getrocknet, deparaffiniert und Uber Nacht in einem Warmeschrank gelagert.

4.2.8.7.3 Hamalaun- und Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die HE-Farbung dient zur schnellen, morphologischen Ubersicht des Gewebes. Durch das
Hamatoxylin werden die Zellkerne blau gefarbt, durch Eosin das Cytoplasma rétlich.

Als erster Schritt wurden die Schnitte 2x fir 10Min. in Xylol entparaffiniert und mithilfe von einer
absteigenden Alkoholreihe (Ethanol 99%, 99%, 96%, 96%, 70% und nochmals 70%) rehydriert.
Die Schnitte wurden in jeder Konzentration fur 5 Min. inkubiert. AnschlieBend wurden sie fur 5 Min.
in Aqua dest. inkubiert und darauffolgend kurz mit Leitungswasser gespult. Als nachstes wurden
die Objekttrager fur 3 Min. in Hamalaun nach Mayer geschwenkt. Das Blauen geschieht mithilfe
von flieRendem Leitungswasser, wodurch die Farbe stabilisiert wird. Da erst durch ein saures
Milieu die beste Kernfarbung zustande kommt, werden die Schnitte vor der Hamalaun-Lésung in
einer 1%HCI 70%-Ethanol-Lésung fur kurze Zeit eingetaucht. Nach dem Blauen wurden die
Proben erneut kurz mit Aqua dest. gewaschen und anschlieBend erfolgte die Gegenfarbung in
Eosin fur 30 Sek. Nach der Zytoplasmafarbung wurden die Proben kurz mit Leitungswasser

gespult und mithilfe von einer aufsteigenden Alkoholreihe (80%, 96%, 99%) dehydriert. Als letzter
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Schritt erfolgte eine Fixierung in Xylol fur 5 Min. und die Schnitte wurden am Ende der Farbung
mithilfe eines Eindeckmediums und einem Deckglas beschichtet eingedeckt.

Danach konnten die Schnitte unter dem Mikroskop verglichen und begutachtet werden.

Herstellung der Eosin-Losung
Eosin 19
Ethanol 96% 100ml

Tabelle 35: Herstellung der Eosin-Losung

429 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mithilfe der Software GraphPad Prism Version 5,6 und 7
durchgefuhrt. Der Vergleich mehrerer Gruppen wurde mit dem ANOVA (one way analysis of
variance) und dem Bonferroni's post-hoc Test (Bonferroni Korrektur) hergestellt. Mithilfe des
ungepaarten t-tests wurden die Mittelwerte zweier unverbundener Gruppen verglichen unter der
Voraussetzung, dass die Werte normalverteilt sind.

Das Signifikanzniveau wurde auf p< 0,05, entspricht *, p<0,01**, p< 0,001** und p<0,0001****
festgelegt.
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5 Ergebnisse

Um die angestrebten Ziele ein besseres Verstandnis der Rolle des Lgr4-Rezeptors im PDAC zu
erreichen, wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt. Im Folgenden werden die daraus
gewonnen Erkenntnisse beschrieben.

Da die Rolle des Lgr4-Rezeptors, wie oben erwahnt, im Verdacht steht auf das Tumorneubildungs-
und das Metastasierungspotential einzuwirken, wurde im Folgenden vorerst die Lgr4-Expression
auf den verschiedenen KPC/KPCZ Zelllinien analysiert. AnschlieRend wurde die Zelllinie mit der
hochsten Expression mithilfe des FACS-Sorting nach Lgrd*- Expression und Lgrd- Expression

angereichert und fur die in vivo Versuche genutzt.

5.1 Isotypenkontrolle des Lgr4-Antikorpers im FACS

Vor Beginn der Analyse mit dem Durchflusszytometer wurde die Spezifitdt des markierenden Lgr4-
AKs mithilfe einer Isotypenkontrolle bestatigt.

Die Histogramme der Isotypen aus der Durchflusszytometrie wurden mit den Histogrammen der
extrazellular gefarbten Zellen Ubereinandergelegt, um die Abwesenheit unspezifischer Bindungen
zu demonstrieren. In allen Histogrammen der vier Zelllinien ist die extrazellulare Lgr4-Lokalisation

(Pfeil auf grune Flache) zu erkennen (siehe Abb. 14).
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Abbildung 14 Uberlagerung der Histogramme der Isotypenkontrollen und extrazelluldr gefirbter Zellen

Der Isotyp (lila im Histogramm dargestellt) zeigt die unspezifische Fluoreszenz. In griin wird die spezifische Bindung des
AKs an den Lgr4-Rezeptor gezeigt. [A] KPC 661 [B] KPC 438 [C] KPC 550 [D] KPCZ 426. n=5

5.2 Lichtmikroskopische Untersuchung der KPC/KPCZ Zelllinien

Um morphologische Unterschiede der vier Zelllinien detektieren zu kdénnen und somit ihren

Phanotyp (epithelial, gemischt und mesenchymal) mikroskopisch zu bestatigen, wurden

lichtmikroskopische Bilder der Zellen in Kultur angefertigt.
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Abbildung 15 lichtmikroskopische Bilder der vier KPC/KPCZ Zelllinien
Lichtmikroskopische Aufnahme bei 10x-VergroRerung zwei Tage nach Subkultivierung. Die Zellen wurden 1:4 in
Kultivierungsmedium in einer T-75 Zellkulturflasche verdiinnt. [A] epitheliale KPC 661 [B] gemischte KPC 438 [C]
mesenchymale KPC 550 und [D] epitheliale KPCZ 426 mit Zeb1-KD [138].

Die KPC/KPCZ Zelllinien wiesen morphologische Unterschiede auf. Wahrend die epithelialen
Zelllinien, KPC 661/438 und KPCZ 426 einen eher rundlichen Charakter mit einer deutlichen
Zellpolaritdt und starken Zell-Zell Kontakten aufwiesen, zeigte die mesenchymale Zelllinie KPC
550 hingegen eine langliche, fibroblastenahnliche (spindelférmige) Form mit wenig bis keinen Zell-
Zell Kontakten.

Beim Kultivieren hat sich die mesenchymale Zelllinie 550 einfacher aus den Kulturflaschen 16sen
lassen, wahrend die epithelialen Zelllinien, oftmals zusatzlich mithilfe eines Zellschabers vom
Boden gelost werden mussten. Bezlglich des Wachstums in der Kultur waren ebenfalls
Unterschiede bemerkbar. Die vier Zelllinien wurden in einem Rhythmus von vier Tagen passagiert.
Die Zelllinie KPC 661 zeigte von Anfang an ein sehr konstantes und stabiles Wachstum in Kultur,
wahrend die Zellen der KPC 550 anfangs eine deutlich reduzierte Zellverdopplungsrate aufwiesen.
Nach einigen Passagen in Kultur zeigten alle Zelllinien ein ahnliches Wachstum mit Ausnahme der
Zelllinie KPCZ 426, welche beim Passagieren starker konzentriert werden musste, da diese meist

eine deutlich reduzierte Zellzahl aufwies.
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Ein Nachteil der gemischten KPC 438 war das starke Agglutinieren der einzelnen Zellen in der
Zellkulturflasche und auch nach der Isolation. Das Vereinzeln der Zellen war auch nach
mehrmaliger Resuspension kaum moglich. Aus diesem Grund eigneten sich Zellen dieser Zelllinie
nicht fir das Sorting und das subkutane/orthotope Tiermodell.

In der Zellkultur erwies sich die KPC 661 aufgrund einer guten Zellverdopplungsrate innerhalb des

vier Tage Passagierrythmus als die beste Zelllinie.

5.3 Charakterisierung der Lgr4-Expression auf KPC/KPCZ Zelllinien mithilfe

der Durchflusszytometrie

Um die Frage zu beantworten, ob Lgr4 eine oberflachliche Lokalisierung aufweist, wurden die
Zellen isoliert, mit dem fluoreszenzmarkierten AK gefarbt und anschlielend mithilfe der
Durchflusszytometrie analysiert. Um die Ergebnisse der extrazellularen Lgr4-Lokalisierung
zwischen den verschiedenen Zelllinien vergleichen zu kénnen, wurde zuerst eine extrazellulare

Gating-Strategie fur alle Zelllinien festgelegt.

5.3.1 Extrazellulare Gating-Strategie der vier Zelllinien

Als erstes wurde mithilfe eines Scatter-Gates durch SSC und FSC und des Vitalfarbstoffes 7AAD
die KPC/KPCZ Population in den ungefarbten Zellen der jeweiligen Zelllinie festgelegt. Wie in
Abb.17 zu sehen ist, wurden mithilfe des Vitalfarbstoffes 7AAD vorerst die toten Zellen der Probe
definiert, um im nachsten Schritt die lebende KPC/KPCZ Population eingrenzen zu kdnnen. Nach
Festlegung der lebenden Zellen konnte mithilfe eines Gates im Histogramm die Expression des
Lgr4-Rezeptors bestimmt werden. Anhand der Fluorescence Minus One (FMO) fur Lgr4 auf dem
Kanal APC wurde das Gate im Histogramm aus den lebenden KPC/KPCZ identifiziert.

Nach Festlegung der lebenden Zellen KPC/KPCZ konnte anhand der FMO fir Lgr4 auf dem Kanal
APC das Gate fur die Bestimmung der Lgr4-Expression im Histogramm identifiziert werden.

Diese extrazellulare Gating-Strategie wurde fur alle Messungen der KPC/KPCZ-Zellen

angewendet.
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Abbildung 16 Gating-Strategie fiir extrazelluldares Lgr4

Basis-Gating fir jede der KPC/KPCZ Zelllinien zur Messung der extrazelluldren Lgr4-Expression. Im ersten Dot-Plot
wurden aus der gesamten KPC/KPCZ-Population mithilfe des Vitalfarbstoffes 7-AAD zuerst die toten Zellen definiert. In
der nachsten Abbildung (rechts) wurde die lebende KPC/KPCZ Population im Scatter-Gate durch SSC und FSC
festgelegt und Zelltrimmer/tote Zellen fiir weitere Analysen ausgeschlossen. Aus den lebenden Zellen wurde mithilfe
eines Histogramms die Lgr4-Expression der jeweiligen Zelllinie durch das richtige Gate bestimmt. Zum Ausschluss

unspezifischer Bindungen des AKs wurde eine Farbung flr die Isotypenkontrolle durchgefiihrt.

5.3.2 Messung der extrazelluldaren Lgr4-Expression
Nach Festlegung der extrazellularen Gating-Strategie wurden die Proben analysiert. Flr einen

Vergleich der Expressionen der vier Zelllinien wurden die Ergebnisse der Messungen in

Histogrammen dargestellt.
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Abbildung 17 Reprasentative Histogramme aus der FACS-Analyse der extrazellularen Lgr4-Expression
Darstellung der extrazellularen Lgr4-Expression in Histogrammen [A] KPC 661 [B] KPC 438 [C] KPC 550 [D] KPCZ 426
Vergleicht man die Lgr4-Expressionen der KPC/KPCZ Zelllinien dargestellt in Histogrammen
(Abb.17) so wird deutlich, dass alle Zelllinien eine ahnlich starke Lgr4-Expression aufweisen.

Im Anschluss aller Messungen wurden die Ergebnisse verglichen, statistisch erfasst und in Abb.18

dargestellt.

5.3.3 Vergleich der extrazelluldren Lgr4-Expression in den KPC/KPCZ
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Abbildung 18 Vergleich der extrazellularen Lgr4-Expressionen in den KPC/KPCZ Zelllinien
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Darstellung der extrazellularen (ez) Lgr4-Expression in % der vier Zelllinien bei der FACS-Analyse. Gezeigt werden die
Mittelwerte mit Standardabweichungen errechnet durch ANOVA mit Bonferroni Korrektur. KPC 661 n=12, KPC 438 n=7,
KPC 550 n=8, KPC 426 n=8. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot.

Bei der Messung der extrazellularen Lgr4-Expression im Durchflusszytometer konnten zwar keine
signifikanten Unterschiede der Expression innerhalb der vier KPC/KPCZ Zelllinien festgestellt
werden, jedoch wies die KPC 661 mit der KPC 550 mit Werten von bis zu 3,7% bzw. 2,8% die

hochste extrazellulare Lgr4-Expression auf.

Um Lokalisierungsunterschiede des Lgr4-Rezeptors auf den KPC/KPCZ zu detektieren wurde als
nachstes zusatzlich die intrazellulare Expression des Lgr4-Rezeptors mithilfe des
Durchflusszytometers gemessen.

Flr das subkutane/orthotope Tiermodell ist vor allem die extrazellulare Lokalisierung des Lgr4-
Rezeptors von Bedeutung, da bei einer vermehrten intrazellularen Lokalisierung die Zellen nicht

sortiert werden konnen.

5.3.4 Intrazellulare Gating-Strategie der vier Zelllinien

Auch fur die intrazelluldare Messung der Lgr4-Expression wurde eine Gating-Strategie (Abb.19)
festgelegt und fur die vier Zelllinien angewendet.

Hierfur wurde ebenfalls zuerst mithilfe eines Scatter-Gates durch SSC und FSC die KPC/KPCZ
Population in den ungefarbten Zellen der jeweiligen Zelllinie festgelegt.

Im nachsten Schritt wurde die Lgr4-Expression mithilfe des korrekten Gates im Histogramm

gemessen.
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Abbildung 19 Gating-Strategie intrazellulidres Lgr4

Basis-Gating fir jede der KPC/KPCZ Zelllinien zur Messung der intrazellularen (iz) Lgr4-Expression. Im ersten Dot-Plot
wurde die jeweilige viable KPC/KPCZ-Population im Scatter-Gate mithilfe von SSC und FSC unter Exklusion der
Zelltrummer definiert, um im nachsten Bild (Histogramm) die Lgr4-Expression bestimmen zu kénnen.
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5.3.5 Messung der intrazelluldren Lgr4-Expression

Mithilfe der intrazellularen Gating-Strategie wurden alle Proben analysiert und die Lgr4-Expression
bestimmt. Die Darstellung der intrazellularen Lgr4-Expression wurde ebenfalls in Histogrammen
dargestellt. In Abb.20 sind reprasentative Histogramme der vier Zelllinien dargestellt. Die KPC 661

und 438 zeigen signifikant hdhere Expressionen als KPC 550 Zellen.
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Abbildung 20 Reprasentative Histogramme aus der FACS-Analyse der intrazellularen Lgr4-Expression

Darstellung der intrazellularen Lgr4-Expression in Histogrammen [A] KPC 661 [B] KPC 438 [C] KPC 550 [D] KPCZ 426

Wie in Abb.20 zu sehen ist, zeigen alle vier Zelllinien ebenfalls eine ahnlich hohe intrazellulare
Lgr4-Expression mit Werten zwischen 0,7 bis 1,6%. Um die Expressionen der einzelnen Zelllinien
besser vergleichen zu kdnnen, wurden die Ergebnisse wie auch bei der Messung der

extrazellularen Lokalisierung von Lgr4 verglichen, statistisch analysiert und in Abb.21 dargestellt.

5.3.6 Vergleich der intrazellularen Lgr4-Expressionen in den KPC/KPCZ

Die intrazellulare Lgr4-Expression der vier Zelllinien wurde erfasst und miteinander verglichen.
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Abbildung 21 Vergleich der intrazelluldaren Lgr4-Expressionen in den KPC/KPCZ Zelllinien

Darstellung der intrazellularen (iz.) Lgr4-Expressionen in % der vier Zelllinien bei der Analyse mit dem
Durchflusszytometer. Gezeigt werden die Mittelwerte mit Standardabweichung errechnet durch ANOVA mit Bonferroni
Korrektur KPC 661 n=8, KPC 438, KPC 550, KPCZ 426 n=5. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im
Scatter Dot-Plot p<0,05*

Im Gegensatz zur extrazellularen Lgr4-Messung zeigten sich intrazellular signifikante Unterschiede
in der Expression. Die intrazellulare Lgr4-Analyse der KPC 661 und 438 waren mit Ergebnissen
von bis zu 2,2% bzw. 2,1% gemessener Lgr4-Expression signifikant hoher als die der KPC 550
(max. 0,6%). Auch die intrazellulare Expression von Lgrd in KPCZ 426 mit einer durchschnittlichen
Expression von 1,0% war sehr hoch, jedoch zeigte diese Zelllinie in der Zellkultur immer noch eine
verminderte Zellverdopplungsrate.

Ebenfalls war flr das Sorting und die darauffolgenden subkutanen/orthotopen Injektionen vor allem

aber die extrazellulare Lgr4-Expression von Bedeutung.

Um mogliche Unterschiede in der extra- und intrazelluldren Lgr4-Expression nachweisen zu
konnen, wurden die Expressionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Zellkultur analysiert.
Hierfir wurden frisch eingesate KPC 661 Zellen mit langer in der Kultur passagierten KPC 661
Zellen verglichen.

Das Wachstum der Zellen mit verschiedener Anzahl von Passagen wies keine Unterschiede auf.
Beide Passagen zeigten eine ahnlich hohe Zellverdopplungsrate und konnten wie die Ubrigen

Zellen im 4-Tages-Rhythmus passagiert werden.
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Abbildung 22 Durchflusszytometrische-Analyse alte Passage vs. neue Passage KPC 661

Darstellung der extra (ez.) - und intrazellularen (iz.) Lgr4-Expression in % in alteren Passagen 26-32 und neueren
Passagen 10-16. Alte Passage ez. n=6 iz. n=4, neue Passage ez. n=6 iz. n=5. Darstellung der Mittelwerte mit
Standardabweichung im Scatter DotPlot.

Auch zwischen alteren und neueren Passagen konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Expression des Rezeptors detektiert werden. Fir das Sorting wurde die Zelllinie KPC 661
verwendet, welche eine konstante Zellverdopplungsrate aufwies und nicht Gber 30 Passagen in

Kultur war.

Zusatzlich wurde die Lgr4-Expression bei unterschiedlicher Losung der Zellen in Kultur gemessen.

5.3.7 Vergleich der Lgr4-Expression bei Losung der Zellen mit Trypsin und Zellschaber
Zusatzlich wurde die extra- und intrazellulare Lgr4-Expression der Zellen in Kultur bei Losung mit

Trypsin-EDTA oder mithilfe eines Zellschabers analysiert. Anschlie®Bend wurden zur

Verdeutlichung die Ergebnisse der Messungen statistisch verglichen.

90



KPC 661
2.0

1.5

o 11
0.5- CJS

< BRI 68
0.0 T T

14 s 4 A
\4 .\(\\ A4 '

2 $
K <« &
i

% Lgr4d

&
Q
[¢)
\9
&

Abbildung 23 Analyse mit dem Durchflusszytometer bei Losung der Zellen mit Trypsin und Zellschaber
Darstellung der extra (ez.) -und intrazellularen (iz.) Lgr4-Expression in % bei Lésung der Zellen in Zellkultur mit Trypsin-
EDTA und einem Zellschaber ohne Trypsin-EDTA. Trypsin ez. n=3 iz. n=3, Zellschaber ez. n=3 iz. n=3. Darstellung der
Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot.

Bei unterschiedlicher Losung der Zellen zeigten sich zwar keine signifikanten Unterschiede, jedoch
fuhrte die Losung der Zellen mit Trypsin zu einer tendenziell hdheren extra- sowie intrazellularen
Menge an Lgr4-Expression. Aufgrund dessen wurden die Zellen auch fur das FACS-Sorting

weiterhin mit Trypsin aus den Zellkulturflaschen geldst.

Um weitere Unterschiede der Expressionen detektieren zu kénnen, wurden zusatzlich zu
normalen, adharenten Zellkulturen, Spharoidkulturen der vier Zelllinien angelegt. Es wurde
Uberpruft, ob in den multizellularen Spharoiden eine unterschiedliche Lgr4-Expression vorlag.

Vorerst wurden morphologische Unterschiede der Spharoide verglichen.

5.3.8 Begutachten der Morphologie von Spharoiden im Lichtmikroskop
Um wie auch in der normalen Zellkultur der KPC/KPCZ Zellen morphologische Unterschiede

feststellen zu kdnnen, wurden zur Detektion morphologischer Unterschiede zwischen den

Spharoiden der vier Zelllinien phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen angefertigt.
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Abbildung 24 Reprasentative phasenkontrastmikroskopische Aufnahme multizellulirer Tumoraggregate der
KPC 550 Zelllinie

Bildung kompakter dreidimensionaler Sphéaroide der KPC 550 Zelllinie

Nur die mesenchymalen KPC 550 Zellen bildeten nicht adharente, dreidimensionale Spharoide.
Die KPC Zelllinien 661 und 438, sowie KPCZ 426 sind trotz Spharoidmediums weiter als
adharente Kulturen gewachsen und bildeten nur sehr wenig dreidimensionale, vielzellige
Spharoide. Um die Spharoide fir die Analyse mit dem Durchflusszytometer zu isolieren, wurden
sie wie beschrieben aus der Kultur entnommen und mit dem Lgr4-AK gefarbt. Die Ergebnisse der

Messungen wurden verglichen und in Abb.25 dargestellt.
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Abbildung 25 extrazelluldre Lgr4-Expression in Spharoiden der KPC/KPCZ

Darstellung der extrazellularen Lgr4-Expression in % der vier Zelllinien bei der Analyse mit dem Durchflusszytometer.
Gezeigt werden die Mittelwerte mit Standardabweichung ermittelt durch ANOVA mit Bonferroni Korrektur. KPC 661 n=3,
KPC 438 n=4, KPC 550 KPCZ426 n=2. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot

Auch die statistische Analyse der Lgr4-Expressionen in den Spharoiden der jeweiligen Zelllinien
zeigte keine signifikanten Unterschiede. Die Expression zwischen den einzelnen Messungen war

wenig bestandig. Ahnlich wie die Messungen der normalen, adhérenten Zellen zeigten hier die
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KPC 661 mit durchschnittlich 3,7% Lgr4-Expression und 438 mit durchschnittlich 2,4% die

hdchsten Expressionen.
Die Ergebnisse der extrazellularen Lgr4-Expression war in den Spharoiden zwar etwas hdher im
Gegensatz zu normalen, adharenten Zellen, jedoch war die Expression nicht konstant hdher.

Zusatzlich zur Analyse der Zellen mit dem Durchflusszytometer wurden weitere Methoden zur

Lgr4-Messung angewandt.

5.4 Charakterisierung der Lgr4-Expression in KPC/KPCZ mithilfe des

Western Blots

Fir die Analyse der Lgr4-Expression (intra- und extrazellular) im Proteinisolat wurde ein Western

Blot der vier Zelllinien sowie deren Spharoide durchgefuhrt.

5.41 Western Blot von adhédrenten sowie spharoidalen Kulturen der KPC/KPCZ Zelllinien
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Abbildung 26 Western Blot zur Messung der Lgr4-Expression in KPC/KPCZ und deren Sphéroiden

[A] Western Blots von Lgr4 (obere Bande, 104kDa) und Housekeeping Protein GAPDH (untere Bande, 37kDa). [B]
Quantifizierung der Bandenintensitat von [A] mit ImageJ. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter
Dot-Plot. KPC 661,438,550 n=4, KPCZ426 n=3, Spharoide n=3, 426S n=2

Im Western Blot konnte die hdéchste Proteinexpression von Lgr4 in KPC 550 und KPC 438
festgestellt werden, wahrend die KPCZ 426 im Vergleich die niedrigste Expression aufwies.
Um im Weiteren genauer die Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien detektieren zu

konnen, wurden die Zelllinien einzeln statisch verglichen.
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5.4.1.1 Vergleich der Lgr4-Expression in den einzelnen Zelllinien im Western Blot

Es konnten signifikant unterschiedliche Lgr4-Expressionen zwischen den KPC und KPCZ Zelllinien

detektiert werden.
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Abbildung 27 Analyse des Western Blot der KPC/KPCZ

Darstellung der relativen Intensitat der einzelnen Banden im Odds Ratio. Mithilfe von ANOVA mit Bonferroni Korrektur
konnten signifikante Unterschiede in der Lgr4-Expression gezeigt werden. KPC 661, 438, 550 n=4, KPCZ 426 n=3.
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot p<0,01**, p<0,0001****

Es konnte gezeigt werden, dass im einzelnen Vergleich signifikante Unterschiede in der Lgr4-
Expression vorhanden waren. Die Zelllinien KPC 550, 438 und 661 wiesen die hochsten Lgr4-
Expressionen auf. Dieses Ergebnis ist mit denen der extrazellularen FACS-Analyse in adharenter
bzw. Spharoidkulturen vergleichbar. Auch bei diesen Messungen erwiesen sich die KPC 661, 438
und 550 als Zelllinien mit der héchsten Expression.

Im Unterschied zur FACS-Analyse allerdings zeigte beim Western Blot die KPC 550 mit einer
durchschnittlichen Bandenintensitat von 0,96 mit etwas Abstand die héchste Expression, welche
bei der Analyse mit dem Durchflusszytometer eher eine etwas niedrigere Expression von

extrazellular 1,44% und intrazellular 0,26% aufwies.

Um wie auch bei der Analyse mit dem Durchflusszytometer mogliche Expressionsunterschiede
zwischen normalen, adharenten Zellen aus der Kultur und dreidimensionalen Spharoiden
feststellen zu kénnen, wurden im nachsten Schritt die einzelnen Zellen mit deren Spharoiden

statistisch verglichen.
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Abbildung 28 Vergleich der Lgr4-Expression in KPC/KPCZ und deren Sphéroide

Darstellung der Intensitdt der einzelnen Banden aus Abb.27 [A]. Mithilfe des ungepaarten t-test konnten bei den
adharenten KPCs eine signifikant hdhere Lgr4-Expression als in ihren Spharoiden nachgewiesen werden. [A] KPC 661
n=4, 661 Spharoide n=3 [B] KPC438 n=4, 438 Sphéaroide n=3 [C] KPC 550 n=4, 550 Spharoide n=3 [D] KPCZ 426 n=3,
426 Spharoide n=2. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot p<0,05*, p<0,01**

Beim Vergleich der Western Blot Ergebnisse der einzelnen Zellen und deren Spharoide wurde eine
signifikant (mit Ausnahme der KPCZ 426) hdhere Lgr4-Expression in den normalen Zellen

nachgewiesen als in ihren Spharoiden.

5.5 Charakterisierung der Lgr4-Expression in KPC/KPCZ mithilfe von PCR

Als nachstes wurde die Lgr4 mRNA-Expression in den vier Zelllinien mithilfe von gRT-PCR

analysiert.
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5.5.1 Vergleich der Lgr4 mRNA-Expression in KPC/KPCZ und Spharoiden
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Abbildung 29 Vergleich der Lgr4 mRNA-Expression in KPC/KPCZ und deren Spharoide

Darstellung der Mittelwerte der relativen Genexpression (Ratio= 2*- ACt) in den vier Zelllinien. [A] Vergleich aller
KPC/KPCZ und deren Spharoide [B] Vergleich der KPC/KPCZ-Zellen [C] Vergleich der Spharoide. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Lgr4-Expression zwischen den Zelllinien und deren Spharoide detektiert werden.

Darstellung der Min. bis Max. Werte in Box und Whiskers-Graphen.

Die Ergebnisse der PCR wiesen keine signifikanten Unterschiede in der Expression auf. Wie auch
beim Western Blot zeigte sich eine héhere Expression in den normalen, adharenten Zellen unter
Ausnahme der KPCZ 426.

Die mithilfe dieser Zelllinie gewonnenen Ergebnisse sind allerdings wenig reprasentativ, da sich
die Versuche mit dieser Zelllinie duf3erst schwer darstellten und haufig keine Ergebnisse lieferten.
Alle drei Zelllinien KPC 661, 438 und 550 wiesen tendenziell ein dhnliches Lgr4-Expressionslevel

auf.

96



5.6 Analyse der Lgr4-Expression auf den KPC/KPCZ Zelllinien mittels

Immunfluoreszenz

Fur weitere Vergleiche der Lgr4-Expression wurden Immunfluoreszenzfarbungen der vier Zelllinien
durchgeflhrt.

Mithilfe der Immunfluoreszenz sollte die intra- und extrazellulare Expression des Lgr4-Rezeptors
lokalisiert und verglichen werden. In Abb. 30 sind reprasentative Aufnahmen der vier Zelllinien
nach Farbung der Zellen mithilfe des Lgr4-AKs im FITC Kanal und einer DAPI-Farbung zur
Detektion der DNA dargestellt.

A

661

550

Abbildung 30 Reprasentative Bilder der Inmunfluoreszenz Lgr4-gefarbter Zellen

[A] Farbung der Zellen mit Lgr4-AK (FITC-Kanal) [B] sowie Gegenfarbung der Zellkerne (DNA-Farbung) DAPI-Kanal [C]
FITC und DAPI-Kanal Uiberlagert.

Bei den Zelllinien KPC 661, KPC 438 und der KPCZ 426 befand sich der Lgr4-Rezeptor

tendenziell starker an der Zellmembran (extrazellular) und weniger innerhalb des Nukleus. Bei der
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mesenchymalen Zelllinie KPC 550 hingegen erstreckte sich der Lgr4-Rezeptor Uber die gesamte
Zelle, intra- sowie extrazellular. In Tab. 36 ist die Quantifizierung der Lgr4-Expression in den vier

Zelllinien im Vergleich zu sehen.

KPC 661 e +
KPC 438 e +
KPC 550 o+ o+
KPCZ 426 + (+)

Tabelle 36 Lokalisierung und Quantifizierung der Lgr4-Expression

Um eine eventuelle Korrelation der CHD-1-Expression und Lgr4-Expression darzustellen, wurden

alle Zelllinien zusatzlich mit dem epithelialen Marker CDH-1 simultan zu Lgr4 gefarbt.
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Abbildung 31 Reprasentative Bilder der Inmunfluoreszenz CDH-1 gefarbte Zellen
[A] Farbung der Zellen mit CDH1- AK (FITC-Kanal) [B] sowie Gegenfarbung der Zellkerne (DNA-Farbung) DAPI-Kanal
[C] FITC-und DAPI-Kanal iberlagert.

Die Zelllinien KPC 661 und KPCZ 426 zeigten beide eine (deutliche) extrazellulare Lokalisation
von CDH-1 mit einer sehr geringen nuklearen Expression von CDH-1. Gegensatzlich hierzu zeigte
sich bei der mesenchymalen Zelllinie KPC 550 eine starkere nukledre Expression. Die KPC 438
Zelllinie war die einzige der Zelllinien, bei welcher sich das CDH-1 uUber die gesamte Zelle
erstreckte. In Tab. 38 ist der Vergleich der Lokalisierung und Quantifizierung in den einzelnen

Zelllinien zu sehen.

KPC 661 ++ +

KPC 438 + +
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KPC 550 + ++

KPCZ 426 ot (+)

Tabelle 37 Lokalisierung und Quantifizierung der CDH-1 Expression

Auch die Quantifizierung der Immunfluoreszenz der KPC 661 Zelllinie zeigte eine tendenziell
starkere extrazellulare Lgr4-Expression.

Um eine mdgliche Korrelation zwischen dem epithelialen Marker CDH-1 und dem Lgr4-Rezeptor
zu detektieren, wurden die vier Zelllinien simultan mit dem AK CDH-1 gefarbt.

Da mesenchymale Zellen ein aggressiveres, metastatisches Wachstum aufweisen und somit eine
schnellere Tumorprogression besitzen, liegt eine inverse Korrelation zwischen CDH-1 und Lgr4
nahe. Somit wirde auch die Hypothese einer erhdhten Lgr4-Expression und daraus resultierend
einer erhdhten Malignitat im Tumorwachstum der Wahrheit entsprechen.

Bei Uberpriifung der Korrelation gefarbter Zellen ist bei extrazelluldrer Korrelation eine inverse
Korrelation zwischen Lgr4-und CDH-1 zu beobachten. Bei einer moderaten Expression was
beispielsweise bei der epithelialen Zelllinie 661 der Fall ist, ist keine inverse Korrelation zu
beobachten. Hingegen aber liegt bei der Zelllinie KPC 550 und KPCZ 426 eine inverse Korrelation

vor, dies bedeutet bei hoher extrazellularer Lgr4-Expression ist eine niedrige CDH-1 Expression zu

sehen.

extrazelluladr Lgrd CDH-1
KPC 661 ++ ++
KPC 438 ++ +

KPC 550 +++ —> +
KPCZ 426 + < > +++

Bei nuklearer Lokalisation hingegen ist eine normale Korrelation zu beobachten.

nukleér Lgrd CDH-1
KPC 661 + — +
KPC 438 + — +

KPC 550 +++ ++
KPCZ 426 (+) (+)

Aus allen Methoden zur Messung der intra- und extrazelluldren Lgr4-Expression stellte sich
heraus, dass die KPC 661 Zelllinie im Vergleich der drei anderen Zelllinien die beste Zelllinie fir

weitere Versuche ist.
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Von Bedeutung war vor allem die stabile Zellverdopplungsrate ohne Bildung von Zellaggregaten,
eine hohe extrazellulare Lgr4-Expression in Durchflusszytometer, Western Blot und
Immunfluoreszenz. Fur die darauffolgenden Versuche, das FACS-Sorting und anschliel3ender
subkutaner/orthotoper Injektionen der Zellen, war vor allem die extrazellulare Lgr4-Expression

wichtig, daher wurde fur die nachsten Experimente nur noch mit der KPC 661 Zelllinie gearbeitet.

5.7 Vitalitatskontrolle der KPC 661 unter OP-Bedingungen

Vor den ersten in vivo Versuchen wurde ein Lebend-Tot Versuch unter simulierten OP-
Bedingungen durchgefiihrt. Dies war vor allem fur die Beurteilung der Vitalitat der injizierten Zellen
zum Zeitpunkt der OP von Bedeutung. Somit konnten mdgliche Fehlerquellen (fehlendes
Tumorwachstum aufgrund toter injizierter Zellen) ausgeschlossen werden. Die Prifung der
Uberlebensdauer wurde mithilfe des Vitalititsfarbstoffes 7AAD, sowie der simultanen
Trypanblaufarbung und anschlielender Zahlung unter dem Lichtmikroskop durchgeflihrt. Am
Anfang waren durchschnittlich 89% der Zellen am Leben, wahrend nach 6 Stunden noch
durchschnittlich 72,9% der Zellen vital waren. Somit ergab die Messung, dass innerhalb der ersten

6 Stunden mit stundlicher Vitalkontrolle kein relevanter Anstieg an toten Zellen vorhanden war.
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Abbildung 32 Lebend-Tot Versuch

Darstellung lebender Zellen in % von Stunde 0 bis zu 6 Stunden unter simulierten OP-Bedingungen, Lagerung der Zellen
in PBS auf Eis bei Raumtemperatur. Stiindliche Messung lebender Zellen mittels 7AAD Farbung im
Durchflusszytometer, sowie Zahlung toter Zellen mittels Trypanblau in der Neubauer-Zahlkammer. Durch Zugabe von
80%igem Ethanol wurden die Zellen nach 7 Stunden getdtet. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im

Symbol-one symbol per column-Graph.

Von der Isolierung aus der Zellkultur bis zur Injektion der ersten Maus vergingen bei subkutaner

Injektion ca. 15 min und bei orthotoper Injektion ca. 25 min (ohne vorheriges FACS-Sorting). Durch
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diesen Versuch konnte davon ausgegangen werden, dass zum Zeitpunkt der Injektionen die Zellen
zum groflten Teil noch am Leben waren, da nach 6h immer noch nahezu 80% der Zellen am

Leben waren. Der Sortierprozess dauerte abhangig von der eingesetzten Zellzahl ca. 30 min.

5.8 Zellsorting

FUr das Sorting wurden die Zellen aus der Kultur isoliert, extrazellular gefarbt und auf Eis in das

Labor fir das Sorting gebracht.

5.8.1 Gating-Strategie beim Sorting

Vor Beginn des Sorting wurden wenige Zellen fir die korrekte Gating-Strategie analysiert, um fur

spater maglichst ,reine” Populationen von Lgr4 *- sortierten Zellen zu erhalten.
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Abbildung 33 Gating-Strategie beim Zellsorting

Darstellung der ungefarbten Zellen: mithilfe eines Scatter-Gate Dot-Plot (links) wurde die KPC 661-Population definiert.
Gaten der Lgr4-positivsten und Lgr4-negativsten KPC 661- Zellen (rechts).

Zuerst wurde die KPC 661 Population mithilfe der ungefarbten Zellen festgelegt (Abb.33), um im
néchsten Schritt die Gates fiir die Lgrd *"- Zellen definieren zu kdnnen. Im Anschluss des korrekten
Gatings wurden die gefarbten Zellen nach einer hohen und niedrigen Lgr4-Expression sortiert. Es
sind jeweils eine deutliche Lgr4-, sowie eine deutliche Lgr4* Population beim Gating der gefarbten
Zellen sichtbar (Abb.34). Auch die Darstellung der positiven Zellen im Histogramm war deutlich zu

erkennen.
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Abbildung 34 Reprasentatives Bild der Lgrd*- und Lgr4--Zellen beim Sorting

[A] Dot-Plot der sortierten Populationen Lgr4* und Lgr4- [B] Lgr4-Expression im Histogramm

Wie in Abb.34 zu erkennen ist, war nach dem ersten Zellsorting der KPC 661 deutlich sortierte
Populationen im Dot-Plot und Histogramm sichtbar. Mithilfe dieser Daten aus dem
Durchflusszytometer wurde zur Verdeutlichung des erfolgreichen Sortierprozesses eine
Uberlagerung der Histogramme der Fluoreszenzmessung gefarbter und ungefarbter KPC 661
Zellen durchgefiihrt (Abb.35).
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Abbildung 35 Overlay der Histogramme KPC 661 beim Sorting

Uberlagerung der Histogramme ungefarbter und extrazellular gefarbter KPC 661 sortierter Zellen
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In Abb.35 ist das deutlich positive Fluoreszenzsignal der extrazellular gefarbten Zellen sichtbar. Im
Anschuss an das Sorting wurden die Zellen auf Eis zurtick ins Labor gebracht und fir die weiteren

Versuche vorbereitet.

5.8.2 Spheroid-Formation-Assay SFA
Mit den Lgr4 *" sortierten Zellen wurde ein SFA angelegt. Nach 7-10 Tagen in Kultur wurden

lichtmikroskopische Aufnahmen der dreidimensionalen Kulturen flir den Vergleich der Morphologie

sowie eine Quantifizierung angefertigt.

4}»

KPC 661 Lgrd +

-

Abbildung 36 Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen multizellulirer Tumoraggregate sortierter KPC
661-Zellen

Darstellung der Wachstums- und GroRenunterschiede der Spharoide der KPC 661-Zellen [A] Lgrd4* -bzw. [B] Lgr4- -
sortierte Zellen

Die Spharoide wurden morphologisch unter dem Mikroskop verglichen und Sphéaroide, ab einer
Anzahl von 50 agglutinierten Zellen, als Spharoide quantifiziert. AnschlieRend wurde die Anzahl
der Lgr4 *"sortierten Sphéroide verglichen (Abb.37).
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Abbildung 37 Vergleich der Anzahl der Spharoide pro 1000 eingesite Zellen

Dargestellt sind die Mittelwerte der Anzahl der Sphéaroide mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot.

Die Lgr4™ sortierten Zellen bildeten mehr und tendenziell etwas groRere Spharoide als die Lgr4*
sortierten Zellen. Die Fahigkeit Spharoide auszubilden ist ein besonderer Unterschied zwischen
malignen und nicht malignen Zellen und hat vor allem im Bereich der Tumorforschung eine grof3e
Bedeutung. Allerdings konnten zwischen den zwei sortierten KPC 661 Zellen keine signifikanten

Unterschiede in der Anzahl der Spharoide nachgewiesen werden.

Abbildung 38 Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme der Lgr4* und Lgr4- -sortierten Zellen im SFA zur
Unterscheidung der Morphologie

Darstellung der Morphologie der Spharoide im lichtmikroskopischen Bild [A] Lgr4* [B] Lgr4-

In der Morphologie zwischen den Lgr4* und Lgr4 -sortierten KPC 661 Spharoiden konnten keine
Unterschiede in ihrer Morphologie festgestellt werden. Bis auf geringe GréR3enunterschiede waren

sie nicht voneinander zu unterscheiden.
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Zusatzlich zur dreidimensionalen Kultur wurden s.c. Injektionen an Mausen mit den sortierten

Zellen durchgefuhrt.

5.8.3 Vergleich des Tumorwachstums zwischen Lgr4* und Lgr4 " sortierten Zellen

Zur Beurteilung des Tumorneubildungspotentials und des invasiven Wachstums wurde in engen
Zeitraumen TumorgréfRe und das Allgemeinbefinden der Mause kontrolliert.

Die Mause wurden nach 60 Tagen getétet und die Tumoren enthnommen.

5.8.3.1 Darstellung des Tumorwachstums und der Tumorentnahme

A

Abbildung 39 Aufnahmen subkutaner Tumore

Darstellung des Tumorwachstums nach Injektion sortierter Zellen [A] Lgr4- hochthorakaler Tumor [B] Lgr4* lumbaler
Tumor [C] Lgr4-lumbaler Tumor

Wie in Abb.39 zu sehen ist, wiesen alle Tumoren ein invasives Wachstum in das umliegende
Gewebe auf.
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Abbildung 40 Reprasentative Aufnahme thorakaler Tumorentnahme

Entnahme eines Lgr4 * hochthorakalen Tumors. Invasives Wachstum des Tumors in die Thoraxmuskulatur.

Nach der Tumorentnahme wurden Teile der Tumoren fir histologische Schnitte in Paraffin fur eine
spatere HE-Farbung eingebettet. Andere Teile der Tumore wurden mit Trypsin-EDTA verdaut und
in der Zellkultur rekultiviert, um die Expression des Rezeptors per Durchflusszytometer zu
detektieren.

Das Tumorwachstum hat unabhangig von Lgrd* bzw. Lgr4d™ sortierten Zellen nach 4 Wochen
begonnen (Abb.41). Allerdings hingegen war das Tumorwachstum in den Lgr4™ sortierten Zellen
tendenziell etwas schneller.

Es wurden insgesamt 10 Mause injiziert, pro Dilution der Tumorsuspension wurden 3 Mause
verwendet. Die Dilutionen waren 5000, 1000 und 500 Zellen.

Bei 500 s.c. injizierten Zellen war kein Tumorwachstum zu sehen. Der Versuch wurde daher nach
60 Tagen abgebrochen.

107



s.c. Tumore

oy i - 5000 Lgr4 +
7000 -
6500 - - 5000 Lgr4 -
6000 -

5500 - - 1000 Lgr4 -
5000 -

:ggg 1 i Negativkontrolle
2500 ] 5000
3000 -

2500 -

2000 -

1500
1000
500 -

0 2 4 6 8 10
Wochen

Negativkontrolle
1000

TumorgréRe in mm?®

-

Abbildung 41 Wachstumskurve der subkutanen Tumore

Darstellung der TumorgréRe in mm?3 innerhalb von bis zu 8,5 Wochen, dargestellt in einer Wachstumskurve.

Die fur die Histologie entnommenen Proben wurden mittels HE gefarbt und lichtmikroskopisch
analysiert.

5.8.3.2 Histologische Schnitte und HE-Farbung der Tumore

Abbildung 42 HE-Farbungen der subkutanen Tumore
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Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen der HE-Farbungen. [A] blauer Pfeil: Nekrosen, gelber Pfeil:
Leukozytenansammlung, oranger Pfeil: Tumorzellen [B] griiner Pfeil: Gefale, oranger Pfeil: Tumorzellen [C] grauer
Pfeil: Adipozyten, weilRer Pfeil: Lymphfollikel und oranger Pfeil: Tumorzellen

Alle Schnitte wiesen eine starke Blaufarbung aufgrund der Basophilie der Tumorzellen auf. Des
Weiteren wiesen die Schnitte eine tumortypische Nekrose im Tumorzentrum sowie eine
Leukozytenansammlung auf. Restliche Befunde der histologischen Schnitte waren typisch fur das
urspringliche Muskelgewebe wie Adipozyten, wenig Blutgefalle aufgrund des schnellen
Wachstums des Tumors und Lymphfollikel, welche fur die Vermehrung und Differenzierung der B-

Lymphozyten sind.

5.8.4 Orthotope Injektion unsortierter Zellen

Um herauszufinden wie viele Zellen fur ein orthotopes Tumorwachstum noétig sind, wurde eine
orthotope Xenotransplantation mit je zwei Mausen pro Dilution unsortierter KPC 661- Zellen
durchgefuhrt. Dabei wurden drei verschiedene Dilutionen (50.000, 25.000 und 10.000 Zellen) im
Duplikat erprobt.

Bereits nach zwei Wochen waren die Tumoren héherer Konzentrationen abdominal palpierbar.
Zwei Mause wurden wahrend des Versuchs tot aufgefunden. Diese wiesen einen Tag zuvor ein
unauffalliges Allgemeinbefinden auf, zeigten aber bei der postmortalen Untersuchung ein
progressives Tumorwachstum mit starken Metastasierungen in Leber, Peritoneum und Omentum.
Die Ubrigen Mause mussten nicht aufgrund der Tumorgréfie, sondern aufgrund des gestorten
Allgemeinbefindens erldst werden. Dies steht im Gegensatz zu den s.c. implantierten Zellen, bei
welchen die Mause aufgrund der Tumorgréfie und der Dauer erlést werden mussten.

In Tab.39 ist ein Uberblick Uiber die TumorgréRe der orthotop isolierten Tumore sowie ihrer

Metastasierungslokalisation in das umliegende (ferne) Gewebe aufgelistet.

Dilution Zeitpunkt Primartumor (PT) Fernmetastase
50.000 Zellen 21. Tag post PT: 1,2x0,9x0,9cm Ikterische
injectionem Verfarbungen
50.000 Zellen 21. Tag post PT: 0,3x0,8x0,2cm Leber 0,3x0,2x0,4
injectionem Peritoneum
0,8x0,5x0,2
25.000 Zellen 26. Tag post PT: 1,9x2,8x2,4cm Omentum
injectionem 0,3x0,1x0,2
Peritoneum
0,2x0,1x0,1
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25.000 Zellen 27. Tag post PT: 0,8x1,0x0,4cm -
injectionem
10.000 Zellen 26. Tag post PT: 2,5x3,0x1,9 Leber 0,2x0,1x0,1
injectionem Milz 0,3x0,2x0,1
Darm-Lnn
0,2x0,1x0,2
Extrem dilatierter
Magen->lleus
10.000 Zellen 27. Tag post PT: 2,0x1,8x2,2 Diaphragma
injectionem 0,2x0,1x0,1cm
Leber 0,3x0,2x0,2
Darm 0,2x0,2x0,1
Extrem dilatierter
Magen

Tabelle 38 Ubersicht Tumorwachstum und Metastasierung orthotoper Tumore

Unabhangig von der Dilution ist bei allen Verdunnungen das Tumorwachstum sehr schnell
fortgeschritten und auch das Metastasierungspotential war extrem aggressiv und weitreichend,

beispielsweise wiesen drei der Mause Metastasierungsherde in der Leber auf. (siehe Abb.43)
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Abbildung 43 Aufnahme orthotoper Tumore

Darstellung der Tumorbildung, (Fern-) metastasierung und ikterischen Verfarbungen [A] 1 Primartumor, 2
Lebermetastase und 3 Metastase an Peritoneum [B] Darmmetastasen [C] Fernmetastasen an 1 Diaphragma und 2
Leber sowie ein 3 dilatierter Magen-Darm-Trakt [D] ikterische Verfarbungen von Schleimhauten, Serosa des Darms und
2 kleinen Metastaseherden auf der Leber.

Als Folge des invasiven Wachstums sowie durch den raumfordernden Primartumor kam es bei
einer Maus zur Magenausgangsstenose mit konsekutiv dilatiertem Magen-Darm-Trakt. Wie bereits
oben erwahnt, wurden Teile der Tumore nach der Entnahme verdaut und kultiviert um die Lgr4-
Expression innerhalb eines isolierten, rekultivierten Tumors beurteilen zu kénnen. Hierfur wurde
ein s.c. Tumor aus Lgr4-sortierten Zellen, eine Positivkontrolle der s.c. Tumore und ein orthotoper
Tumor verdaut und in die Zellkultur aufgenommen. Nachdem die Zellen eine bestandige
Zellverdopplungsrate aufwiesen, wurden sie wie gewohnt aus der Kultur isoliert und extrazellular
fur die anschlieBende Analyse mit dem Durchflusszytometer gefarbt. In Abb.44 ist der Vergleich
der Analyse mit dem Durchflusszytometer zur Messung der intra- und extrazelluldaren Lgr4-

Expression dargestellt.
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Abbildung 44 Lgr4-Expression in kultivierten Tumoren

Messung der [A] extrazelluldaren Lgr4-Expression [B] intrazelluldren Lgr4-Expression. Darstellung der Mittelwerte mit
Standardabweichung im Scatter Dot-Plot

Zwischen den beiden s.c. Tumoren der sortierten Zellen waren keine Unterschiede in der Lgr4-
Expression zu detektieren. Auch der orthotope Tumor der unsortierten Zellen zeigte nahezu

dasselbe Lgr4-Expressionslevel.

5.9 EMT-Stimulation der Zellen

Das Zytokin TGF-B1 spielt vor allem wahrend der Embryogenese in Bezug auf Zell-Zell
Interaktionen eine Rolle. Aber auch im adulten Organismus reguliert das multifunktionelle Zytokin
den Organismus. TGF-B1 moduliert unter anderem die Zelldifferenzierung, das Zellwachstum
sowie die Proliferation entsprechender Zielzellen [139]. Eine Behandlung der Krebszellen mit TGF-
R1 fuhrt zu einer Epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT), welche unter anderem in
Metastasierungsprozessen des PDAC von grof3er Bedeutung ist [140].

Bei der EMT wandeln sich epitheliale Zellen in mesenchymale, fibroblasten-ahnliche Phanotypen,
wodurch es zur Anderung der Expression verschiedener Adhasionsproteine und Glykoproteine
kommt. Als Folge der EMT kommt es zu verminderter interzellularer Zelladhasion (Verminderung
der Zell-Zell Kontakte und Adhasionen der Zellen) durch geringere E-Cadherin Expression bei
gleichzeitig vermehrter Expression von mesenchymalen Markern wie Vimentin (Protein des
Zytoskeletts), N-Cadherin und Fibronektin. Durch diesen Prozess kommt es zu einer schnelleren
und aggressiveren Tumorzellinvasion bzw. -migration in das umliegende bzw. ferngelegene
Gewebe [140-144].
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5.9.1 Lichtmikroskopische Aufnahmen stimulierter KPC Zellen

Drei Tage nach dem Passagieren bei taglicher Stimulation mit TGFR-1 wurden lichtmikroskopische
Aufnahmen der epithelialen KPC 661 Zelllinie und der gemischten KPC 438 Zelllinie im Vergleich

zu unbehandelten Zellen angefertigt.

Abbildung 45 Lichtmikroskopische Aufnahme stimulierter KPC 661

Aufnahme bei 20x VergroRerung zwei Tage nach Zugabe von Zytokin TGFR-1 [A] Ko—keine Stimulation: Pfeil rundliche,
adharent gewachsene Zellen [B] TGF-R1 Stimulation tgl. (5ng/ml): Pfeil langliche, adharent gewachsene Zellen. [A] und
[B] wiesen dieselbe Konfluenz auf.

Bei der epithelialen KPC 661 Zelllinie war die erfolgreiche EMT durch die Umwandlung zu einer
fibroblastenahnlichen Morphologie der Zellen zu erkennen (Abb.45 [B], weilter Pfeil). Im
Gegensatz zur Kontrolle Abb.45 [A] (Zellen mit eher rundlichem Charakter) zeichnen sie sich in
Abb.45 [B] durch einen eher langlichen fibroblastenahnlichen Charakter aus. Die

Zellverdopplungsrate war bei der Kontrollgruppe und den stimulierten Zellen gleich.

Abbildung 46 Lichtmikroskopische Aufnahme stimulierter KPC 438
Aufnahme bei 20x Vergroflerung zwei Tage nach Zugabe von Zytokin TGFR-1 [A] Ko—keine Stimulation [B] TGF-R1
Stimulation tgl. (5ng/ml). Beide wiesen rundlich, adharent gewachsene Zellen auf. [A] und [B] wiesen dieselbe Konfluenz

auf.
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Bei der gemischten KPC 438 Zelllinie hingegen waren die phanotypischen Anderungen der Zellen
weniger deutlich. Das Wachstum dieser Zelllinie war konfluenter im Vergleich zur KPC 661

Zelllinie. Hier zeigte die Zelllinie trotz taglicher Stimulation keine stark auffallenden Anderungen in
der Morphologie.

5.9.2 Analyse stimulierter KPC Zellen mit dem Durchflusszytometer

Die stimulierten KPC 661 und KPC 438 Zellen wurden zusatzlich zu den lichtmikroskopischen
Aufnahmen nach flnf bzw. sieben Tagen aus der Kultur isoliert, extrazellular gefarbt und ihre Lgr4-
Expression mittels Durchflusszytometrie analysiert. In Abb.47 ist der Vergleich der drei Gruppen,

Kontrolle, Langzeitbehandlung der Zellen mit TGFR-1 und Kurzzeitbehandlung der Zellen (TGFR-
1) dargestellt.
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Abbildung 47 Extrazellulare Lgr4-Expression in stimulierten KPC 661 und KPC 438

Darstellung der extrazelluldren Lgr4-Expression in % per Durchflusszytometrie gemessen. Ko= Kontrolle ohne
Stimulation, Langzeitbehandlung TGFR-1 tgl.Stimulation fir 5 bzw. 7d, Kurzzeitbehaldung (TGFRB-1) 3 Tage Stimulation.
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot.

Mithilfe der graphischen Darstellung der Ergebnisse aus der Stimulation der KPC 661 und KPC
438 konnte gezeigt werden, dass durch eine Kurzzeitbehandlung und anschlieRendes Aussetzen
der Zytokinbehandlung (TGFR-1) die Expression des Lgr4-Rezeptors steigt. Bei der statistischen
Analyse konnten jedoch keine statistisch relevanten Unterschiede detektiert werden. Die

Kurzzeitbehandlung der Zellen bewirkt somit tendenziell eine etwas hohere Expression des Lgr4-
Rezeptors als ohne Zytokinbehandlung.

Im Anschluss der Analyse stimulierter und nicht stimulierter Zellen wurde versucht die Ergebnisse

der Durchflusszytometrie in einem Western Blot zu replizieren.
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5.9.3 Western Blot stimulierter KPC Zellen

Hierfir wurden die Zellen nach demselben Behandlungszeitraum stimuliert und fur den Western

Blot aus der Kultur isoliert. In Abb.48 sind die Banden der Lgr4-Expression im Western Blot zu

sehen.
KPC 661 KPC 438
TGFbeta - + - - + -
TGF(beta) - - + - N +
kDA —— - — — (138kDa)

—— ———— | LGR4(104KDa)
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Abbildung 48 Western Blot der stimulierten KPC 661 und KPC 438
KPC 661 Ko, TGFR-1, (TGFR-1), KPC 438 Ko, TGFR-1, (TGFR-1)

Der Lgr4-Rezeptor wurde vor allem in den Kontrollgruppen sowie in den kurzzeitig stimulierten
Zellen exprimiert. Das Ergebnis der KPC 438 war hier deutlicher als die Banden der KPC 661
Zelllinie.

Somit wurde durch den Western Blot bestatigt, dass durch eine kurzzeitige Stimulation der Zellen
mit dem Zytokin TGFR-1 eine hdhere Expression von Lgr4 erreicht werden kann als bei einer

Langzeitbehandlung der Zellen.
FUr eine genauere statistische Analyse der drei Gruppen wurden im Folgenden die Banden auf

Hohe von 104kDa und 138kDa einzeln und in Kombination mithilfe des Programms ImageJ

quantifiziert und graphisch dargestellt.
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Stimulation KPC 661 und 438
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LGR4/GAPDH Odds Ratio

Abbildung 49 densitometrische Analyse der oberen Banden 138kDa

Darstellung der Farbtiefe der einzelnen oberen Banden im OD Ratio der beiden KPC Zelllinien. n=4. Darstellung der

Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot.

Wie bereits an den Banden zu erkennen war, ergab die densitometrische Auswertung, dass die
Kontrollgruppe beider Zelllinien die hochste Lgr4-Proteinexpression aufwies. Das Expressionslevel
der kurzzeitig behandelten Zellen (TGFR-1) war hdher als das der Langzeitbehandlung, TGFR-1,

jedoch lagen beide unter dem Expressionsniveau der Kontrollgruppe.
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Abbildung 50 densitometrische Analyse der Banden auf Hohe von 104kDa

Darstellung der Farbtiefe der einzelnen Banden im Odds Ratio der beiden KPC Zelllinien. n=4, 661TGFR}-1 n=3.

Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot.

Bei der einzelnen densitometrischen Analyse der Banden auf Hohe des Lgr4-Rezeptors (104kDa)

zeigten die Langzeitbehandlungen der Zellen mit TGFR-1 die héchste Expression gefolgt von den

116



kurzzeitig behandelten Zellen. Jedoch ergaben sich bei keinem der Vergleiche signifikante

Unterschiede der Expressionslevel.

FUr weitere statistische Auswertungen wurden vier einzelne Graphen der beiden Zelllinien erstellt.
Hierfur wurden die Banden auf Hohe von 104kDa und 138kDa densitometrisch analysiert und far

die jeweilige KPC Zelllinie dargestellt.
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Abbildung 51 densitometrische Analyse der Banden auf Hohe von 138kDa in KPC 661 und KPC 438

Vergleich der Densometrie der Banden auf Hohe von 138kDa im Odds Ratio. Mithilfe des ANOVA mit Bonferroni
Korrektur konnten signifikante Unterschiede in der Lgr4-Expression im Western Blot nachgewiesen werden. Darstellung

der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot, p<0,05*, p<0,001***,

Bei der statistischen Analyse der Banden auf Hohe von 138kDa der KPC 661 und KPC 438
konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden. Bei beiden Zelllinien war das Lgr4-
Expressionslevel in den Kontrollgruppen signifikant hdher als in dauerhaft stimulierten TGFR3-1
bzw. kurzzeitig stimulierten Zellen, (TGFR-1).

Des Weiteren wurde zwar keine Signifikanz zwischen einer dauerhaften Stimulation verglichen mit
kurzzeitiger Stimulation detektiert, jedoch konnte hier eine tendenziell hohere Expression bei

kurzzeitig stimulierten Zellen nachgewiesen werden.

Bei der statistischen Analyse der Banden auf Hohe von 104kDa der KPC 661 Zellen hingegen
konnte eine signifikant hohere Lgr4-Expression in dauerhaft stimulierten Zellen, im Vergleich zur

Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
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Abbildung 52 densitometrische Analyse der Banden auf Hohe von 104kDa in KPC 661 und KPC 438.

Vergleich der Densometrie der Banden auf Hohe von 104kDa im Odds Ratio. Mithilfe von ANOVA mit Bonferroni
Korrektur konnte eine Signifikanz in der Lgr4-Expression zwischen 661 Ko und 661 TGFR-1 nachgewiesen werden n=4,

661TGFR-1 n=3. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter Dot-Plot, p<0,05*.

Als letzte Analyse der Banden des Western Blots aus der Stimulation wurde die Kombination der

Banden auf Hohe von 104kDa und 138kDa quantifiziert und verglichen.
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Abbildung 53 densitometrische Analyse der Banden auf Hohe von 138kDa und 104kDa

Vergleich der Farbtiefe der Banden im Odds Ratio. Mithilfe von ANOVA mit Bonferroni Korrektur konnte eine Signifikanz
in der Lgr4-Expression zwischen 438 Ko und 438 TGFR-1 und zwischen 438 Ko und 438 (TGF-R1) aufgewiesen werden.
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung im Scatter DotPlot, p<0,05*, p<0,01**.

Bei der Analyse der Banden auf Hohe von 104 und 138kDa konnten signifikant hohere
Expressionen des Lgr4-Rezeptors zwischen der Kontrolle und den kurzzeitig behandelten Zellen
(TGFR-1) sowie der Kontrolle und den dauerhaft behandelten Zellen, TGF[-1, in den KPC 438
Zellen nachgewiesen werden. Bei den KPC 661 Zellen hingegen konnten tendenziell hdhere Lgr4-

Expressionen in der Kontrolle, sowie in den kurzzeitig stimulierten Zellen (TGFR}-1) nachgewiesen
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werden. Im Anschluss an den Western Blot wurde zuséatzlich eine PCR der stimulierten Zellen
durchgeflhrt.

5.9.4 PCR stimulierter KPC Zellen

Auch hier wurden die Zellen im selben Rhythmus stimuliert und fur die Durchfihrung der PCR

isoliert. Die Ergebnisse wurden anschlielend quantifiziert und analysiert.

Stimulation KPC 661 und 438
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Abbildung 54 mRNA-Expression von Lgr4 in KPC 661 und KPC 438

Darstellung der Mittelwerte der relativen Genexpression (Ratio= 2* - ACt). Es konnten keine signifikanten Unterschiede
in der Lgr4-Expression festgestellt werden. Darstellung der Line at median in Floating bars (min to max).

Die Ergebnisse der PCR ergeben die hdchste Expression in den kurzzeitig stimulierten Zellen und
den Kontrollen. Zwar zeigt die dauerhafte Stimulation der Zellen ebenfalls eine hohe Expression,
jedoch sind die Ergebnisse bei KPC 661 sehr weitreichend, von einer sehr niedrigen bis zu einer
hohen Expression. Bei KPC 438 hingegen zeigt die kurzzeitige Stimulation starkere Unterschiede
im Lgr4-Expressionslevel.

Jedoch konnten bei keiner der Zellen signifikante Unterschiede nachgewiesen werden.
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Abbildung 55 statistische Analyse der KPC 661 und KPC 438

Darstellung der Mittelwerte der relativen Genexpression (Ratio= 2*-ACt). Es konnten keine signifikanten Unterschiede in
der Lgr4-Expression zwischen der Ko-Gruppe, stimulieten TGFR-1 und den kurzzeitig stimulierten Zellen (TGFR-1)
nachgewiesen werden. 661 Ko n=3, TGFR-1 n=6, (TGFR-1) n=3, 438 n=3, (TGFB}-1) n=4. Darstellung der Line at median
in Floating bars (min to max).

Wie beim Western Blot der stimulierten Zellen zeigte sich auch in der PCR tendenziell das hochste

Expressionslevel in den kurzzeitig behandelten Zellen (TGFR-1) und der Kontroligruppe.

Insgesamt konnte in dieser Versuchsreihe gezeigt werden, dass die Quantifizierung der Lgr4-
Expression auf den vier Zelllinien mithilfe der verschiedenen Methoden starken Schwankungen
unterlag. Relativ konstante Ergebnisse konnten nur im Durchflusszytometer und dem Western Blot
mit unstimulierten Zellen erzielt werden.

Bei der PCR und den stimulierten Zellen ergaben sich keine gleichbleibenden Expressionslevel.
Bei einer kurzzeitigen TGFR-1 Stimulation wiesen die Zellen eine tendenziell hohere Lgr4-
Expression auf und bei einer Langzeitbehandlung sinkt die Lgr4-Expression unter das Level der
unstimulierten Kontrollgruppe.

Bei der subkutanen Implantation der KPC 661 konnte bei allen Mausen ein sehr aggressives und
metastatisches Wachstum, auch in fernes Gewebe, nachgewiesen werden. Jedoch konnten nur
Tendenzen fur ein grofReres subkutanes Tumorwachstum in Lgr4- -sortierten Zellen aufgezeigt

werden.
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6 Diskussion

Das PDAC stellt mit Gber 95% die weitaus haufigste maligne Form des Pankreaskarzinoms dar.
Aufgrund des sehr aggressiven Wachstums und der daraus resultierend &ufRerst geringen
Uberlebenswahrscheinlichkeit, nimmt es bei beiden Geschlechtern den Platz der vierthaufigsten
Krebstodesursache ein. Wegen der spat und unspezifisch auftretenden Symptome und des
schnellen invasiven Metastasierungspotentials ist die Chance auf Heilung weiterhin sehr gering.
Neueste Erkenntnisse zeigen, dass die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) eine
mafgebliche Rolle bei der Entwicklung invasiver Eigenschaften im PDAC spielt. Durch die
Umwandlung in einen mesenchymalen Phanotyp erlangen Krebszellen die Fahigkeit zu
metastasieren. Zudem zeigen verschiedene Studien, dass EMT Krebsstammzellen (CSC)
hervorbringen kann. Die Plastizitat, sowie die essentielle Eigenschaft zur Selbsterneuerung, fuhrt
letztendlich zu einer hohen Therapieresistenz beim PDAC mit erheblich sinkenden
Therapiemdglichkeiten und schlussendlich einer schlechten Prognose fir den Patienten [145].
Angesichts des Erlangens dieser neuen Eigenschaften und der daraus resultierend hohen
Chemoresistenz sowie einer geringen kurativen Resektionsrate sind die Therapiemdglichkeiten
bisher nicht ausreichend, um die Prognose beim PDAC zu verbessern.

Aufgrund dessen sind neue zielgerichtete molekulare Therapien von grof’er Notwendigkeit.
Aktuelle Studien berichten Uber Stammzell-basierte Therapieansatze, allerdings ist die
Regulierung zur Selbsterneuerung und Differenzierung der CSC bisher noch unzureichend
erforscht.

Aus Vorarbeiten ist bereits bekannt, dass die Regulation von Krebsstammzellen im PDAC u.a.
durch den Lgr-RSPO Komplex passiert. Durch Bindung der Liganden (RSPO 1-4) an die Lgr-
Rezeptoren wird die Wnt/R-Catenin Signalkaskade verstarkt, wodurch es zur Proliferation
epithelialer Zellen kommt.

Die Lgr-Rezeptoren gehdren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche mit ca.
800 Mitgliedern die gréfite Gruppe der Membranproteine im Saugetiergenom darstellen. Eine ihrer
wichtigen Funktionen ist die Erhaltung von Stammzellen.

Kato und Barker et al. zeigten, dass die Lgr-Rezeptoren Marker fur gewebsansassige Stammzellen
verschiedener Organe, wie der Niere oder dem Darmepithel [83, 84, 145, 146] sind. Aber auch im
Magen, den Haarfollikeln oder der Haut sind Lgr-Rezeptoren vertreten [147]. Nichtsdestotrotz ist
es bisher unklar, ob die Lgr-Rezeptoren nur Marker dieser Zellen darstellen, oder ob ihnen sogar
eine zentrale Rolle bei der Umsetzung der Eigenschaften dieser Stammzellen zugeteilt werden
kann.

Die GPCR sind Zielstrukturen vieler bereits zugelassener Medikamente (bereits 36% der
Arzneimittel sind gegen GPCR gerichtet) und werden seit Jahrzehnten erforscht. Mittlerweile ist
bekannt, dass sie auch auf die Pluripotenz und Differenzierung der Stammzellen einwirken [148].

Aufgrund dieser neuen Erkenntnis mussen GPCR weiter erforscht werden, um ihre Wirkung auf
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Stammzellen und CSCs besser verstehen zu kdénnen und die Chancen zur Entwicklung neuer
Therapiemdglichkeiten zu nutzen.

Bereits 2017 wurde gezeigt, dass der Lgr4-Rezeptor eine Kernfunktion bei der Aktivierung der
EMT und Metastasierung im Prostatakarzinom einnimmt und dadurch auf die Tumorprogression
und die Verkiirzung des Rezidiv-freien Uberlebens einwirkt [149].

Das Ziel dieser Arbeit lag darin, die Wirkung des Lgr4-Rezeptors im Pankreaskarzinom genauer zu
untersuchen. Hierfur wurde mit speziellen Pankreastumorzellen (Pankreaskarzinomzellen aus
genetisch modifizierten Mausen, KPC/KPCZ) gearbeitet. Durch ein besseres Verstandnis der
Funktionen des Lgr4-Rezeptors und seiner Wirkung in Bezug auf die Tumorentwicklung und -
progression kdnnte er den Schlissel neuer diagnostischer und therapeutischer Ansatze darstellen.
Die nachfolgenden in vitro Untersuchungen sollten zeigen, ob eine unterschiedliche Lgr4-
Expression Einfluss auf das Tumorneubildungspotential, die Fahigkeit zur Selbsterneuerung sowie
das Metastasierungspotential in vivo nimmt. Hierfur wurde die Lgr4-Lokalisierung und das
Expressionsniveau auf KPC/KPCZ-Zellen mittels verschiedener Methoden analysiert und eine der
Zelllinien mit der héchsten Lgr4-Expression fur weitere in vitro und in vivo Versuche verwendet. Im
Folgenden werden die dafur verwendeten Methoden und deren Ergebnisse diskutiert.

In dieser Arbeit wurde die extra-, sowie die intrazelluldre Lgr4-Expression, sowohl in den
Pankreastumorzellen, den KPC/KPCZ-Zellen, als auch in den aus Mausen gewonnenen Tumoren
untersucht. Die Bestimmung der Lokalisierung, sowie die Bestimmung des Lgr4-
Expressionsniveaus, wurde mittels verschiedener Methoden durchgefihrt. Mithilfe der
Durchflusszytometrie, des Western Blots, der PCR sowie der Immunfluoreszenz wurde die extra-
und intrazellulare Lgr4-Expression gemessen und miteinander verglichen. Zusatzlich wurde die
Expression des Lgr4-Rezeptors in dreidimensionalen Kulturen untersucht. Mithilfe des Zytokins
TGFR wurden die verwendeten Zellen stimuliert, um somit Anderungen der Lgr4-Expression zu
detektieren. Neben den in vitro Versuchen wurden zusatzlich in vivo Versuche zur Untersuchung
der Tumorprogression, abhangig von der Expression des Lgr4-Rezeptors, durchgefihrt.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Messung des Lgr4-Rezeptors vielen noch nicht bekannten
Einflissen unterliegt und mit den derzeit zur Verfugung stehenden AntikGrpern nur wenig
konstante Ergebnisse mithilfe verschiedener Methoden erzielt werden konnten.

Im Gesamten ergaben die Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie und des Western Blots, dass
die drei Zelllinien KPC 661, 438 und 550 die hdchsten Lgr4-Expressionen aufwiesen.

Beim Western Blot beispielsweise zeigte die KPC 550 Zelllinie mit einer durchschnittlichen
Bandenintensitat von 0,96 mit etwas Abstand die hdéchste Lgr4-Expression. Allerdings ist zu
beachten, dass bei einem Western Blot keine getrennte Messung zwischen extra- und intrazellular
lokalisiertem Lgr4 moglich ist, wodurch Unterschiede in der Quantifizierung des Lgr4-Rezeptors
entstehen konnten.

Krebs et al. beschrieben 2017, dass ein Knockout des Zeb1 Gens (KPCZ) zu geringerer Malignitat

fuhrt. Dies bedeutet eine reduzierte Heterogenitat innerhalb des Tumors, geringere

122



Fernmetastasen und verminderte lokale Invasion im Vergleich zu KPC Tumoren [138]. Tatsachlich
konnte dies in unseren Versuchsreihen repliziert werden. Die Zelllinie KPCZ 426 zeigte in den
meisten Messungen die geringste Lgr4-Expression und im Western Blot sogar eine signifikant
geringere Lgr4-Expression als die anderen drei KPC Zelllinien. Auch Luo et al. 2017 beschrieben
den Zusammenhang zwischen dem Lgr4-Rezeptor und dem Transkriptionsfaktor Zeb. Der KD von
Lgr4 fuhrt zu verminderter Migration, Invasion und MET (mesenchymale-epitheliale Transmission),
wodurch epitheliale Marker wie E-Cadherin hochreguliert werden und der Transkriptionsfaktor Zeb
herunterreguliert wird [149]. Genauso konnten in der Zellkultur Unterschiede zwischen den
Zelllinien detektiert werden. Die KPCZ 426 Zelllinie wies die geringste Zellverdopplungsrate und
Zellzahl bei der Isolation im Gegensatz zu den KPC 661, 438 und 550 Zellen, welche eine hohe
Zellverdopplungsrate und abhangig von der Zelllinie, ein eher adharentes Wachstum in den
Zellkulturflaschen aufwiesen.

Zusatzlich konnten unsere Untersuchungen aufzeigen, dass das Lgr4-Expressionslevel in
normalen, adharent wachsenden Kulturen ein signifikant hoheres Expressionsniveau als in
dreidimensionalen Kulturen aufwies. Ergebnisse der Untersuchungen aus dem Jahr 1966 von
Halpern et al. zeigten, dass ein Kennzeichen maligner Zellen die Bildung dreidimensionaler
Zellaggregate darstellt. Dies wurde bedeuten, dass eine erhohte Lgr4-Expression zu gesteigerter
Bildung von Zellaggregaten fuhrt, was wiederum die genannte Hypothese, dass eine gesteigerte
Lgr4-Expression in erhohter Malignitat im Tumorgeschehen resultiert (ein erhdhtes
Tumorneubildungspotential, die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und ein gesteigertes
Metastasierungspotential), stutzt. Jedoch weisen die vorliegenden Daten dieser Arbeit eher das
Gegenteil auf. Die Fahigkeit zur Bildung dreidimensionaler Spharoide in normalen Zellkulturplatten
mit speziellem Spharoidmedium konnte nicht bei allen Zelllinien nachgewiesen werden, weswegen
mdglicherweise auch keine erhdhte  Lgrd4-Expressionsanalyse der Sphéaroide im
Durchflusszytometer gezeigt werden konnte. Die Bildung dreidimensionaler Spharoide war vor
allem in der gemischten KPC 500 Zelllinie zu beobachten, bei den drei anderen Zelllinien hingegen
waren weniger Spharoide und eher ein normales, adharentes Zellwachstum zu beobachten.
Ergebnisse zuvor durchgeflhrter Untersuchungen zeigten, dass mesenchymale Zelllinien aufgrund
des Verlusts der Zell-Zell-Kontakte durch Reduktion des Adhasionsmolekills E-Cadherin die
Fahigkeit zur Migration erlangen und somit ein aggressiveres Wachstum im Vergleich zu
epithelialen Zelllinien zeigen [140, 150]. Dies kdnnte eine Erklarung fur die reprasentative Bildung
dreidimensionaler Sphéaroide der mesenchymalen KPC 550 Zelllinie sein. Jedoch wurde bei
Messung der extrazellularen Lgr4-Expression im Durchflusszytometer keine erhdhte extrazellulare
Lgr4-Expression in den KPC550 Zellen festgestellt.

Aus unseren Ergebnissen kdnnen wir den Rickschluss ziehen, dass ein erhdhtes Potential zur
Bildung dreidimensionaler Spharoide nicht zwingend mit einer Expressionssteigerung des Lgr4-
Rezeptors vonstatten geht, sondern von anderen Faktoren beeinflusst wird. Eine Studie Uber die

Rolle von Lgr4 in Bruststammzellen aus dem Jahr 2013 zeigte, dass ein Mangel des Lgr4-
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Rezeptors nicht zwingend mit der GroRe oder Anzahl der Spharoide zusammenhangt, sondern
durch das Signalprotein Wnt3a beeinflusst wird [151]. Auch die Ergebnisse der PCR waren bei
allen Versuchsreihen sehr inkonstant und wiesen keinerlei Kontinuitat im Lgr4-Expressionslevel
auf. Des Weiteren zeigten die Ergebnisse der Proben aus der PCR eine auferst geringe Lgr4-
Menge. Jedoch entgegen aller Ergebnisse zur Expressionsanalyse der KPCZ 426 zeigte diese
Zelllinie hier die hochste Expression. Diese Werte konnten allerdings in keiner anderen
Versuchsreihe repliziert werden.

Um die Inkonstanz der PCR-Ergebnisse zu andern und hohere Werte zu erreichen wurde versucht
durch Anderungen der Lysepuffermenge mehr RNA aus den Zellpellets zu isolieren. Jedoch
konnten auch dadurch keine Uberzeugenden Ergebnisse geliefert werden. Auch mithilfe der
eingesetzten Zellmenge von 0,5x10° bis zu 1,0x10° Zellen konnten keine konstanten Ergebnisse
erzielt werden. Allerdings ist die Effizienz einer PCR von vielen Faktoren abhdngig was die
inkonstanten, nicht verwendbaren Ergebnisse erklaren koénnte. Eine Ursache fur DNA-
Kontaminationen ist beispielsweise ein PCR-Carryover (PCR-Produkt aus voriger Analyse). Trotz
Einhaltung der Malinahmen zur Minimierung von Probenkontaminationen u.a. durch Tragen
sauberer Laborkittel und Handschuhe, Verwendung von Pipetten mit Abschlussfilter etc. kbnnen
Mikrokontaminationen nicht génzlich ausgeschlossen werden und bilden daher eine plausible
Erklarung fur geringe Messfehler, gerade, dann wenn es sich um hochsensitive Messverfahren wie
eine PCR handelt [136]. In der Versuchsreihe wurde probiert durch Erhohung der Zyklenanzahl
auch sehr geringe Mengen von mRNA nachzuweisen. Allerdings besteht hierbei die Gefahr der
Entstehung von Primerdimeren (Hybride aus zwei Primern, die nicht mehr zur Amplifikation
verwendet werden konnen). Dies bedeutet, es kommt zur Ansammlung falscher, unspezifischer
Produkte, welche die Ergebnisse verfalschen. Jedoch konnte auch durch Erhéhung von 40 Zyklen
auf 50 Zyklen keine Besserung der Ergebnisse erreicht werden, weshalb die Versuche weiterhin
mit 40 Zyklen durchgefuhrt wurden.

Aus unserer Versuchsreihe lasst sich dennoch erschlieBen, dass die Detektion und somit die
Quantifizierung der Lgr4-Expression auf den KPC/KPCZ-Zellen mit den derzeit zur Verfiugung
stehenden Antikorpern duflerst schwierig ist. Die Grunde fur die inkonstanten Ergebnisse zwischen
den einzelnen Versuchen und Methoden bleiben unklar, da die genauen Mechanismen des Lgr4-
Rezeptors bisher nicht ausreichend erforscht sind. Es muss daher davon ausgegangen werden,
dass die Lgr4-AK moglicherweise bei den einzelnen Methoden nicht spezifisch an die antigenen
Teile des Lgr4-Rezeptors binden oder die verwendete murine Pankreastumorzelllinie ein niedriges
Lgr4-Expressionsniveau besitzt.

Eine andere Auslegung ware die Sensibilitdt des transmembranen Lgr4-Rezeptors, welcher
eventuell bei Anderungen der Konditionen, beispielsweise Mediumswechsel,
Temperaturschwankungen, Stress etc. in das Innere der Zelle transloziert und somit extrazellular
nicht mehr detektiert werden kann. Dies wurde ebenfalls die Inkonstanz der Ergebnisse, vor allem
die der PCR, erklaren.
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Wie aus zuvor durchgefuhrten Untersuchungen bekannt ist, hat der Lgr4-Rezeptor Einfluss auf die
Tumorentwicklung und -progression [146, 149]. Um die in vivo Funktionen des Lgr4-Rezeptors
besser verstehen zu kénnen und Rickschlisse zuvor durchgefuhrter Studien zu bestatigen, wurde
die KPC 661 Zelllinie nach Lgr4* und Lgr4- Zellen sortiert und s.c. implantiert.

Bei der s.c. Implantation der Zellen konnten erstaunlicherweise die zu erwartenden Unterschiede
bezlglich des Tumorwachstums nicht bestatigt werden. Beziglich der Invasivitdt des
Tumorwachstums gab es keine Unterschiede zwischen Lgr4*" sortierten Zellen. Beide wiesen ein
starkes, infiltrierendes Wachstum in die umliegende Muskulatur auf.

In weiteren Versuchen konnte eine Anderung der Zellzahl oder ein anderer Zeitpunkt des
Versuchsendes gewahlt werden. Des Weiteren ware eine Resuspension der Zellen in einer
Anwachshilfe denkbar. Hierbei kdnnten die Zellen in Matrigel, welches der extrazelluldren Matrix
einer Basalmembran &hnelt und somit als Wachstumsgrundlage dient, suspendiert und
anschliel3end injiziert werden.

Bei Anlegung eines SFA sortierter Zellen in speziellen 96-well Platten und speziellem
Sphéaroidmedium, welche beide fiir eine geringe Anhaftung der Zellen sorgen, bildeten Lgr4* und
Lgr4™ sortierte KPC 661 Zellen dreidimensionale Spharoide. Wie bereits oben erwahnt, ist ein
Kennzeichen der Malignitat die Ausbildung dreidimensionaler Tumoraggregate [152].

Wie bei den s.c. Tumoren bildeten die Lgrd" sortierten Zellen tendenziell groflere und mehr
Spharoide im Gegensatz zu Lgrd* sortierten KPC 661 Zellen. Jedoch wurde auch hier keine
Signifikanz nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass aus Lgr4KO Mausen isolierte Zellen zwar in der
ersten Passage eine unveranderte Sparoidbildung aufweisen, jedoch mit zunehmender Passage
mehr und mehr ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung verlieren [151]. Im
Kontrast hierzu konnten wir nachweisen, dass unsere Lgr4-Zellen initial in der ersten Passage eine
bessere Fahigkeit zur Spharoidbildung aufwiesen.

Dies wirde bedeuten, dass die Lgr4-Zellen zwar initial mehr Sphéaroide bilden, was als ein Indiz fur
ein aggressiveres Tumorgeschehen steht, jedoch durch den Mangel an Lgr4 ihre Fahigkeit zur
Selbsterneuerung verlieren [151].

In Bezug auf die geringen Unterschiede im Tumorwachstum und die Bildung dreidimensionaler
Sphéaroide sind die Ursachen weitreichend. Wie auch in den in vitro Versuchsreihen kommen hier
ursprunglich unspezifische Bindungen des AKs, mdglicherweise bereits beim Sortierprozess der
Zellen, Konditionsanderungen und natlrlich unzureichende Erkenntnisse Uber die funktionellen
Mechanismen des Lgr4-Rezeptors in Frage.

Ebenso waéaren andere Eigenschaften des Lgr4-Rezeptors entgegen der Hypothese denkbar,
sodass der Lgr4-Rezeptor keine derart relevanten Funktionen in der Tumorprogression einnimmt,
sondern vielmehr durch Aktivierung des Wnt/R-Catenin Signalwegs und dessen Folgen agiert.

Da Ergebnisse zuvor durchgefuhrter Studien zeigten, dass die EMT Wirkung auf die
Tumorprogression hat, wurden infolgedessen die KPC Zellen als nachstes mit dem Zytokin TGFR-

1 stimuliert, um eine EMT zu induzieren [149]. Dies war vor allem fur die epitheliale KPC 661
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Zelllinie von Bedeutung, da durch Umwandlung zum mesenchymalen Phanotyp ein aggressiveres
Wachstum zu erwarten ware, was laut der gestellten Hypothese mit einer Steigerung der Lgr4-
Expression resultieren wirde.

Somit sollte mithilfe der EMT-Induktion die Lgr4-Expression in den KPC Zellen erhdht werden.
Durch Zugabe des Zytokin TGFR-1 wird eine EMT ausgeldst. Das Wachstum epithelialer Zellen
wird durch TGFR-1 inhibiert, wahrend das Wachstum mesenchymaler Zellen stimuliert wird. Die
Entwicklung von einem frGhen Karzinom zu einem invasiven, aggressiven Malignom und somit
einer aggressiven Tumorprogression steht in Verbindung mit der Dedifferenzierung und der
Funktionsdnderung von Tumorzellen sowie dem Verlust des epithelialen Phanotyps zur
Umwandlung eines mesenchymalen Phanotyps [153]. Durch diese Transdifferenzierung erhalten
diese (normalen oder auch neoplastischen) Zellen innerhalb eines Tumors Charakteristika von
Krebsstammzellen [153-156]. Beim Pankreaskarzinom weisen dedifferenzierte, mesenchymale
Zellen eine erhohte Tumorzellinvasion- und Migrationsfahigkeit auf. Durch die erhdhte Malignitat
der Zelllinien kommt es =zum Verlust der Zell-Zell-Kontakte durch Reduktion des
Adhasionsmolekills E-Cadherin, wodurch eine Zellstreuung folgt. Ebenso eine erhdhte
Angiogenese und langfristig gesehen ein erhdhtes Metastasierungspotential [139, 140, 157].

Die Untersuchungen zeigten, dass bei der epithelialen Zelllinie KPC 661 in den
lichtmikroskopischen ~ Aufnahmen eine deutliche Anderung in der Morphologie zum
fibroblastenformigen Phanotyp stattfand, was als Indiz einer aktivierten EMT interpretiert werden
kann [153-155, 157]. Bei der gemischten Zellinie KPC 438 hingegen waren keine
morphologischen Unterschiede zu sehen. Dies entspricht Ergebnissen zuvor durchgefihrter
Studien, welche belegen, dass das Zytokin TGFR-1 stimulierend und inhibierend auf Zellen
einwirken kann. Somit inhibiert es das Wachstum epithelialer Zellen und stimuliert das Wachstum
mesenchymaler Zellen [139]. Bei der gemischten Zelllinie KPC 438 wurde somit keine EMT
aktiviert und dadurch das Wachstum und die Morphologie dieser Zelllinie nicht beeinflusst.

Jedoch besteht auch die Moglichkeit, dass die phanotypische Umwandlung bei einem gemischten
Zelltyp (KPC 438) weniger sichtbar ist als bei einer epithelialen Zelllinie. Charakteristischerweise
zeigen epitheliale Zellen eine deutliche Zellpolaritat im Vergleich zu mesenchymalen Zellen mit
keiner eindeutigen Struktur. Dies konnte bedeuten, dass auch bei der gemischten Zelllinie, KPC
438, das Wachstum durch Aktivierung einer EMT stimuliert wurde aber nicht so deutlich im
Lichtmikroskop zu erkennen war.

Bei beiden Zelllinien konnten die héchsten Lgr4-Expressionen bei den Kontrollgruppen ohne
Stimulation bzw. bei den kurzzeitig stimulierten Zellen mittels Durchflusszytometrie, Western Blot
und PCR nachgewiesen werden. Durch die phanotypische Umwandlung in der EMT
(ausgenommen KPC 438) und Anderungen in der Lgr4-Expression der KPC 661 und 438 liegt die
Vermutung einer Korrelation zwischen einer TGFR/EMT und Anderung der Lgr4-Expression nahe.
Eine andere Annahme hingegen wére, dass bei der KPC 438 die morphologischen Anderungen

weniger sichtbar waren, da es sich um eine gemischte Zelllinie handelt. Somit wiirde das Zytokin
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TGFR in dieser Zelllinie das Wachstum stimulieren und eine EMT auslosen, jedoch aber keine
Umwandlung in der Morphologie aktivieren. Daraus folgt, dass mdglicherweise bei beiden
Zelllinien eine EMT ausgeldst wird, was sich in Anderungen des Lgr4-Expressionslevels nach
kurzzeitiger TGFR-1 Stimulation widerspiegelt.

Um Klarheit dariber zu erlangen, mussten Versuche mit anderen Zelllinien, darunter auch
mesenchymalen Zelllinien, durchgefiihrt werden. Des Weiteren ware eine Immunfluoreszenz
stimulierter Zellen mit anschlieRender Farbung auf Lgr4 und CDH-1 ein Ansatz, neue Erkenntnisse
Uber eine Korrelation mesenchymaler Umwandlung und Steigerung der Lgr4-Expression zu
erlangen.

Erstaunlicherweise entstanden beim Western Blot der Zellen der Kontrollgruppe, sowie sehr
schwach in den kurzzeitig stimulierten Zellen, Doppelbanden.

Die Ursachen fir die Entstehung von Doppelbanden im Western Blot sind weitreichend.

Diese bei der Stimulation entstandenen Doppelbanden kénnen als technische Artefakte oder als
forschungsrelevante Ergebnisse, dies bedeutet als ein gesteigertes Lgr4-Expressionslevel,
interpretiert werden.

Mdgliche Ursachen kdnnten beispielsweise eine posttranslationale Proteinmodifikation sein, bei
welcher diese groferen Banden zustande kommen kdénnten. Modifikationen wie u.a. eine
Glykosylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung des Targetproteins kommen hierbei in Frage.
Auch durch die Bildung von Dimeren kann es zu unspezifischen Bindungen des AKs und daraus
resultierend zur Bildung von Banden mit einem hoheren Molekulargewicht kommen.

Des Weiteren koénnten technische Artefakte nicht komplett ausgeschlossen. Die Spezifitdt des
Primarantikérpers wurde in den vorherigen Versuchen bei Messung der Lgr4-Expression auf den
KPC/KPCZ Zellen gezeigt, bei welchen er spezifisch bei 104kDa gebunden hat.

Um unsere Ergebnisse zu replizieren sollten die Versuche wiederholt werden und zusatzlich
unbehandelte Proben der KPC Zelllinien und eine Negativkontrolle (Wasser) analysiert werden.
Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dass bei beiden Zelllinien im Durchflusszytometer und im
Western Blot die hochsten Lgr4-Expressionen in den unbehandelten (Ko) und kurzzeitig
behandelten Zellen ((TGFR-1)) nachgewiesen werden konnten.

Den Ergebnissen zufolge wirde das pleiotrope Zytokin TGFR und somit die EMT nicht auf die
Lgr4-Expression einwirken. In unseren Versuchen konnten wir Ubereinstimmungen aus anderen
Studien beziglich der reversiblen Wirkung von TGFR finden. Laut Shipley et al. kbnnen Zellen,
welche zuvor mit TGFR behandelt wurden, nach einem Mediumswechsel normal weiterwachsen
[158] und auch eine aktuelle Studie aus 2001 zeigte die reversible EMT in Pankreaskarzinomzellen
[140]. In unseren Untersuchungen konnte dies bestatigt werden. Nach einem Mediumswechsel
und keiner weiteren Zugabe von TGFR ist die Lgr4-Expression wieder gestiegen. Somit wirde
TGF[R mit der Expression des Lgr4-Rezeptors korrelieren.

Insgesamt kommen wir zu dem Resultat, dass die Rolle des Lgr4-Rezeptors im Pankreaskarzinom

eine mdgliche Rolle bei der Tumorprogression spielt, jedoch missen wir davon ausgehen, dass
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mit den derzeit zur VerfUgung stehenden Materialien und Methoden keine verlasslichen
Expressionsanalysen durchgefuhrt werden kénnen.

Mdglicherweise hangt das Expressionsmuster des Rezeptors aufgrund der inkonstanten
Ergebnisse unserer Untersuchungen stark von &uReren Einflissen wie beispielsweise
Umweltbedingungen (Temperatur, Medium etc.) ab. Vor allem misste dies in weiteren
Untersuchungen erforscht werden, um mdglichst genaue und konstante Ergebnisse zu erhalten.
Primar sollte somit in Zukunft eine verlassliche, analytische Methode zur Expressionsmessung
gefunden werden, um damit funktionelle Untersuchungen des Rezeptors in Bezug auf die
Tumorprogression im PDAC untersuchen zu kénnen.

Es liegt nahe, dass eine gesteigerte Lgr4-Expression in zahlreichen Karzinomen, wie bereits im
Prostatakarzinom erforscht, auf die Tumorprogression (Metastasierung, Invasivitat etc.) einwirkt.
Jedoch stellt sich die Frage, ob dies die Folge einer erhdhten Rezeptorexpression ist oder ob der
Rezeptor durch Aktivierung des Wnt-Signalwegs zu Beginn Einfluss auf die Karzinogenese nimmt.
Wir finden in dieser Arbeit keine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem Lgr4-Rezeptor
und der Tumorprogression im PDAC. Mdglicherweise hat der Lgr4-Rezeptor keinen direkten
Einfluss auf die Malignitdt des Tumors, sondern wirkt Uber seine Liganden (RSPO1-4) bei der
Tumorinitiation durch Aktivierung des Wnt-Signalwegs, wodurch es zur Proliferation der Zellen
kommt.

Wie bereits oben erwahnt kann hier Uber den Zeitpunkt des Versuchsendes, die gewahlte Zellzahl
oder die Resuspension der Zellen in Matrigel diskutiert werden. In Zukunft ware auch ein
genetisches Modell mit Herstellung je einer Zelllinie mit hoher, sowie niedriger Lgr4-Expression
denkbar. Hierbei konnte beispielsweise mithilfe von small interfering RNA (siRNA, RNA-
Interferenz) die zielgerichtete genetische Ausschaltung des Lgr4-Gens in der Zellkultur
durchgefuhrt werden. Somit kdnnten darauffolgend mit dieser Lgr4-KD Zelllinie neue Versuche in
vitro und in vivo durchgefihrt werden. Ebenfalls denkbar ware ein KD oder eine Uberexpression
des Lgr4-Gens mithilfe einer viralen Gentransduktion. Hierbei wird das gewlnschte Gen mithilfe
eines Virus zelluldr integriert und folglich stabil exprimiert. Virale Gentransduktionen kénnen
mithilfe verschiedener Viren durchgefuhrt werden, wobei die lentivirale Gentransduktion aufgrund
der Méglichkeit einer Gen-Ubertragung in teilende und nicht teilende Zellen haufig in der
Grundlagenforschung eingesetzt wird.

Insgesamt kommen wir zur Schlussfolgerung, dass die allgemeine Detektion, Lokalisierung und
Bestimmung des Expressionslevels des Lgr4-Rezeptors mit den derzeit zur Verfligung stehenden
Materialien in den murinen KPC/KPCZ Zellen dulRerst schwierig ist, was auch die Ursache der
starken Schwankungen bei der Expressionsanalyse erklaren kénnte. Dies bedeutet, dass als
nachstes in weiteren Versuchsreihen die Ursachen und eine gegebenenfalls erhdhte Sensibilitat
des Lgr4-Rezeptors gegeniber Umweltbedingungen definiert und exkludiert werden muss, um

dann konstante Ergebnisse in der Expressionsanalyse zu erhalten.
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Aufgrund der Tatsache, dass neue Therapiemdglichkeiten bei der Diagnose eines PDAC von
groller Notwendigkeit sind und die Lgr-Rezeptoren aufgrund ihrer bereits bekannten Funktionen
potentielle Ziele bei der Entwicklung neuer Therapieansatze darstellen kdnnten, missen weitere
Untersuchungen zur Detektion und Charakterisierung des Lgr4-Rezeptors und dessen funktionelle
Rolle im PDAC durchgefuhrt werden. Im Vordergrund stehen vor allem auch mdgliche
Zusammenhange einer hohen und niedrigen Lgr4-Expression in Bezug auf das Tumorwachstum
und das Metastasierungspotential, sowie in vitro Veranderungen bei einer Uber- und
Unterexpression des Lgr4-Rezeptors.

Médglicherweise spielt der Lgr4-Rezeptor alleine keine Rolle in der Tumorprogression, sondern
besitzt mithilfe seiner Liganden und dem Wnt-Signalweg eine zentrale Wirkung auf die

Tumorprogression.
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7 Zusammenfassung

Bezeichnend fur das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) sind das aul3erst aggressive,
invasive Wachstum, das hohe Metastasierungspotential, sowie die bisher unzureichenden
Therapiemoglichkeiten durch eine sehr hohe Chemo- und Radiotherapieresistenz. Diese
Eigenschaften werden unter anderem auch Krebsstammzellen zugesprochen, welche auch im
PDAC nachgewiesen und charakterisiert wurden. Aufgrund der bereits angesprochenen
unzureichenden Therapiemoéglichkeiten und der sehr unspezifisch und vor allem spat auftretenden
Symptome, ist die Prognose bei der Diagnose PDAC aulderst schlecht. Wie bereits bekannt, spielt
der kanonische Wnt-/R-Catenin-Signaltransduktionsweg eine essentielle Rolle fur normales
Zellwachstum in der Embryogenese, Differenzierung und Zellproliferation. R-Spondine agieren als
Agonisten der Wnt-Signalkaskade und potenzieren durch ihre Bindung an Lgr-Rezeptoren ein
Signal. Defekte oder Fehlregulierungen des Wnt-Signalwegs kdnnen zu bdsartigen Entartungen
wie z.B. Kolon- oder Ovarialkarzinomen flhren. Das Ziel dieser Arbeit mit dem Titel ,Die
Untersuchung der Rolle von Lgr4 im PDAC im Hinblick auf das Tumorneubildungs-,
Selbsterneuerungs- und Metastasierungs-Potential in vivo* lag darin, den Lgr4-Rezeptor auf
seine tatsachliche Rolle in Bezug auf das Tumorgeschehen in murinen Pankreaskarzinomzellen zu
untersuchen. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen mittels verschiedener Methoden zeigten,
dass die allgemeine Detektion sowie Lokalisierung des Lgr4-Rezeptors zur Messung des
Expressionslevels starken Schwankungen unterlag. Ebenso wurde eine Expressionsanalyse in
dreidimensionalen Kulturen durchgeflihrt, wo sich herausstellte, dass ein erhéhtes Potential zur
Bildung dreidimensionaler Spharoide nicht zwingend mit einer Expressionssteigerung des Lgr4-
Rezeptors vonstatten geht, sondern womdéglich von anderen Faktoren beeinflusst wird. Bei den
tierexperimentellen Untersuchungen des Lgr4-Rezeptors bezlglich der Unterschiede im
Tumorwachstum bzw. der Tumorprogression konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Lgr4* und Lgrd" -sortierten Zellen festgestellt werden. Nach Auslosung einer EMT durch Zugabe
des Zytokins TGFR wurde die phanotypische Umwandlung sowie die Expressionsanalyse mittels
verschiedener Methoden durchgefiihrt und untersucht. Unseren Ergebnissen zufolge bewirkt das
pleiotrope Zytokin und somit die EMT keine erhdhte Lgr4-Expression.

Daraus resultiert, dass der Lgr4-Rezeptor bei der Tumorprogression im Pankreaskarzinom eine
mogliche Rolle spielt, jedoch mussen wir zum jetzigen Zeitpunkt davon ausgehen, dass mit den
derzeit zur Verfugung stehenden Materialien und Methoden keine verlasslichen
Expressionsanalysen durchgefiihrt werden kdnnen.

Zusammengefasst wirde dies bedeuten, dass bei unseren Untersuchungen keine eindeutige
Assoziation zwischen einer erhdhten Lgr4-Expression und der Tumorigenitdt im PDAC in den
vorliegenden Ergebnissen detektiert werden konnte, somit bleibt die genaue Rolle des Lgr4-
Rezeptors im PDAC zunachst unklar. Es missen weitere Untersuchungen durchgefihrt werden,

um die funktionelle Rolle des Lgr4-Rezeptors im PDAC besser verstehen zu kénnen.
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8 Summary

The important characteristic of the ductal adenocarcinoma of the pancreas (PDAC) is its extremely
aggressive, invasive growth, the high potential for metastasis and until now the inadequate
therapeutic options due to a very high chemo- and radiotherapy resistance. These characteristics
are also attributed to cancer stem cells, which were also detected and characterized in the PDAC.
Due to the already mentioned inadequate therapeutic options and the very nonspecific and
especially late symptoms, the prognosis for PDAC diagnosis is extremely poor. As already known,
the canonical Wnt/B-catenin signal transduction pathway plays an essential role for normal cell
growth during embryogenesis, differentiation and cell proliferation. R-spondins function as agonists
of the Wnt signaling cascade by potentiate a signal through their binding to Lgr-receptors.
Deficiencies or dysregulations in the Wnt signaling pathway can lead to malignant degenerations,
e.g. colon- or ovariancancer. The aim of this work with the title "The role of Lgr4 in PDAC: tumor
growth, self-renewal and metastatic potential in vivo’ was to investigate the role of Lgr4 in its
role in tumorigenesis in murine to examine pancreatic carcinoma cells.

The results of our investigations by various methods showed that the general detection and
localization of the Lgrd-receptor for measuring the expression level was subject to strong
fluctuations. Likewise, an expression analysis was carried out in three-dimensional cultures, where
it was found that an increased potential for the formation of three-dimensional spheroids does not
necessarily lead to an increase in expression of the Lgr4-receptor, but maybe influenced by other
factors. We couldn’t detect significant differences between Lgrd® and Lgr4" sorted cells in the
animal experiments of the Lgr4-receptor on differences in tumor growth or tumor progression. After
triggering an EMT by adding the cytokine TGFM[, the phenotypic conversion as well as the
expressionanalysis were performed and investigated by various methods. According to our results,
the pleiotropic cytokine and thus the EMT does not cause increased Lgr4 expressions.

As a result, the Lgrd-receptor plays a potential role in tumor progression in pancreatic carcinoma,
but at the present time we must assume that reliable expression analyzes can not be performed
with currently available materials and methods.

In summary, this would mean that in our studies no clear association between increased Lgr4
expression and tumorigenicity in the PDAC could be detected in the present results, so the exact
role of the Lgr4-receptor in the PDAC initially remains unclear. Further investigations are needed to

better understand the functional role of the Lgr4-receptor in the PDAC.
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