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I Einleitung

Die soliden Tumore des Gastrointestinaltraktes und des hepatopankreatobilidren Systems
gehoren zu den haufigsten Tumorerkrankungen des Menschen. In den meisten Fallen stellt die
chirurgische Resektion die einzige potentielle Chance auf Heilung dar. Die verschiedenen
Tumorentitaten unterscheiden sich allerdings beziiglich ihrer Aggressivitit und dadurch auch im
Hinblick auf die Resektabilitat.

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) hat nach wie vor eine 5-Jahres Uberlebensrate
von nur 7-8% und wird bis 2030 sowohl in den USA als auch in Deutschland von aktuell vierter
an die zweite Stelle der krebsbedingten Todesfélle gertickt sein (Quante et al., 2016; Rahib et al,,
2014). Wihrend die Uberlebensraten fiir Patienten mit anderen gastrointestinalen Malignomen
kontinuierlich iber die letzten 30 Jahre angestiegen sind, hat sich in diesem Zeitraum das
Uberleben von Pankreaskarzinompatienten nicht signifikant verandert (J. Ma, Siegel, & Jemal,
2013). Mit wenigen spezifischen Symptomen und keinem zuverldssigem Test zur frithen
Detektion, wird das PDAC typischerweise in einem lokal fortgeschrittenem oder bereits
metastasiertem Stadium diagnostiziert (Werner et al.,, 2013). Dies fiihrt dazu, dass sich nach
einem sorgfaltigem Staging lediglich 15-20% der Patienten fiir eine primdre Resektion
qualifizieren (Neoptolemos et al, 2018). Selbst nach einer potentiell kurativen Resektion
entwickeln allerdings die meisten Patienten ein Rezidiv und daher betrdgt die 5-Jahres-
Uberlebensrate sogar nach vollstindiger Resektion lediglich 26% (Neoptolemos et al., 2018). Im
metastasierten Stadium haben FOLFIRINOX (Conroy et al, 2011) und Nab-Paclitaxel-
Gemcitabine (Hoff et al.,, 2013) einen Uberlebensvorteil gezeigt und sind dementsprechend der
Behandlungsstandard fiir geeignete Patienten in einem guten Allgemeinzustand. Das
Gesamtiiberleben bleibt allerdings auch in dieser hochselektiven Behandlungskohorte

unbefriedigend.

Das Magenkarzinom hingegen ist weltweit der fiinfthiufigste bosartige Tumor und steht an

dritter Stelle der krebsbedingten Todesursachen. Wie in anderen Teilen der westlichen Welt



nimmt die Inzidenz auch in Deutschland, Osterreich und der Schweiz in den letzten Jahrzehnten
kontinuierlich ab. Manner sind doppelt so haufig betroffen wie Frauen. Eine kleine Gruppe von
Patienten hat ein hereditares Risiko. Zu den erworbenen Risikofaktoren gehort eine Helicobacter-
pylori-Infektion der Magenschleimhaut. Ein bevilkerungsbezogenes endoskopisches Screening
zum Nachweis von Magenfriithkarzinomen wird fiir Deutschland derzeit nicht empfohlen. Die
Prognose der Patienten hangt vor allem vom Stadium, aber auch von Histologie, Allgemeinzustand
und Komorbiditét ab. In frithen und lokal begrenzten Stadien ist der Therapieanspruch kurativ,
im metastasierten Stadium palliativ. Bei einem kurativen Therapieansatz stellt die chirurgische
Resektion, eingebettet in ein multimodales Behandlungskonzept, den Mittelpunkt des
Therapiekonzeptes dar. Trotz einiger Fortschritte in den letzten 10 Jahren ist die 5-Jahres

Uberlebensrate von weniger als 25% (Siegel, Miller, & Jemal, 2018) immer noch schlecht.

Das Nervensystem besitzt theoretisch das Potential die Tumorprogression sowohl indirekt durch
die Modulation des Immunsystems, des Tumormetabolismus, der Angiogenese und durch
stromale Wechselwirkungen als auch direkt durch Effekte auf Tumorzellen, zu beeinflussen
(Magnon et al., 2013; Zahalka et al., 2017). Des Weiteren wird das Nervensystem als zentraler
Regulator von sowohl reguldarer Stammzellfunktion als auch bésartigem Tumorwachstum in
verschiedenen Geweben erkannt (Monje, 2017). Im pathologischen Kontext werden Neurone
zunehmend als ein bedeutendes Element der Mikroumgebung mehrerer Krebsarten
wahrgenommen. Dies trifft insbesondere fiir die Prostata (Magnon et al., 2013; Zahalka et al.,
2017), Haut (Peterson et al,, 2015), Magen (Hayakawa & Wang, 2017; Hayakawa et al., 2017; Zhao
et al., 2014) und das Pankreas zu (Partecke et al., 2017; Renz, Takahashi, et al., 2018a; Renz,
Tanaka, et al., 2018b; Saloman et al., 2016; Stopczynski et al., 2014). Hinzu kommt eine wachsende
Evidenz fiir das Vorliegen von ausgepriagten Wechselwirkungen (crosstalk) zwischen
Tumorzellen und Nerven, bei denen insbesondere Tumorzellen die Fahigkeit besitzen, aktiv die
Axonogenese zu induzieren (Albo et al.,, 2011; Ayala et al,, 2008; Hayakawa & Wang, 2017; Renz,
Takahashi, et al,, 2018a). In vielen Fallen scheinen Nerven das Tumorwachstum tatsédchlich zu
fordern, wobei der Effekt des neuronalen Inputs hochstwahrscheinlich tumorspezifisch ist. Dies
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wiederum diirfte grofitenteils durch spezifische Tumorzell-Nerveninteraktionen beeinflusst sein.
Der Magen im Besonderen ist vornehmlich durch das parasympathische Nervensystem reguliert.
In diesem Zusammenhang konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass eine Vagotomie die
Dicke der gastralen Mukosa und die zelluldre Proliferation verringert (Axelson, Ekelund,
Hdkanson, & Sundler, 1988; Hakanson, Vallgren, Ekelund, Rehfeld, & Sundler, 1984). Eine
epidemiologische Studie stellte dar, dass das Risiko an einem Magenkarzinom zu erkranken
[standardized incidence ratio (SIR)] in den ersten 10 Jahren nach Vagotomie nicht verringert ist.
Allerdings war nach 20 Jahren das Risiko um 50% reduziert (SIR 0.5) (Bahmanyar, Ye, Dickman,
& Nyrén, 2007; Lundegardh, Ekbom, McLaughlin, & Nyrén, 1994). Aus diesen Griinden wurden in
dieser Arbeit der Effekt einer cholinergen Denervation des Magens auf die Entstehung und
Progression des Magenkarzinoms in mehreren genetisch veranderten Mausmodellen (genetically
engineered mouse model, GEMM) untersucht. In einer Folgearbeit wurden dann die Effekte von
cholinergen Signalwegen auf das Tumorstammzellkompartment im Magenkarzinom weiter

untersucht.

Zusatzlich zu den direkten Effekten auf epitheliale Zellen wurde gezeigt, dass Nerven auch
indirekt durch Effekte im Tumorstroma oder in der Mikroumgebung das Tumorwachstum
beeinflussen konnen (Magnon et al., 2013; Zahalka et al., 2017). So férdern, beispielsweise in
Mausmodellen des Prostatakarzinoms, cholinerge Signale durch den muskarinergen Rezeptor 1

(CHRM1) transduziert auf stromale Zellen die Tumorinvasion (Zahalka et al., 2017).

Wie viele andere solide Organe ist auch die Bauchspeicheldriise sowohl von sympathischen als
auch parasympathischen Nervenfasern innerviert, die fiir die Organentwicklung und die
physiologische pankreatische Funktion von Bedeutung sind (Borden, Houtz, Leach, & Kuruvilla,
2013; Holmgren & Olsson, 2011).

Hierbei ist es wichtig zu bedenken, dass im Gegensatz zum gesunden Pankreasgewebe das PDAC
durch eine erhohte neuronale Dichte, eine ausgeprdgte neuronale Hypertrophie und

Uberexpression von Norepinephrin (NE) gekennzeichnet ist. Dies lisst vermuten, dass PDAC



Zellen Nervenwachstum in ihrer Mikroumgebung stimulieren (Ceyhan, Bergmann, et al., 20093;
Ceyhan, Demir, et al., 2009b). In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen
Nervenwachstum fordern kénnen, mutmafilich durch die Sekretion von Neurotrophinen wie
nerve growth factor (NGF), brain derived nerve growth fachtor (BDNF) und neurotrophins 3 and
4 (NT3 und 4) (Griffin, Faulkner, Jobling, & Hondermarck, 2018). Neurotrophine sind eine Familie
von hoch konservierten Polypeptiden, die Nervenwachstum stimulieren, axonale Orientierung
(axonal guidance) lenken, synaptische Plastizitat vermitteln und vor Verletzung schiitzen (Bapat,
Munoz, Hoff, & Han, 2016). Das PDAC zeichnet sich auch durch eine ausgepragte intra- und
extrapankreatische perineurale Invasion durch Krebszellen aus, die in 71%-100% der resezierten
Tumoren (Ceyhan, Bergmann, et al., 2009a; Liebl et al., 2014; Nakao, Harada, Nonami, Kaneko, &
Takagi, 1996) nachgewiesen werden kann. Der Grad der neuronalen Invasion wiederum
korreliert mit einem schlechten Uberleben der Patienten (Bockman, Biichler, & Beger, 1994;
Esposito et al, 2008). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die lokale Sekretion von
Neurotransmittern eine modulatorische Rolle in der Entwicklung des PDAC spielt.

Wie oben erwidhnt zeigt sich, dass das PDAC oftmals refraktir gegeniiber den meisten aktuellen
Behandlungsmodalitdten, einschliefdlich der chirurgischen Resektion, verschiedenen
chemotherapeutischen Regimen und der Strahlentherapie. In dem Versagen der existierenden,
gegen den Tumor gerichteten Behandlungsoptionen, spiegelt sich teilweise die grofie Bedeutung
des umgebenden Stromas in der Progression des PDAC wider (Demir, Friess, & Ceyhan, 2012; Feig
et al, 2012; Ozdemir et al., 2014; Rhim et al,, 2014). PDACs interagieren mit einem komplexen
desmoplastischen Stroma, welches Immunzellen, endotheliale Zellen, Stern-Zellen,
Matrixproteine und Nerven beinhaltet. Nerven im Besonderen stellen eine wichtige Ressource fiir
Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren dar (Apte & Wilson, 2012; Demir et al., 2012; Hamada,
Masamune, & Shimosegawa, 2013). Aus diesen Griinden werden neue und effektive
Therapiestrategien benotigt, die nicht nur die malignen, epithelialen Zellen, sondern auch die
Schliisselkomponenten des umgebenden Stromas zielgerichtet attackieren.

Zu den bekannten Risikofaktoren des PDAC zdhlen Tabakkonsum, Fettleibigkeit und bestimmte

genetische Pradispositionen. Des Weiteren scheinen Patienten, die vermehrt psychologischem
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Stress (Distress) ausgesetzt sind, unter bestimmten Voraussetzungen, ein erhohtes Risiko zu
haben an einem PDAC zu erkranken. Hinzu kommt, dass in Patienten, bei denen die Diagnose eines
PDAC gestellt wurde, hohere Distress-Levels nachzuweisen sind als bei Patienten, bei denen ein
anderes Malignom diagnostiziert wurde (Clark, Loscalzo, Trask, Zabora, & Philip, 2010).
Interessanterweise wurde diese Assoziation schon seit Jahrzehnten vermutet, die
zugrundeliegenden Mechanismen, die das erhohte Risiko fiir die Entwicklung eines PDAC in
Individuen mit erhdhten Stresslevels erklaren kénnten, sind aber bislang nicht verstanden. Auch
in orthotopen Mausmodellen gab es erste Hinweise auf eine negative Auswirkung von
chronischem Stress auf das Tumorwachstum im PDAC (Kim-Fuchs et al., 2014; Partecke et al,,
2016). Aus diesem Grund wurde die Rolle der adrenergen Signaltransduktion in dieser Arbeit
untersucht. Hierzu wurden die in den letzten Jahren in der Pankreaskarzinomforschung
entwickelten GEMMs verwendet, welche bereits eingesetzt wurden um die Pathophysiologie der
Erkrankungen des exokrinen und endokrinen Pankreas besser zu verstehen (Westphalen & Olive,

2012). Im Weiteren wurden ebenfalls neue Mausmodelle im Rahmen dieser Arbeiten generiert.

In klinischen Arbeiten konnten erste Hinweise detektiert werden, die dafiir sprechen, dass vagale
Signale die pankreatische Tumorprogression unterdriicken (De Couck, Maréchal, Moorthamers,
Van Laethem, & Gidron, 2016). Dementsprechend korrelierte eine hohere vagale Aktivitat,
gemessen an einer hoheren Herzfrequenzvariabilitit, mit einem signifikant geringeren Risiko an
einem metastasiertem PDAC zu versterben. Diese Ergebnisse suggerieren eine mdgliche
neuronale Protektionsfunktion in dieser fatalen Erkrankung (De Couck et al, 2016).
Interessanterweise konnte eine héhere PDAC Inzidenz in Patienten gefunden werden, bei denen
in der Vergangenheit eine Vagotomie zur Behandlung der gastralen Ulkuserkrankung
durchgefiihrt wurde (De Couck, Mravec, & Gidron, 2012). In dhnlicher Weise zeigte eine Studie in
orthotopen und syngenen PDAC Mausmodellen, dass die subdiaphragmale Vagotomie das
Tumorwachstum férdert und das Gesamtiiberleben verkiirzt, obwohl diese Resultate grofitenteils
durch indirekte Effekte auf Tumor-assoziierte Makrophagen und erhohte TNF-a Spiegel

zuriickgefiihrt wurden (Partecke et al., 2017). Trotz der Tatsache, dass diese fritheren Studien
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eine suppressive Funktion der vagalen Signalwege in einigen Tumormodellen vorgeschlagen
haben, wurde weder die direkte Rolle des cholinergen Signalwegs in GEMMs oder
Metastasierungsmodellen des PDAC noch der zu Grunde liegende Mechanismus bisher

untersucht.



Il Teilprojekte und Signifikanz

Die Entitaten des Pankreaskarzinoms und des Magenkarzinoms sind hdufige Tumorentititen, bei
denen die chirurgische Resektion, wenn der Primartumor respektabel ist, die zentrale Rolle spielt.
Die Chirurgie muss dann in ein multimodales Behandlungskonzept eingebunden werden. Trotz
der chirurgischen Resektion besteht allerdings in vielen Fallen ein hohes Rezidiv- und
Metastasierungsrisiko. Hinzu kommt, dass eine Heilung in der metastasierten Situation praktisch
unmoglich ist. Dementsprechend liegt hier ein erheblicher Forschungsbedarf sowohl bei
adjuvanten und palliativen Therapieverfahren als auch im besseren Verstindnis der Biologie
dieser Erkrankungen vor, um weitere potentielle therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren
und entsprechende Behandlungsstrategien zu entwickeln.

Die hier vorliegende kumulative Habilitationsschrift beschiftigt sich mit dem Einfluss des
autonomen Nervensystems auf die Initilerung und Progression des Pankreas und
Magenkarzinoms. Die Schrift setzt sich aus Arbeiten zusammen, bei denen zum einen die Rolle
des autonomen Nervensystems (Sympathikus und Parasympathikus) in der Initiierung und
Progression des PDACs und zum anderen die Rolle des N. vagus in der Entwicklung des
Magenkarzinoms untersucht wurden. Hierzu wurden aktuellste in vitro Methoden verwendet und
teilweise neue GEMMs fiir in vivo Untersuchungen entwickelt. Im Rahmen der Arbeiten wurden
einige dieser GEMMs neu generiert.

Aufgefithrt werden hier die vier wichtigsten Arbeiten des Autors aus dem Bereich der

Tumorneurobiologie.



II.1 Adrenerge Signalwege in der Entstehung und Progression des PDAC

(Renz et al. Cancer Cell 2018)

I.1.1 Signifikanz

Diese Arbeit untersucht den Einfluss von neuropsychologischen Stress und die extensiven
Wechselwirkungen zwischen Krebszellen und sympathischen Nerven. Hierbei sind der adrenerge
beta2-Rezeptor (ADRB2) und NGF-BDNF/Trk Signalwege entscheidende Elemente in der PDAC
Biologie. Die zielgerichtete Therapie dieser adrenergen und neurotrophinergen Signalwege

konnte sich als hilfreich in der Behandlung des PDAC erweisen.

1.1.1.1 Chronischer neuropsychologischer Stress fordert die Kras-induzierte Tumorgenese

Um die Effekte von systemischen Katecholaminen auf die Progression von pankreatischen
intraepithelialen Neoplasien (PanIN) und damit die Initiierung des PDAC zu untersuchen, wurden
genetische veranderte KC (Kras*/LsL-G12D; Pdx-1-Cre) Mause verwendet. Diese wurden in einem
etabliertem Modell chronischem Stress (CRS) ausgesetzt, der bekanntermafien zum Anstieg der
systemischen Katecholaminspiegel fiihrt (Hassan et al, 2013; Thaker et al, 2006).
Histopathologische Untersuchungen der Pankreata nach 20 Wochen zeigten, dass 38% der
gestressten KC-Mause PDACs entwickelten, wahrend die Kontrollgruppe keine PDACs aufwies
(p<0.00019 (n=13). Es ist wichtig zu erwahnen, dass in der Regel Karzinome in KC Mausen erst
nach etwa 2-2,5 Jahren entstehen (Hingorani et al., 2003). Damit konnte demonstriert werden,
dass chronischer Stress die Progression von frithen PanIN Lasionen zu fortgeschrittenen PanIN

Lasionen und PDAC in einem onkogenen Kras Setting fordert.

Uber den adrenergen beta2 Rezeptor (ADRB2) wurde berichtet, dass er ein wichtiger Mediator in
Stress-induzierten Tumoren darstellt (Chang et al, 2016). In den hier dargestellten
Untersuchungen konnte auch eine signifikant hohere Expression der ADRB2 mRNA in Pankreata
von KC- Mdusen nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde eine Gruppe der gestressten KC
Mause vor der Stress Applikation mit einem spezifischen ADRB2 Blocker (ICI 118,551) behandelt.

Hierdurch konnte die PDAC Inzidenz wiederum signifikant gesenkt werden und war somit mit
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der Inzidenz der Kontrollgruppe vergleichbar war (p<0.0001). Um zu untersuchen, ob ein Agonist
am adrenergen beta-Rezeptor ebenfalls in der Lage ist, die stress-induzierten Effekte auszuldsen,
wurden KC Méause Ulber einen Zeitraum von 13-14 Wochen mit Isoproterenol (ISO) behandelt.
Hierdurch konnte in 77% der Tiere ein murines PDAC induziert werden (p<0.0001) (n=11). Im
Gegensatz dazu zeigten gestresste KC Mause mit einem ADRB2 KO in nur 12% ein PDAC
(p<0.0001) (n=8). Um diese Ergebnisse weiter zu bestatigen, wurden KC Mause Stress ausgesetzt,
nachdem sie beidseits adrenalektomiert (ADx) wurden (n=11). Hier zeigte sich ein Phanotyp,
welcher vergleichbar zur ungestressten Kontrollgruppe und zu den mit ICI 118,551 behandelten
Tieren war. Wie oben erwdhnt zeichnet sich das humane PDAC durch ausgepragte
neuropathologische Veranderungen aus (Demir, Friess, & Ceyhan, 2015). Wir konnten in unseren
Untersuchungen auch zeigen, dass es stressinduziert in den KC Mausen zu einem Anstieg der

neuronalen Dichte kommt und dies partiell durch die Aktivierung des ADRB2 erfolgt.

1.1.1.2 Blockade des ADRB2 verldingert das Gesamtiiberleben von KPC Mdusen signifikant

Im Folgenden wurde die Rolle der Nerven und des ADRB2 in etablierten PDAC Léasionen
untersucht. Hierzu wurden KPC- Mause (Kras+/LSL-612D; p53+/R172H; Pdx-1-Cre) verwendet, die die
humane Erkrankung in vielen Aspekten relativ akkurat widerspiegeln (Hingorani et al., 2005).
KPC Tumore zeigten eine signifikant hohere Expression des ADRB2 und neuropathologische
Veranderungen, die mit denen des humanen PDAC vergleichbar sind (Ceyhan, Bergmann, et al.,

2009a; Stopczynski et al., 2014).

Durch die Verwendung des pan-neuronalen Markers Peripherin war es mdglich, die Verteilung
der neuronalen Strukturen zu untersuchen und die Dichte der intrapankreatischen Nerven zu
quantifizieren. Wir konnten hierbei herausarbeiten, dass eine Progression des Tumors mit einer

intratumoralen Zunahme an neuronalen Strukturen in diesem PDAC Model einhergeht.

In fortgeschrittenen KPC Tumoren war auch perineurale Invasion zu detektieren. Eine
Quantifizierung der intrapankreatischen Nerven mit einer sympathischen Qualitat, welche sich
mit einem Antikorper gegen die Tyrosin-Hydroxylase (TH) farben lassen und Norepinephrin (NE)
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sezernieren, zeigte ebenfalls eine signifikant groflere Flache an positiven Strukturen im Vergleich

zu Wild-Typ (WT)-Pankreata.

Um den sympathischen Input in den Tumor zur blockieren, verabreichten wir KPC Mausen
zusatzlich zu Gemcitabine (GEM) ICI118,551, wenn diese sonographisch nachgewiesen ein
murines PDAC von 20-60mm3 entwickelt hatten. Diese Behandlung verldngerte das
Gesamtiiberleben der Mause signifikant von 18 Tagen in der GEM Gruppe (n=16) auf 31 Tage in
der GEM+ICI Gruppe (n=16; p=0.0038). Aus diesen Daten konnten wir schlussfolgern, dass
adrenerge Signalwege, insbesondere vermittelt durch den ADRB2, eine bedeutsame Rolle in der

Tumorgenese von KPC Mausen spielen.

Um den Einfluss der lokalen Nerven, im Gegensatz zu den systemischen Kathecholaminen zu
untersuchen, wurde in Pankreata von KPC Mdusen chirurgisch eine sympathische Denervation
vorgenommen (Gx), wenn die Tumoren eine Grofie von 20-60mm3 erreicht hatten. Auch bei
diesen Mausen fithrte die Kombination von Gx+GEM zu einem signifikant langeren
Gesamtiiberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe (GEM) (18 vs. 36 Tage). Hieraus kann gefolgert
werden, dass auch die lokal sezernierten Kathecholamine zur Progression etablierter Tumore
beitragen. Um im Weiteren die Frage zu untersuchen, ob Nervenwachstum und dadurch die lokale
Anflutung von Kathecholaminen durch adrenerge Signalwege selbst induziert ist, quantifizierten
wir die Peripherin-positiven Strukturen in KPC Mausen, welche mit GEM, GEM+ICI und GEM+Gx
behandelt wurden. Der Anteil der Peripherin-positiven Strukturen war signifikant reduziert in
den GEM + ICI (p=0.0454) und den GEM + Gx (p=0.0129) Gruppen. Zusammenfassend legen diese
Daten nahe, dass das Auswachsen von Nerven in der Pankreaskarzinogenese, zumindest

teilweise, in Abhangigkeit des ADRB2 Signalwegs geschieht.

1.1.1.3 Kathecholamine férdern die azindre-zu-duktaler Metaplasie (ADM) und haben einen
proliferativen Einfluss auf die Tumorzellen
Um die zu Grunde liegenden Mechanismen, durch die adrenerge Signalwege die Entwicklung des

PDAC fordern, zu verstehen, wurden onkogen Kras mutierte 3D Organoide aus aziniren Zellen
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generiert und untersucht. Dieses etablierte in vitro System reprasentiert die ADM (Collins, Yan,
Sebolt-Leopold, & Pasca di Magliano, 2014), was vermutlich den ersten Schritt in der
Pankreaskarzinogense darstellt (Kopp et al., 2012). Kras mutierte Organoide wurden von LSL-
Kras+/UsL-G12D Pankreata dadurch gewonnen, dass sie mit einer adenoviralen Cre-Rekombinase
(Adeno-Cre) infiziert wurden. Kulturen, die daraufhin mit ISO behandelt wurden formten

signifikant mehr Organoide als die Kontrollgruppen.

Dieser stimulatorische Effekt von ISO war durch eine Vorbehandlung mit dem nicht-selektiven
Betablocker Propranolol und ICI blockierbar, aber nicht durch den betal-selektiven Blocker
Atenolol. Um diese ADRB2-abhdngigen Beobachtungen zu validieren, wurden LSL-Kras*/LSL-
G12D;Adrb2 KO Organoide nach Adeno-Cre Infektion untersucht. Hier zeigte sich dieser

stimulatorische Effekt auf die Organoide nach ISO Behandlung nicht mehr.

ADRB2 ist ein Gs-gekoppelter 7-transmembran Rezeptor, der den Phosphokinase A (PKA)- und
den mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweg aktiviert (Lorton & Bellinger, 2015). Aus
diesem Grund wurden die Kulturen mit einem PKA Inhibitor (KT5720) und/oder einem
MAPK/ERK Kinase (MEK) Inhibitor (U0126) behandelt. Der MEK Inhibitor inhibierte die
Spherenformation sogar unter die Basalrate, was durch die PKA Inhibition nicht méglich war.
Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass die Aktivierung des PKA
Signalwegs primar fiir den direkten Effekt der vermehrten Spherenformation verantwortlich ist
und lassen vermuten, dass weitere wichtige Aktivierungsmaoglichkeiten von MEK, zusatzlich zu

den adrenergen Signalen, bestehen.

Nun entwickelten wir ein in vitro System, um den Effekt der lokalen Kathecholamin Sekretion
wahrend der ADM untersuchen zu kénnen. Hierzu adaptierten wir ein in Matrigel eingebettetes
Kultursystem (Ceyhan et al., 2008). Dabei wurden embryonale Hinterhornwurzelganglien (dorsal
root ganglia, DRG) neben Kras mutierte Organoide platziert und mit einer Matrigelbriicke

verbunden.
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Nach 7 Tagen zeigten sich signifikant mehr Spheren in DRG-Co-Kulturen als in den Kontrollen.
Dieses vermehrte Wachstum lief? sich durch eine Vorbehandlung mit dem selektiven ADRB2

Blocker ICI unterbinden.

Diese Studien haben die Effekte des ADRB2-Signalwegs auf pra-neoplastisches Gewebe gezeigt;
deshalb wurden in einem nachsten Schritt die Auswirkungen auf etablierte humane PDAC
Zelllinien (BxPC-3, Mia PaCa-2, und Panc-1), von denen bekannt ist, dass sie ADRB1 und ADRB2
exprimieren (D. Zhang, Ma, Hu, & Zhang, 2010), untersucht. Nachdem wir die Expression der
beiden Rezeptoren sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene bestatigen konnten, zeigte sich
ein proliferativer Effekt von ISO auf diese Zelllinien, der durch Propranolol und ICI, aber nicht
durch Atenolol inhibiert werden konnte. In weiteren Studien liefd sich nachweisen, dass die
phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (pERK)/ERK Ratio und die phosphorylated
cAMP response element binding protein (pCREB)/CREB Ratio nach ISO und Norepinephrin (NE)

Behandlung anstiegen, ein Effekt, der sich durch ICI Vorbehandlung aufheben lief3.

1.1.1.4 Uber adrenerge Signalwege wird eine gesteigerte Neurotrophin-Sekretion induziert und
die PDAC Entwicklung durch Tumor-assoziierte Axonogenese gefordert
Katecholamine interagieren direkt mit Tumorzellen und der Anstieg des systemischen Levels an
Epinephrin fiihrte, wie oben erwdhnt, zu einem Anstieg der neuronalen Dichte in Pankreata von
KC Mausen. Wir hypothetisierten, dass Katecholamine die Nerv-Tumor Interaktionen durch
Induktion von Neurotrophinen (NT) in einer Vorwértsschleife beeinflussen. Aus diesem Grund
untersuchten wir die NT-Expression in epithelialen Zellen (EpCAM+) aus KPC Tumoren, welche
fiir EpCAM*und EpCAM- Zellen sortiert wurden. Diese Analyse zeigte, dass neben Genen, die fiir
verschiedene NTs/ axonale guidance Proteine kodieren, Ngfdie hochsten Expressionslevels hatte.
Die Expression von anderen Genen, die fiir NTs kodieren (Bdnf, Ntf3 und Ntf4), Gdnf und das
axonale guidance Protein netrinl (Ntn1) waren detektierbar, aber sehr viel niedriger exprimiert.
Ngf war wahrend der Karzinogense mit einem moderaten Anstieg in Pankreata mit PanIN

Lasionen von KC Mausen und einem deutlich hoherem Level in KPC Tumoren exprimiert. Um zu
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untersuchen ob Kathecholamine die NGF Sekretion von PDAC Zellen regulieren, wurden KPC
Tumorzellen (K8282) mit NE behandelt. Hohere Konzentrationen von NE resultierten in einem
dosis-abhangigen Anstieg der Ngf mRNA Expression. ELISA Untersuchungen bestitigten diese
Beobachtung, so dass die NE Behandlung der Zellen zu einer vermehrten NGF Sekretion fiihrte,
ein Phdnomen welches durch die Vorbehandlung mit ICI, Propranolol, KT5720 und U0126
reversibel war. Diese Ergebnisse bestatigen wiederum eine Rolle fiir PKA und ERK Signalwege in

der kathecholamin- abhdngigen NGF Sekretion.

Um die biologische Relevanz der Kathecholamin-induzierten NGF Sekretion zu beurteilen,
wurden das oben beschrieben Co-Kultur-Modell mit PDAC Zellen und DRGs verwendet und das
Auswachsen der Neuriten mittels konfokaler Mikroskopie quantifiziert. Die Behandlung von
PDAC Zellen/DRG Co-Kultur Systemen mit ISO fithrte zu einer deutlichen Beschleunigung des
Auswachsens der Neuriten aus DRGs nach 4, 6 und 10 Tagen. Eine Vorbehandlung mit ICI
blockierte das Auswachsen nahezu vollstindig am Tag 10. Diese Ergebnisse legen die
Interpretation nahe, dass eine ADRB2-abhingige vermehrte Sekretion von NGF zu einer Nerv-

Tumor Interaktion durch Axonogenese beitragt.

In einem néchsten Schritt wurden KC Mause zu neu entwickelten RosaZ6-LSL-Ngf-IRES-eGFP (N)
knock-in Mausen (Hayakawa et al, 2017) gekreuzt, um KC Mause zu erhalten, die
pankreasspezifisch Ngf iiberexprimieren (KCN). Die Analyse dieser KCN Tiere zeigte deutlich
mehr intrapankreatisches neuronales Gewebe im Allgemeinen und deutlich mehr TH+- Strukturen

im Speziellen.

Als Rosa26-LSL-Ngf-IRES-eGFP Mause zu KPC Mausen gekreuzt wurden um KPCN zu generieren,
fiihrte die Ngf Uberexpression zu einer deutlich ausgepragteren peri- und endoneuralen Invasion
und vergroflerten intratumoralen Nerven. Des Weiteren war das mediane Gesamtiiberleben

dieser Tiere signifikant kiirzer als das von regularen KPC Mausen (13 Wochen vs. 19 Wochen).

15



11.1.1.5 Die Blockierung des NGF/Trk Signalwegs inhibiert Proliferation und Innervation von PDAC-
Zellen und fiihrt zu einem Idngeren Gesamtiiberleben in KPC Méusen
Um den Einfluss der erhohten NGF Spiegel auf die Progression des PDAC zu untersuchen,
verwendeten wir den pan-TRK Inhibitor PLX-7486 (PLX) (Hayakawa et al., 2017). Fiir NGF konnte
gezeigt werden, dass es die Proliferation von PDAC Zellen stimuliert (Dang, Zhang, Ma, &
Shimahara, 2006) und dass die NGF/TRK-A Interaktion wichtig fiir das Tumorwachstum und die
Invasion im PDAC ist (Zhu et al.,, 1999). Wir konnten in diesem Zusammenhang darlegen, dass
murine PDAC Zellen ebenfalls TRK- Rezeptoren exprimieren und PLX in der Lage ist den NGF-
abhangige Proliferationstimulus zu blockieren. Dies ist ein Hinweis auf einen direkten Effekt von

NGF auf das Tumorwachstum.

Die Effekte von PLX auf die Inzidenz und das Tumorwachstum von PDAC wurden in zwei
Mausmodellen untersucht (KC und KPC), in denen Trk-Rezeptoren exprimiert sind. Cerulein
behandelte KC Mause wurden als ein zusitzliches Modell verwendet, weil die ausgepragte
Inflammation die PADC Progression deutlich beschleunigt. In diesem Inflammations-getriebenen
Modell zeigte PLX eine deutliche Reduktion der Krebsinzidenz von 60% auf 10% nach 24 Wochen
(p<0.05). Des Weiteren fithrten wir eine Uberlebensstudie mit KPC Miusen durch. Die
Kombination von GEM und PLX verlangerte das Gesamtiiberleben von 32 auf 45 Tage (p<0.005).
Die Quantifizierung der intratumoralen Nerven erbrachte signifikant weniger neuronaler
Strukturen in KPC Mausen, die mit GEM PLX behandelt wurden, ein Ergebnis, welches mit einer

Reduktion des NGF Effektes einhergeht.

1.1.1.6 Nicht selektive Betablocker verliingern das Gesamtiiberleben in Patienten nach PDAC
Resektion

Um die Relevanz des ADRB2-Signalwegs im humanen PDAC herauszuarbeiten, wurden primare

PDAC Organoide von Patienten generiert und untersucht. Nach 6 Tagen Behandlung mit GEM

zeigten diese weniger sog. relative light units (RLU) als die Kontrollen (p<0.0001). Die Behandlung

mit Propranolol, einem nicht-selektiven Betablocker fiihrte ebenfalls zu einem signifikanten
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Abfall der RLU (p=0.0002). Durch die Kombination von Propranolol und GEM konnte dies noch
verstarkt werden (p=0.0071). Diese Ergebnisse konnten durch die Behandlung mit dem beta2-
selektiven Medikament ICI118,551, aber nicht durch Atenolol, einem selektiven Antagonisten am

betal-Rezeptor, reproduziert werden.

Um die klinische Bedeutung dieser Daten weiter zu untersuchen, wurde das Uberleben einer
Kohorte von insgesamt 631 resezierten PDAC Patienten retrospektiv analysiert. Hierbei zeigte
sich, dass Patienten, die keine Betablocker in ihrer Medikation hatten ein medianes
Gesamtiiberleben von 23 Monaten aufwiesen. Patienten, die einen selektiven betal-Blocker
erhielten, unterschieden sich hinsichtlich des Gesamtiiberlebens nicht (20,3 Monate). Allerdings
hatten die 17 Patienten, welche einen nicht-selektiven Betablocker einnahmen, ein medianes
Uberleben von 40 Monaten.

Interessanterweise zeigte sich auch in den Patienten mit einer nicht selektiven
Betablockermedikation eine deutlich geringere neuronale Dichte in den PDACs. Sicherlich miissen
diese Daten mit den Einschriankungen, die sich aus einer retrospektiven Analyse ergeben,
betrachtet werden. Allerdings geben sie einen Hinweis auf die klinische Relevanz der erarbeiteten

grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnisse in dieser Arbeit.
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1.2 Rolle des cholinergen Signalwegs in der Entstehung und Progression des PDAC (Renz

et al. Cancer Discov 2018)

1.2.1 Signifikanz

Die subdiaphragmatische Vagotomie oder der Knockout des Chrm1 Gens beschleunigen partiell
durch die Expansion des Krebsstammzell (CSC)-Kompartiments die pankreatische Tumorigenese.
Eine systemische Verabreichung eines muskarinergen Agonisten supprimiert die Tumorigenese
durch MAPK und PI3K/AKT Signalwege sowohl in einem frithen Tumorstadium als auch in weiter
fortgeschrittenen und metastasierten Stadien. Aus diesen Griinden stellt der CHRM1 eine

attraktive therapeutische Zielstruktur dar.

1.2.1.1 Subdiaphragmatische Vagotomie beschleunigt die pankreatische Tumorigenese

KC Mause wurden einer subdiaphragmalen Vagotomie mit Pyloroplastie (KC+VxPP) in einem
Alter von acht Wochen unterzogen (KC+VxPP). Diese Tiere wurden dann nach 12 Wochen
analysiert. Die pankreatische mRNA Expression des Chrm1 zeigte einen signifikanten Anstieg. Im
Gegensatz dazu ergaben sich keine Unterschiede in der Expression der anderen muskarinergen
Rezeptoren im Vergleich zur Kontrollgruppe (KC+PP). Diese Ergebnisse konnten auch auf
Proteinebene bestatigt werden. Die morphometrische Quantifizierung der PanIN Lisionen in
Pankreata von KC+VxPP Maiusen ergab eine signifikant grofdere Flache, welche durch PanIN
Lasionen affektiert war, als in KC+PP Mausen. In 40% der Falle bildeten sich in der KC+VxPP sogar
PDACs aus (p<0.005). Wie bereits erwadhnt, benotigen KC regular mindestens 2 Jahre, um ein

PDAC zu entwickeln.

Wenn Bethanechol, ein systemischer muskarinerger Agonist, den KC+VxPP verabreicht wurde,

fithrte dies zur Aufthebung des Vagotomie Effektes.

Interessanterweise zeigten sich hohere Levels an CD44+ Zellen in den Pankreata von KC+VxPP
gegeniiber denen von KC+PP Mausen mit 20 Wochen (p < 0.05). Auch dieser Effekt konnte durch

Bethanechol verhindert werden.
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Des Weiteren fiihrte die subdiaphragmatische Vagotomie zu einem Anstieg des systemischen
TNF-a Spiegels in KC+VxPP Mausen verglichen mit den Kontrollen (KC+PP). Weitere Analysen des
Immunzellkompartiments zeigten auch hohere Level an CD11b* myeloiden Zellen und F4/80+
Zellen in den Pankreata von KC+VxPP Mausen im Vergleich zu KC+PP Mausen. Resultate, die fiir
eine ausgepragtere inflammatorische Reaktion sprechen. Auch diese Ergebnisse konnten durch
die Behandlung mit Bethanechol neutralisiert werden. Insgesamt implizieren diese Daten, dass
die vagale Denervation im Fall einer onkogenen Kras-Mutation, die pankreatische Tumorigenese
durch eine Expansion der CD44+ Zellen und potentiell durch eine ausgeprigtere Inflammation

fordert.

1.2.1.2 Muskarinerge Stimulation supprimiert die pankreatische Tumorigenese und verldngert das
Gesamtiiberleben von KPC Mdusen
Wenn KPC Mause mit Tumoren von einer Grofée von 3-5mm entweder mit Gemcitabine (GEM)
alleine oder GEM+Bethanechol behandelt wurden, konnte das Gesamtiiberleben von 2 auf 48 Tage
verlangert werden (p < 0.001). Des Weiteren fiihrte die zusitzliche Behandlung mit Bethanechol
zu einer Supprimierung der pankreatischen CD44 Expression (p < 0.05). Um diese CD44+
Population weiter zu charakterisieren, untersuchten wir CD44+CD133+ doppelt positive Zellen in
KPC Tumoren mittels Fluoreszenz-markierten Antikdrpern in der Durchflusszymetrie. Sowohl
diese doppelt positive Zellpopulation als auch die Analyse der dreifach positiven
CD44+CD24+*EpCAM* Population zeigte eine Reduktion in GEM+Bethanechol behandelten KPC
Tumoren im Vergleich zur Kontrolle (GEM). Zusammengefasst implizieren diese Daten, dass
muskarinerge Agonisten die pankreatische Tumorigenese partiell durch Suppression des

Krebsstammzell (CSC)- Kompartiments unterdriicken.

1.2.1.3 Cholinerge Signalwege fordern die Zellproliferation in Kras-mutierten Spheren direkt durch
CHRM1 und regulieren das Krebsstammzellkompartiment
Um zu untersuchen, ob cholinerge Agonisten die Tumorentwicklung teilweise durch direkte

Stimulation von muskarinergen Rezeptoren auf pankreatischen epithelialen Zellen supprimieren,
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analysierten wir die Spheren-Formations-Kapazitiat von Krast12D pankreatischen Azinuszellen in
dem oben erwdhnten etablierten 3D Matrigel Kultursystem. KrasG12P mutierte Spheren wurden
mit dem nicht-selektiven muskarinergen Agonisten Pilocarpine, dem nicht-selektiven
muskarinergen Antagonisten Scopolamine, dem CHRM1-selektiven Agonisten McN-34A oder dem
CHRM1-selektiven Antagonisten Pirenzepine behandelt. Pilocarpine- oder McN-34A- behandelte
Kras mutierte Zellkulturen formten signifikant weniger und kleinere Spheren, wahrend Kulturen,
die mit Scopolamine oder Pirenzepine behandelt wurden, mehr und grofiere Spheren formten.
Wir untersuchten diese Effekte auch in einem 3D Organoidmodell von primaren humanen PDACs.
Hier zeigte sich nach einer 6-tdgigen Behandlung mit zunehmenden Konzentrationen von
Pilocarpine (6.25 - 400 pM) ein dosisabhangiger Effekt, so dass zunehmend weniger Spheren zu

detektieren waren.

Des Weiteren liefd sich in MTT Assays durch Pilocarpine die Zellviabilitdt von humanen (Panc1)
und murinen (K8282) PDAC Zellen verringern, wohingegen muskarinerge Agonisten
(Scopolamine und Pirenzepine) einen gegensatzlichen Effekt hatten. Diese Beobachtungen haben
zur Generierung der Hypothese gefiihrt, dass der CHRM1 hauptsachlich fiir den antiproliferativen

Effekt der muskarinergen Agonisten verantwortlich ist.

In weiteren Experimenten sollte der potentielle Effekt von muskarinergen Agonisten auf das CSC
Kompartiment untersucht werden. Hierzu wurden sog. Softagar-Experimente durchgefiihrt. In
diesen Experimenten fiihrte eine Pilocarpine Behandlung zu einer reduzierten Spherenformation
und lief} den Schluss zu, dass muskarinerge Agonisten in humanen und murinen PDAC Zelllinien
das CSC Kompartiment 1iS. einer Supprimierung modulieren. Da die Analyse der
CD44+CD24+*EpCAM* Population eine Verringerung dieser dreifach-positiven Zellen erbrachte,
wurden Pancl Zellen (25.000) nach Pilocarpine Behandlung subkutan in die Flanke von
immuninkompetenten NOD/SCID Mdausen implantiert. Die Vorbehandlung der Zellen fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion der Tumorinzidenz in diesen Tieren im Vergleich zur

Kontrollgruppe (p < 0.05). Zusammengefasst lassen diese Beobachtungen den Schluss zu, dass
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eine Behandlung mit muskarinergen Agonisten einen supprimierenden Einfluss auf das

pankreatische CSC-Kompartiment hat.

11.2.1.4 Muskarinerge Signalwege inhibieren die nachgeschaltete EGFR/MAPK und PI3K/AKT
Signaltransduktion in PDAC Zellen

Um die Mechanismen, welche durch die muskarinerge Agonisten die Progression des PDACs

moglicherweise hemmen, zu untersuchen, fithrten wir eine RNAseq Analyse von Pancl Zellen

nach Pilocarpine Behandlung durch. Gene, die im Zusammenhang mit Proliferation und

Wachstums gebracht werden, einschliefflich EGFR und PI3K, wurden durch Pilocarpine

herunterreguliert. Eine detailiertere Analyse legte die Vermutung eines moglichen Mechanismus

der Tumorsuppression durch den PI3K-AKT und den MAPK Signalweg nahe.

Anschlieffend wurde die Expression der phosphorylierten Formen von Schliisselproteinen der
erwdhnten Signalwege mittels [HC dargestellt. Die Expression von p-EGFR, p-PI3K, und p-ERK1/2
war signifikant hoher in Pankreata von KC+VxPP als in KC+PP Mausen (p < 0.05) und anndhernd
verringert zu Kontrolllevels (KC+PP), wenn KC+VxPP Maiduse mit Bethanechol
(KC+VxPP+bethanechol) behandelt wurden (p < 0.05). Ahnliche Ergebnisse lieRen sich auch

erzielen, wenn Bethanechol behandelte KPC Mause mit Kontrollen verglichen wurden.

Western Blot Untersuchungen, die im Folgenden durchgefiihrt wurden, konnten die
beschriebenen Effekte der parasympathischen Signaltransduktion in vitro an humanen und

murinen PDAC Zelllinien bestatigen.

Im nachsten Schritt wurde der Frage nachgegangen, ob cholinerge Signaltransduktion den
EGFR/MAPK Signalweg tatsachlich direkt reguliert. Zu diesem Zweck wurden Pancl Zellen mit
Scopolamine und anschliefSend mit dem MEK-Inhibitor Selumetinib (AZD6244) behandelt. Diese
Experimente zeigten, dass der MEK-Inhibitor die durch Scopolamine bedingte ERK
Phosphorylierung aufheben kann. Um die biologische Relevanz dieser Beobachtungen in vivo zu
erforschen, wurde KC+VxPP Mausen Selumetinib (KC+VxPP+Selumetinib) verabreicht. Es zeigte

sich, dass durch den MEK Inhibitor die PanIN Progression, welche durch die Vagotomie induziert
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wurde, unterdriickt wurde. Zusammengefasst scheinen muskarinerge Rezeptoren, zumindest

partiell, durch die Inhibierung des MAPK-Signalwegs die Tumorprogression zu unterdriicken.

11.2.1.5 Knockout von CHRM1 resultiert in einer héheren Tumorinzidenz in KC Mdusen und einem
kiirzeren Gesamtiiberleben in KPC Mdiusen
Da nicht-selektive und selektive CHRM1 Agonisten und Antagonisten die pankreatische
Tumorigenese modulierten, sollte die Rolle des CHRM1 in der Entstehung des PDAC durch
genetische Deletion des Rezeptors bestitigt werden. KC Mause wurden daher zu Chrm1-KO
Mausen gekreuzt, um KC/Chrm1-KO (KCM) zu erhalten (n = 11). In Anlehnung an die Effekte der
Vagotomie war die PDAC Inzidenz in KCM Mausen signifikant hoher als in den Kontroll-KC
Mausen (36.7% vs. 0%; p < 0.05). Des Weiteren zeigte sich in der IHC eine signifikant héhere
Expression von CD44, p-EGFR, p-PI3K und p-ERK1/2 in KCM Mausen verglichen mit KC Mausen

(jeweils p < 0.05).

AnschliefRend wurden noch KPC zu Chrm1-KO Mausen gekreuzt, um KPC/Chrm1-KO (KPCM)
Mause (n = 13) zu generieren. Das mediane Gesamtiiberleben in KPCM Mausen war signifikant
verkiirzt im Vergleich zu reguldren KPC Mausen (n = 18; p <0.001). Daher implizieren diese Daten,
dass es durch den Verlust der CHRM1-Signaltransduktion zur Verstiarkung der EGFR/MAPK- und
PI3K/AKT-Signalwege, vermehrter CD44 Expression und letztlich beschleunigter PDAC

Progression kommt.

11.2.1.6 Parasympathische Signalwege beeinflussen das Uberleben in einem Modell der
hepatischen Metastasierung

Die zuvor beschriebenen Studien in KC und KPC Mausen lassen den Schluss zu, dass durch

muskarinerge Signaltransduktion am CHRM1 das Wachstum von primaren PDACs unterdriickt

wird. Da die meisten PDAC Patienten allerdings an einer Lebermetastasierung sterben, haben wir

den Einfluss der parasympathischen Signalwege auf das Wachstum von hepatischen Metastasen

untersucht. Hierzu wurde ein etabliertes syngenes Mausmodell der hepatischen Metastasierung

des PDAC verwendet (Soares et al, 2014). WT C57BL/6 Mause erhielten intrasplenische
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Injektionen von 2x10¢ GFP-markierten Panc02 Zellen und wurden dann in folgende drei Gruppen
randomisiert: unbehandelte Kontrollen (n = 10), Bethanechol Behandlung (n = 10), und selektive
parasympathische Denervation der Leber durch Dissektion des hepatischen Vagusastes (SHVx)
(n = 11). Miuse in der Bethanechol-Gruppe hatten ein signifikant lingeres Uberleben (p < 0.001),
wihrend die SHVx-Gruppe ein deutliches kiirzeres Uberleben aufwies (p < 0.01). Wie die
Quantifizierung der Metastasen und des maximalen Tumorvolumens zeigte, wurde das
Metastasenwachstum durch die SHVx verstarkt (p < 0.05) und durch Bethanechol inhibiert (p <
0.05). Um zu bestdtigen, dass parasympathische Signale auch direkt die metastastischen
Tumorzellen regulieren, wurde die Expression von Ki-67, p-EGFR und CD44 quantifiziert. Es
ergab sich eine signifikant geringere Expression dieser Proteine in der Bethanechol Gruppe (p <
0.05) und die gegensatzliche Situation in der SHVx Gruppe (p < 0.05). Diese Daten legen den
Schluss nahe, dass parasympathische Signaltransduktion nicht nur das Wachstum des

Primartumors, sondern auch der hepatischen Metastasen hemmt.
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1.3 Subdiaphragmale Vagotomie hemmt die gastrale Tumorigenese

(Zhao,......, Renz et al. Sci Transl Med 2014)

1I.3.1 Signifikanz

Das autonome Nervensystem spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation vieler Organe,
einschliefllich des Gastrointestinaltrakts. In dieser Arbeit wurde dargestellt, dass der N. vagus, der
im Magen durch muskarinerge Rezeptoren (CHRM 1-5) seine Signale weiterleitet, zur Progression
des Magenkarzinoms beitragt. Die chirurgische Vagotomie kann die Entstehung des
Magenkarzinoms in Mausen verhindern. Des Weiteren kdnnen &hnliche Ergebnisse in Mausen
durch Botulinum Toxin A (Botox) Applikation oder durch die Verabreichung von anticholinergen

Substanzen erzielt werden.

1.3.1.1 Die chirurgische Denervation unterdriickt die Tumorigenese in prineoplastischen Stadien
des Magenkarzinoms in verschiedenen Mausmodellen
Einhundert sieben INS-GAS Miuse (Uberexpression von pankreatischem Gastrin) wurden
entweder bilateral subdiaphragmatisch vagotomiert (VxPP), unilateral vagotomiert (UVx), sham
operiert oder lediglich einer Pyloroplastie (PP) unterzogen. Die Tumorinzidenz war 17% nach
VXPP vs. 86% nach PP, 14% in der Magenvorderwand und 76% in der Magenhinterwand nach
linksseitiger (UVx) und 78% in den sham operierten Mausen. Die histologische Untersuchung
zeigte eine niedrigere Schleimhaut nach VxPP im Vergleich zu PP. Ahnlich verhielt es sich in UVx
Mausen, wenn dies zur korrespondierenden und damit nicht denervierten Hinterwand verglichen
wurde. Die pathologische Evaluation (Rogers et al., 2005) zeigte in den vagotomierten Arealen
weniger Dysplasie und eine geringere Proliferationsrate in den epithelialen Zellen. Um diese
Ergebnisse zu bestdtigen, untersuchten wir in gleicher Weise zwei weitere Magenkrebs-

Mausmodelle: ein Karzinogen induziertes [N-nitroso-N-methylurea (MNU)] {Tomita:2011ce} und
das Helicobacter pylori (Hp)-infizierte H*/K*-ATPase (Adenosin- Triphosphatase)-IL-1b
(Interleukin-1b) Mausmodel (Tu et al.,, 2008). Wenn die UVx 8,5 Monate nach der Hp Infektion
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durchgefiihrt wurde, waren Tumorgréfie und Proliferationsrate in 18 Monate alten Mdusen in der
denervierten Wand des Magens geringer. Diese Ergebnisse in drei unabhdngigen Modellen

demonstrieren die Bedeutung einer funktionellen Innervation in der gastralen Tumorigenese.

1.3.1.2 Auch die pharmakologische Denervierung unterdriickt die gastrale Tumorigenese im
préneoplastischen Stadium
Um zu beweisen, dass die Effekte der chirurgischen Denervation primar durch das Acethylcholins
(ACh) aus den praynaptischen Endigungen des N. vagus innerhalb der gastralen Mukosa (lokal)
bedingt waren, injizierten wir unilateral Botox in die Magenwand von 6 Monate alten INS-GAS
Mausen. Botox dringt in die prasynaptischen Endigungen durch Vesikel-Internalisierung ein und
spaltet das synaptosomal-assoziierte Protein 25. Dies wiederum beeinflusst die Exozytose von
Neurotransmittern einschlieRlich des ACh (Dressler & Adib Saberi, 2005). Botox wurde subserds
entlang der groféen Magenkurvatur injiziert. Nach 6 Monaten war die Tumorgréfie, der Dysplasie
Score und die Anzahl an proliferierenden Zellen signifikant im Vergleich zur Magenhinterwand
reduziert. Diese Ergebnisse bestétigen die wichtige Rolle von lokaler cholinerger Signalwirkung

in der frithen gastralen Tumorigenese. Chirurgische oder pharmakologische Denervierung

unterdriicken die gastrale Tumorprogression.

1.3.1.3 Chirurgische oder pharmakologische Denervierung unterdriicken die gastrale
Tumorprogression
Da die Vagotomie und die Behandlung mit Botox einen protektiven Effekt auf die
praneoplastischen Stadien hatte, untersuchten wir, ob die Tumorprogression auch in
spateren Stadien durch Denervierung des Magen zu inhibieren sein wiirde. Hierzu
wurden INS-GAS Mause in einem Alter von 8, 10, oder 12 Monaten einer anterioren UVx
unterzogen und mit 18 Monaten analysiert. Die Tumoren in diesen Mausen waren kleiner
und wiesen weniger schwere Dysplasien in der Vorderwand im Vergleich zur Hinterwand

auf. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch hier durch die Botox Behandlung erzielt
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werden. Diese Daten lassen vermuten, dass gastrale Denervierung die Tumorprogression

auch in etablierten Tumoren supprimiert

11.3.1.4 Die Denervierung verstirkt chemotherapeutische Effekte in der Behandlung des
Magenkarzinoms
Im néachsten Schritt untersuchten wir, ob die vagale Denervierung auch den Effekt einer
systemischen Chemotherapie verstiarken kann. INS-GAS Mause im Alter von 12 bis 14 Monaten
erhielten systemisch 5-FU + Oxaliplatin oder NaCL 0.9% zusammen mit unilateraler Botox
Behandlung oder UVx. Nach 2 Monaten war die Tumorgrofe in der Chemotherapiegruppe - und
hier im Speziellen in den denervierten Arealen des Magens nach UVx oder Botox Injektion -
signifikant kleiner. Die Kombinationstherapie aus Botox oder UVx und Chemotherapie
verlingerte das Uberleben im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie. Zusammengefasst
implizieren diese Ergebnisse, dass es einen additiven Effekt durch die Kombination von
Chemotherapie und Denervierung in der Maus gibt, der das Tumorwachstum hemmt und das

Uberleben verlangert.

1.3.1.5 Die Denervierung inhibiert gastrale Wnt Signale und unterdriickt die Stammzellexpansion
durch CHRM3

Sowohl in INS-GAS Mausen als auch in Wild-Typ (WT) Mausen und UVx INS-GAS Mausen wurde
eine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Diese zeigte sich eine Hochregulierung des Wnt-
Signalwegs im Vergleich von INS-GAS Mausen mit Wild-Typ Mausen. Durch den Vergleich
zwischen der vagotomierten Magenvorderwand und der intakt innervierten Magenhinterwand
wurden viele unterschiedlich exprimierte KEGG Signalwege gefunden, einschlief3lich solcher, die
in die Sduresekretion involviert sind, mitogen aktivierte Proteinkinase Signalwege, Zellzyklus-,
Apoptose-, Autophagie-, VEGF- und dem Aktin-Zytoskelett assoziierte Signalwege. Der Wnt und
der Notch Signalweg waren deutlich inhibiert in den vagotomierten Arealen.

Der Wnt Signalweg ist ein bedeutender Regulator gastrointestinaler Stammzellen und der

Tumorigenese (Polakis, 2012; Takahashi-Yanaga & Kahn, 2010). CD44 ist eine bekannte
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Zielstruktur des Wnt Signalwegs, welches eine Krebs initiierende Zellpopulation kennzeichnet

(Takaishi et al., 2009).

Lgr5 ist ein Marker gastraler Stammzellen sowohl in normalen als auch in neoplastischen
Geweben und ebenso eine Zielstruktur des Wnt Signalwegs (Schuijers & Clevers, 2012). Durch die
Vagotomie und auch durch Botox Applikation konnte eine niedrigere Expression von CD44 (und
CD44v6) erzielt werden. Die Vagotomie fiihrte auch zu einer verminderten Expression weiterer
Wnt Zielgene, wie Cyclin D1, Axin2, Myc, Lgr5 und CD44 in MNU behandelten Mausen. Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Unterbrechung neuronaler Signale Wnt und damit die
Stammzellexpansion inhibiert. Dies wiederum resultiert in einer Unterdriickung der

Tumorentwicklung in INS-GAS und MNU Mausmodellen des Magenkarzinoms.

Im néchsten Schritt gingen wir der Frage nach, ob die Vagotomie die Lgr5 Expression durch
muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren beeinflusst. Gastrale Epithelzellen von Lgr5-GFP Mausen
wurden auf der Basis der Expression von griin fluoreszierendem Protein (GFP) sortiert. Wir
konnten hierbei eine Co-Expression von Lgr5 und CHRM3 nachweisen. Andere muskarinerge
Rezeptoren hingegen waren in Lgr5* Zellen nur gering exprimiert. Um den Einfluss des CHRM3 in
der gastralen Tumorigenese zu untersuchen, behandelten wir INS-GAS Maiuse mit dem
spezifischen M3 Rezeptor Antagonisten Darifenacin in Kombination mit Chemotherapie. Hierbei
zeigte sich, dass die Kombination aus Darifenacin und Chemotherapie die Proliferation der
Tumoren reduziert. Wir analysierten auch den Wnt-Signalweg in M3KO vs. Wild-Typ Mausen und
sahen, dass etliche Schliisselgene, einschlief3lich des beta-Catenins, in geringerem Maf3 exprimiert

wurden.

Des Weiteren wiesen MNU behandelte M3KO nach 7,5 Monaten eine deutlich niedrigere

Tumorinzidenz im Vergleich zu WT-Kontrollen auf (57.1% vs. 100%).

Wir beobachteten im Folgenden auch, dass in gastralen Organoidkulturen, nach Behandlung mit

einem mukarinergen Agonisten, die Supplementierung eines Wnt-Liganden nicht mehr
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notwendig war. Dieses Phdnomen impliziert eine die Fahigkeit von cholinergem Signalwegen
Liganden-unabhingige Wnt Signale zu induzieren. Zusammengefasst scheint der N. vagus die

gastrale Tumorigenese, zumindest teilweise, durch den CHRM3 zu regulieren.

1.3.1.6 Neurone aktivieren Wnt Signaltransduktion in gastralen Stammzellen durch CHRM3

Um die potentielle regulatorische Rolle von Nerven in der Aufrechterhaltung der Homdostase des
gastralen Epithels zu zeigen, verwendeten wir ein etabliertes in vitro Co-Kultursystem (Barker et
al,, 2010). Primare murine Riickenmarksneurone wurden mit gastralen Epithelzellen co-kultiviert
(Barker et al., 2010). Die Neuronen wuchsen aus und hatten einerseits direkten Kontakt zu den
gastralen Organoiden und forderten andererseits signifikant das Wachstum der Organoide. Die
Behandlung der Kulturen mit entweder Botox oder Scopolamine verhinderte diesen
stimulatorischen Effekt, wahrend Pilocarpine weiteres Wachstum stimulierte. Des Weiteren kam
es durch Pilocarpine dosisabhéngig zu einer Hochregulation von gastralen Stammzellmarken und
den Wnt Zielgenen Lgr5, CD44 und Sox9 (Barker et al., 2010). In gastralen Organoiden von M3KO
konnten diese Effekte nicht nachgewiesen werden. Eine Zugabe von Wnt3a, einem typischen
Vertreter kanonischer Wnt-Liganden, in dies Co-Kulturen war nicht notwendig, obwohl das
Wachstum von gastralen Organoiden, wie oben erwdhnt, abhdngig von Wnt-Liganden ist. Diese
Beobachtung bestatigt die Fahigkeit, von cholinergen Signalen Liganden unabhdngige Wnt

Signalwirkung in diesem in vitro System zu induzieren.

1.3.1.7 Magenkarzinompatienten weisen eine Dysregulation von Wnt Signaltransduktion und
Tumorinnervation auf

Um den Einfluss des Wnt Signalwegs sowie der Innervation auf die gastrale Tumorprogression im

Menschen weiter zu untersuchen, analysierten wir drei separate Kohorten von

Magenkarzinompatienten. In 17 primdren Magenkarzinomen waren Wnt Signalwege,

neurotrophine und axonale guidance Signalwege (zusammen mit anderen Signalwegen) im

Tumorgewebe aktiviert, wenn dies zu gesundem Magengewebe verglichen wurde. In einer

weiteren Kohorte von 120 Magenkarzinomen korrelierte die neuronale Dichte mit weiter
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fortgeschrittenen Tumoren. Ahnliche Beobachtungen haben wir auch in MNU behandelten
Mausen gemacht. In der dritten Kohorte analysierten wir Gewebe von 37 Patienten, die ein
Karzinom am Magenstumpf nach distaler Gastrektomie mit oder ohne Vagotomie in der
Vergangenheit entwickelten. Von diesen Patienten hatten 13 (35%) eine Vagotomie (dorsal)
erhalten hat. Lediglich ein Patient aus dieser Gruppe entwickelte einen Tumor an der
Magenhinterwand und keiner in der Magenvorderwand. In der nicht vagotomierten Gruppe (24
Patienten), zeigten sich die Karzinome sowohl an der Vorderwand als auch an der Hinterwand

des Magens.
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1.4 Der Nerven Wachstumsfaktor (NGF) fordert die gastrale Tumorigenese durch
aberrante cholinerge Signaltransduktion (Hayakawa, ....... , Renz et al. Cancer Cell

2017)

1.4.1 Signifikanz

Sowohl die Faktoren, die fiir die Nervenexpansion wahrend der Tumorigenese verantwortlich
sind als auch die nachgeschalteten Signalwege der Nerven-Signaltransduktion sind
weitestgehend nicht verstanden. Diese Arbeiten untersuchen die extensiven Wechselwirkungen,
die zwischen Krebszellen und Nerven wahrend der gastralen Tumorigenese stattfinden. Des
Weiteren identifizieren sie die ACh-NGF-M3R-YAP Achse als zentrales Element in der
Magenkarzinombiologie. Diese Studie schlagt NGF und den CHRM3 als potentielle Zielstrukturen

fiir die Magenkarzinomtherapie vor, die in naher Zukunft Anwendung finden kénnten.

1.4.1.1 ChAT* Tuft Zellen und Nerven expandieren innerhalb der gastralen Mukosa wéhrend der
Tumorigenese
Mit Hilfe einer Chat-GFP transgenen Maus konnten wir zeigen, dass Chat-GFP in den Nervenfasern
der Lamina propria sowie in submukdsen und myenterischen Ganglien exprimiert wird. GFP+
Nervenfasern sind in der der Ndhe von Lgr5+ Zellen an der Kryptenbasis zu finden, was die
Hypothese unterstiitzt, dass cholinerge Nerven Teil der gastrointestinalen Stammzellnische sind.
Wie bereits gezeigt, ist Chat-GFP auch in Tuft-Zellen exprimiert, die positiv fiir den Marker DCLK1
sind (Schiitz et al,, 2015). IHC bestatigte, dass DCLK1 ausgepragt in Tuft-Zellen exprimiert wird,
aber auch in Chat-GFP* cholinergen Nervenfasern und Ganglien. Unsere Dclk1-CreERT Maus
(Westphalen et al.,, 2014; 2016) bestdtigte die DCLK1 Expression in einer Subgruppe von ENS

Zellen und epithelialen Tuft-Zellen, welche auch positiv fiir ACh waren.

Diese Untersuchungen legen nahe, dass durch die Expression von DCLK1 die meisten cholinergen
Zellen innerhalb des gastrointestinalen Systems identifiziert werden. Dies beinhaltet sowohl

epitheliale Tuft- Zellen als auch stromale Neurone.
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Wie oben erwahnt, haben wir berichtet, dass Lgr5+ gastrale Stammzellen hohe Level an CHRM3
exprimieren und durch cholinerge Signale wiahrend der Tumorigenese expandieren (Zhao et al,,
2014). In MNU Magenkarzinomen fanden wir eine dynamische Beziehung zwischen Epithel und
Stroma, was die cholinerge Zellverteilung wahrend der Tumorentwicklung betrifft. Zu einem
frithen Zeitpunkt (3 Monate nach MNU Behandlung) zeigten sich signifikant mehr Chat-GFP+ Tuft-
Zellen im Epithel. Nach 9 Monaten war ein allmahlicher Verlust von epithelialen Chat- GFP+ Tuft-

Zellen zu vermerken. Dieser war begleitet durch Axonogenese cholinerger Nervenfasern.

Die friithe Expansion von Chat- GFP* Tuft -Zellen wahrend der Karzinogense, gefolgt von einer
Vermehrung der cholinergen Innervation mit Progression zur Dysplasie, impliziert einen Bedarf
fiir eine ACh Produktion in der Tumorigenese aus unterschiedlichen Quellen, abhidngig vom

Tumorstadium

1.4.1.2 ACh Signaltransduktion stimuliert NGF Produktion in gastralen Epithelzellen

Die Behandlung von gastralen Organoiden mit cholinergen Agonisten fiihrte zu einer CHRM3
abhangigen Hochregulation der Ngf Expression. In murinen gastralen Tumoren, gab es ebenfalls
eine spezifische Hochregulation von Ngf (fast 20x hoher als in normalem Magengewebe). Diese
Hochregulierung konnte fiir andere Neurotrophine nicht beobachtet werden. Interessanterweise
fiilhrte die Aufhebung der cholinergen Signaltransduktion im Magen durch eine chirurgische
Vagotomie zur Inhibierung der Ngf Hochregulierung in murinen Magenkarzinomen. IHC und in
situ Hybridisierung bestétigten die NGF Expression innerhalb des neoplastischen Epithels.
Organoide von MNU-Tumoren, die separiert von ihrer Mikroumgebung kultiviert wurden,
verloren ihre Fahigkeit zur NGF Expression innerhalb von sieben Tagen. Allerdings fithrte die
Behandlung mit dem Ach-Mimetikum Carbachol zur Reexpression von Ngf. Zusammengefasst
scheint ACh, was initial moglicherweise in Tuft-Zellen produziert wird und spiter von
innervierten Nerven durch Axogenese abstammt, zumindest partiell fiir die neoplastische

Hochregulierung von NGF verantwortlich zu sein.

31



11.4.1.3 Der NGF/Trk Signalweg reguliert die mukése Innervation

Basierend auf der Hypothese, dass NGF eine Rolle in der Tumor assoziierten Innervation spielt,
verwendeten wir die oben erwdhnte Knock-in Maus, die das murine Ngf Gen konditional
iiberexprimiert. Um NGF im gastralen Epithel zu iiberexprimieren, beniitzten wir eine TffZ2-BAC-
Cre line (Dubeykovskaya et al., 2016). Diese Tff2-Cre; R26-Ngf Mause exprimierten hohe Spiegel
an NGF im gastralen Epithel, was zu einer gestorten glanduldren Architektur und vermehrten
Stromazellen innerhalb der Lamina propria fiihrt. IHC bestatigte, dass diese Stromazellen sowohl
adrenerge (TH*) als auch cholinerge (VAChT+) Nerven und Glia Zellen sind, die DCLK1
exprimieren. Die Expansion von stromalen Nerven in NGF-iiberexprimierenden Mausen konnte
durch die Behandlung mit dem Trk-Inhibitor PLX-7486 (PLX) unterdriickt werden, obwohl die

Nerven nach Absetzen der Medikation wieder ziigig reexpandierten.

In erwachsenen Dclk1-CreERT; R26-mTmG Méuse, die mit Tamoxifen behandelt wurden, zeigten
sich GFP+ Nerven zunichst in der Nahe der gastralen Driisenbasis. Nach einem Jahr jedoch
expandierten diese rekombinierten Zellen allmahlich in Richtung der Spitze der Driise, was ein
zeitabhangiges axonales Wachstum und/oder Nervenumsatz unter normalen homdostatischen
Bedingungen, wie bereits von anderen gezeigt, nahelegt (Kabouridis et al., 2015). PLX Applikation
unterdriickte dieses stromale lineage tracing in Dclk1-CreERT; R26-mTmG Mdausen, was eine
Bedeutung von NGF im stromalen Remodeling nahelegt. In Ubereinstimmung mit dieser
Beobachtung war in MNU behandelten Dclk1-CreERT; R26-mTmG Mausen, die hohe Levels an NGF
exprimieren, ein ausgepragteres stromales lineage tracing zu beobachten. Um diese Beziehungen
weiter zu untersuchen, co-kultivierten wir sortierte Epcam*Dclk1l* Neurone mit gastralen
Oragnoiden aus WT oder Tff2-Cre; R26-NGF Mausen. Wahrend kultivierte Neuronen selten
neuronales Auswachsen zeigen, induzierte die Co-Kultivierung mit WT Organoiden oder NGF-
liberexprimierenden Organoiden das Auswachsen signifikant. Dies spiegelt das in vivo NGF

abhingige axonale Wachstum der Dclk1+ Neurone wider.
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11.4.1.4 ACh/CHRMS3 Signalwege regulieren die mukése Proliferation und die klonale
Stammzellexpansion

Um die Rolle der muskarinergen Signale in diesem Prozess zu untersuchen, beniitzten wir Tff2-

Cre; Chrm3flox/flox Mause, in denen das Chrm3 Gen konditionell im Magenepithel abladiert wird. Der

Verlust des epithelialen CHRM3 resultiert in einer verringerten Proliferation nach MNU-

induzierter Epithel Verletzung, wahrend es keine Unterschiede unter normalen Bedingungen gab.

Durch die Generierung einer Lgr5-CreERT; RZ6-Confetti Maus mit oder ohne Chrm3flox/flox
Transgen war es moglich, die Effekte der CHRM3 Signaltransduktion zu untersuchen. Wie bereits
beschrieben (Leushacke, Ng, Galle, Loeffler, & Barker, 2013), war ein lineage tracing von multiplen
Lgr5+ Zellen in jeder Driise zu beobachten. Einige Driisen zeigten alle 4 unterschiedlichen
fluoreszierenden Reporter. Nach 2 Monaten allerdings konsolidierten die meisten Driisen zu einer
einzigen Farbe (,neutral drift”). Diese single-color Konversion war haufiger in MNU-behandelten
als in nicht behandelten Mdusen zu sehen. Diese Beobachtung spricht fiir einen schnellen Verlust
der Progenitorzellen oder ein schnelleres Auftauchen eines dominanten Klons nach MNU
Behandlung. Der Chrm3 Knock out in der Lgr5+ Population unterdriickte die single-color
Konversion. Dementsprechend scheint der CHRM3 die epitheliale Proliferation und die

Stammzellteilung wiahrend der Regeneration zu regulieren.

Im Vergleich zur Kontrolle zeigten Tff2-Cre; R26-NGF Mause eine vermehrte Proliferation im
Magen. Diese Proliferationssteigerung wurde durch den Knock out von Chrm3 aufgehoben. Die
Behandlung mit PLX reduzierte die Nervendichte und das Level der epithelialen Proliferation.
Nach Absetzen von PLX kam es im Magenepithel jedoch wieder zur Hyperproliferation. Diese
Untersuchungen legen dar, dass gastrale ACh/NGF/Trk Signaltransduktionen sowohl fiir das

mukdse Nervenwachstum als auch die epitheliale Proliferation von Bedeutung sind.

1.4.1.5 Das Initiieren der ACh -NGF Achse ist zur Entwicklung des Magenkarzinoms ausreichend

Mit 18 Monaten entwickelten Tff2-Cre; R26-NGF Mause grofie gastrale Tumoren mit

intramukosen Adenokarzinomen. Diese NGF vermittelten Effekte konnten durch den Knock out
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von Chrm3 im Magenepithel abgemildert werden. Die Uberexpression von Ngf in den Tff2-Cre;
R26-NGF Mausen beschleunigte signifikant das Tumorwachstum und die Invasion nach MNU
Gabe. Ein Knock out von Chrm3 im Magenepithel blockierte die MNU abhingige
Tumorentwicklung in Anwesenheit einer Ngf Uberexpression.

Die Ablation von ACh produzierenden Dclk1+ Tuft-Zellen im MNU Modell durch die Behandlung
von Dclk1-CreERT; R26-DTR Madusen mit Dipheteria Toxin unterdriickte ebenfalls die
Tumorentwicklung mit einer Reduktion der NGF Expression und Innervation. Die Behandlung mit
PLX verhinderte das MNU induzierte Tumorwachstum sowohl in WT als auch in Ngf-
iiberexprimierenden Mausen und reduzierte die peritumorale Nervendichte, CD44 Zellexpansion

und nukleare Translokation von beta-Catenin.

Wir untersuchten die Effekte der NGF Inhibition auch in einem allogenen
Tumormodeltransplantationsmodel. Kras, Apc, und Tp53-mutierte Magendriisen wurden aus
Tamoxifen behandelten Lgr5-CreERT; LSL-Krast12D;LSL-p53R172H/+; Apcfiex/flox Mausen isoliert und
als Tumororganoide kultiviert. Diese Organoide wurden dann in immundefiziente NOD-SCID
Mause implantiert. Die Tiere wurden mit Placebo oder PLX behandelt, Nach 3 Wochen war die
Tumorgrofde durch die Trk-Inhibition signifikant kleiner und die peritumorale Nervenexpansion
war unterdriickt. Zusammengefasst wird durch diese Experimente eine zentrale Rolle fiir
NGF/Trk Signaltransduktion in der Initiierung und Progression des Magenkarzinoms, welche

durch die cholinerge Nische vermittelt wird, vorgeschlagen.

1.4.1.6 CHRMS3 Signaltransduktion reguliert Apc-abhédingiges Tumorwachstum durch YAP
Aktivierung

Kiirzlich haben wir beschrieben, dass Mistl* Stammzellen im proximalen Magen als Krebs

initiierende Zellen (CIC) dienen konnen (Hayakawa et al.,, 2015). Obwohl die Deletion des Apc-

Gens (Mist1-CreERT; Apcfiox/flox) nicht ausreichend ist, um Tumoren im proximalen Magen zu

induzieren, entwickelten diese Tiere interessanterweise makroskopische Tumore im

Magenantrum. Um die Rolle der Signaltransduktion des CHRM3 im Apc/beta-Catenin abhdngigen
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Tumorwachstum zu untersuchen, generierten wir Mist1-CreERT; Apcfiex/floxChrm3fiox/flex Mause.
Hier fanden wir eine nahezu vollstindige Unterdriickung der Tumorentwicklung in homozygoten
Chrm3-knock out Mausen. Die NGF Expression und die Nervendichte waren in Apc und Chrm3
doppelten knock out Mausen signifikant reduziert, was fiir eine Rolle der cholinergen
Signaltransduktion in der NGF-vermittelten Innervation spricht. IHC Analysen zeigten eine starke
nukledre Akkumulation von beta-Catenin sowohl in Chrm3-WT als auch Chrm3-null Magen. Daher
scheint der Knock out des CHRM3 das Tumorwachstum unterhalb der nukledren beta-Catenin
Translokation, moglicherweise durch Inhibierung der transkriptionalen TCF Aktivitat, zu

unterdriicken.

YAP moduliert die Wnt/ beta-Catenin Signaltransduktion als ein transkriptioneller Co-Aktivator
und ist notwendig fiir intestinales Tumorwachstum nach dem Verlust von Apc (Azzolin et al,,
2014). Wahrend YAP nur sehr niedrig in normalem Magenepithel oder kultivierten Oganoiden
exprimiert war, beobachteten wir eine héhere Expression in dysplastischem Gewebe oder

Organoiden nach Apc Deletion, nicht jedoch in der Magenschleimhaut von Chrm3 null Mausen.

Die Wnt Targetgene Sox9 und CD44 waren auch stark exprimiert in Chrm3-WT, nukledren beta-
Catenin* Zellen, aber nicht in Chrm3-null/beta-Catenin* Zellen. Der Vergleich der Microarray
Daten (GEO: GSE30295) (Zhao et al,, 2014) zeigte eine niedrige Expression von YAP assoziierten
Genen mit einer Hochregulierung von inhibitorischen YAP Genen in den vagotomierten
Magenanteilen von INS-GAS Mausen. Diese Ergebnisse implizieren, dass durch die Inhibition der
ACh-Signaltransduktion, als Folge der Vagotomie, die YAP Aktivitat in diesem Model gehemmt
wird. Der CHRM3 Signalweg konnte daher das Tumorwachstum durch die Kontrolle der YAP

Aktivitat regulieren.

Der CHRM3, ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (GPCR), koppelt selektiv zu G-Proteinen der
Gq/11 Familie. In der Vergangenheit wurde bereits vorgeschlagen, dass GPCRs die YAP Aktivitat

durch die grofsen Tumorsuppressor Kinasen kontrollieren konnten (Yu et al., 2012).,
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In der TMK1 Magenkarzinom Zelllinie, die CHRM3 exprimiert, fiihrte die Behandlung mit
Carbachol zu einem reduziertem Level an phosphoryliertem YAP, bei gleichen Spiegeln von
Gesamt-YAP. In dhnlicher Weise fiihrte die Carbachol Behandlung in Apc-deletierten gastralen
Organoiden zu reduzierten Leveln von phosphoryliertem YAP. Die Behandlung mit dem Gq/11-
spezifischen Inhibitor YM254890 wiederum blockierte die YAP Phosphorylierung nach Carbachol
Behandlung. Dies impliziert, dass cholinerge Stimulation YAP tatsachlich durch ein Protein aus

der Gg/11 Familie dephosphoryliert.

Im nachsten Schritt transfizierten wir ein humanes Chrm3 Gen-Expressionskonstrukt in die
Chrm3 negative AGS Zelllinie. Die Uberexpression von Chrm3 fiihrte Gq-abhingig zu niedrigeren
Spiegeln an phosphoryliertem YAP. YAP Zielgene inklusive AREG, BIRC5, und BCLZL1 waren
signifikant durch die Chrm3 Uberexpression hochreguliert. In Ubereinstimmung mit den murinen
Daten fiihrt die Carbachol Behandlung und die Chrm3 Uberexpression zur Hochregulierung der

NGF Expression in humanen Krebszellen.

Die Farbung von 36 humanen Magenkarzinomen mit einem NGF Antikérper zeigte, dass NGF in
63,9% moderat und in 5,6% der Tumore stark exprimiert war, wiahrend NGF oder YAP in nicht-
dysplastischen Magenanteilen nicht exprimiert war. Es zeigte sich auch eine signifikante
Korrelation zwischen YAP Immunoreaktivitit und NGF oder ChAT Immunoreaktivitit. Des
Weitern evaluierten wir die NGF und YAP Expression in weiteren 97 human Magenkarzinomen
und korreliertem die Expression mit klinischen und histopathologischen Daten. In dieser zweiten
Kohorte war NGF in 53,6% der Falle exprimiert. Die NGF Expression war signifikant assoziiert mit
einem hoheren Tumorstadium (adjustierte odds ratio [AOR] von 4.57) und die Expression war
evidenter in Karzinomen sowohl vom intestinalen Typ als im diffusen Typ. YAP Expression war
auch signifikant assoziiert mit dem Tumorstadium (AOR von 5.71) und einem héheren Risiko an
Lymphknotenmetastasen (AOR von 6.55). Zusammengefasst unterstiitzen diese Daten die
Signifikanz der NGF-ACh-YAP Achse in humanen Magenkarzinomen, insbesondere in

fortgeschrittenen Tumoren vom intestinalen Typ.
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Il Zusammenfassung

In der Vergangenheit konnte zunehmend Evidenz fiir eine Schliisselrolle des autonomen
Nervensystems in der Tumorentwicklung generiert werden (Chen & Ayala, 2018; Monje, 2017).
In den hier zitierten Arbeiten konnten fiir das sympathische und das parasympathische
Nervensystem gegensitzliche Funktionen in der Entstehung und Progression des PDAC
herausgearbeitet werden. So wurde gezeigt, dass Katecholamine die ADRB2-abhangige PDAC
Entwicklung, die Nervenwachstumsfaktor (NGF) Sekretion und die innerpankreatische neuronale
Dichte steigern. Des Weiteren beschleunigt pankreatische NGF-Uberexpression die
Tumorentwicklung in LSL-Kras*/612D; Pdx1-Cre (KC) Mausen. ADRB2 Blockade zusammen mit
Gemcitabine unterdriickt die NGF Expression, die intratumorale Nervendichte und verlangert das
Uberleben von LSL- Kras+/6120;LSL-Trp53+/R172H;Pdx1-Cre (KPC) Mausen. Die Therapie mit einem
Trk Inhibitor in Kombination mit Gemcitabine fiihrte ebenfalls zu einem verldngerten
Gesamtiiberleben in KPC Mausen. Die Analyse einer PDAC Patientenkohorte zeigt eine Korrelation
zwischen brain-derived neurotrophic factor (BDNF) Expression, neuronaler Dichte und besserem
Uberleben von Patienten mit nicht-selektiven Betablockern. Diese Ergebnisse implizieren eine
Vorwartsschleife, wobei die Hochregulierung von Neurotrophinen die sympathische Innervation

erhoht und dadurch zu einer Akkumulation von Noradrenalin fiihrt.

Auf der anderen Seite konnte fiir den Parasympathikus gezeigt werden, dass die
subdiaphragmatische Vagotomie in KC Mausen die PDAC Entwicklung beschleunigt. Im Gegensatz
dazu supprimierte die systemische Applikation eines muskarinergen Agonisten (Bethanechol) die
Effekte der Vagotomie. In KPC Mausen mit bereits etablierten PDAC wurde durch die Behandlung
mit Bethanechol das Gesamtiiberleben der KPC Mause signifikant verldngert. Diese Effekte
wurden teilweise durch den cholinergen muskarinergen Rezeptor 1 (CHRM1) vermittelt. Dieser
wiederum inhibierte die nachgeschalteten MAPK/EGFR und PI3K/AKT Signalwege in PDAC
Zellen. Vermehrte cholinerge Aktivitit hatte einen supprimierenden Effekt auf das

Krebsstammzellkompartiment (CSC), die CD11b* myeloiden Zellen, den systemischen TNF-«
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Spiegel und das metastatische Wachstum in der Leber. Aus diesen Griinden legen diese Daten
nahe, dass cholinerge Signalwege direkt und indirekt das Wachstum von PDAC Zellen
unterdriicken. Therapeutische Modalititen, die muskarinerge Rezeptoren stimulieren oder die
ADRB2 und/oder den NGF-BDNF/Trk Signalwege blockieren, konnten sich in der Behandlung des

PDAC daher als niitzlich erweisen (Renz, Takahashi, et al., 2018a; Renz, Tanaka, et al., 2018b).

Im Magenkarzinom konnte fiir die Funktion des N. vagus eine gegensatzliche Funktion aufgezeigt
werden. Die Untersuchungen arbeiten die zentrale Rolle der Innervation wahrend aller Stadien
der gastralen Tumorigenese heraus. In drei unabhdngigen Mausmodellen des Magenkarzinoms
fiihrte die chirurgische oder pharmakologische Denervation des Magens (bilaterale oder
unilaterale Vagotomie oder Injektion von Botulinum Toxin A) zu einer signifikant geringeren
Tumorinzidenz und Unterdriickung der Progression in den denervierten Arealen des Magens. Die
Vagotomie oder die Botox Behandlung verstarkten aufierdem die therapeutischen Effekte der
systemischen Chemotherapie und verldngerten dadurch das Gesamtiiberleben. Die Suppression
der Tumorigenese, welche durch die Denervation induziert wurde, war assoziiert mit der
Inhibierung des Wnt Signalwegs und mit einer Hemmung der Expansion des
Stammzellkompartiments. Des Weiteren unterdriickte die pharmakologische Inhibition oder der
genetische knockout des muskarinergen Acetylcholin M3 Rezeptors (CHRM3) die gastrale
Tumorigenese. In Magenkarzinompatienten korrelierte das Tumorstadium mit der neuronalen
Dichte und aktivierter Wnt Signaltransduktion. Zusammengefasst legt dieser Teil der Arbeiten
dar, wie die vagale Innervation des Magens durch CHRM3 vermittelte Wnt Signaltransduktion in

den Stammzellen zur gastralen Tumorigenese beitrdgt (Zhao et al.,, 2014).

In einer weiteren Arbeit konnte eine Co-Expression von DCLK1 und ChAT sowohl in Tuft-Zellen
als auch in Nerven des Magens und des Darm gezeigt werden. Innerhalb der gastrointestinalen
Stammzellnische scheinen sie teilweise sowohl im normalen als auch neoplastischen Gewebe die
Stammzell-Dynamik zu regulieren. In diesen Arbeiten konnten wir einen zugrunde liegenden

Mechanismus dieser Tumorzell-Nerv-Interaktion darlegen. Es konnte dargestellt werden, dass
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DCLK1+-Tuft-Zellen und Nerven als die Hauptresource von ACh innerhalb der Magenschleimhaut
anzusehen sind. Cholinerge Stimulation des gastralen Epithels induzierte NGF Expression und
NGF Uberexpression innerhalb des Magenepithels wiederum fithrte zu einer Expansion der
enterischen Nerven und beschleunigte die Karzinogense. Die genetische Ablation von DCLK1+-
Zellen oder die Blockierung des NGF/Trk Signalwegs unterdriickte CHRM3-abhingig die
epitheliale Tumorigenese. Partiell geschah das durch Inhibierung der Funktion des YAP Proteins.
Diese ACh-CHRM3-NGF-YAP Achse aktiviert die Magenkarzinom Nische und bietet eine
interessante Zielstruktur zur Therapie und Pravention dieser Erkrankung (Hayakawa et al,

2017).
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