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1 Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Uberlebensraten

Mit einer Inzidenz von 19.020 Fallen in Deutschland, was einen relativen Anteil von
3,9% aller Krebserkrankungen ausmacht, ist das Pankreaskarzinom ein maligner
Tumor, der relativ selten, aber mit steigender Tendenz auftritt.! Die meisten
Pankreaskarzinome sind duktale Adenokarzinome, also Karzinome des exokrinen
Pankreas.?? Die 5-Jahres-Uberlebensrate des Pankreaskarzinoms liegt bei 5-10% und
hat sich trotz erheblicher Fortschritte und Entwicklungen in der Krebsforschung und
Krebstherapie in den letzten Jahren kaum verandert.>* Dies liegt zum einen an der
Heterogenitdt und dem umgebenden Stroma des Tumors, welche eine effektive
Chemotherapie verhindern, zum anderen aber auch an der frihzeitigen, oft
pradiagnostischen Metastasierung.* Der einzige kurative Behandlungsansatz besteht
in der vollstandigen Resektion (R0O) des Tumors. Auch hier ist die Erfolgsrate aber
relativ gering.® Sollte der Tumor bereits Metastasen gebildet haben oder aufgrund

seiner Ausdehnung inoperabel sein, werden die Patienten palliativ betreut.

1.1.2 Atiologie und Klinik

Als mogliche Ursachen und Risikofaktoren fir Genese sowie Progression des
Pankreaskarzinoms werden Rauchen, Alkoholmissbrauch, Ubergewicht oder eine
Pankreatitis genannt.5® Auch die genetische Disposition im Sinne einer hereditaren
Pankreatitis, eines familiar begrindeten Pankreaskarzinoms oder beispielsweise des
Peutz-Jeghers-Syndroms konnten ursachlich an der Tumorgenese beteiligt sein.®0
Das Pankreaskarzinom tritt Uberwiegend im fortgeschrittenen Alter von 60 bis 80
Jahren sowie beim mannlichen Geschlecht auf, wobei in der Mehrzahl aller Falle der
Kopfbereich der Bauchspeicheldriise befallen ist.111? In Uber 90% der Falle von
Pankreaskarzinomen werden somatische Mutationen im KRAS-Gen beobachtet.
Mutierte Azinarzellen metaplasieren zu einem proliferativen Zelltyp, der als Initiator die
Entstehung einer nicht-invasiven, neoplastischen Lasion, einer PanIN, begunstigt und

in Folge dessen die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms fordert.*3
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Abbildung 1

Die Entwicklungsstufen der PanIN-L&sion

Die Abbildung stellt die histologische, dreistufige Entwicklung des Epithels des Pankreas wahrend der
Genese der PanIN-Léasion dar. Diese gilt als Vorlauferlasion des Pankreaskarzinoms und steht in
Verbindung mit den fur das Karzinom typischen Mutationen.

Adaptiert aus Schneider, Siveke, Eckel & Schmid 200513

Wie in Abbildung 1 dargestellt, charakterisieren drei Stufen die morphologische

Entwicklung der PanIN-Lasion.

Die erste Stufe entwickelt sich in zwei Schritten, in denen es zuné&chst zu einem
Langenwachstum der Epithelzellen kommt, wobei das zuvor flache Epithel papillare
Strukturen ausbildet. Angetrieben durch weitere, in dieser frihen Phase auftretende
Mutationen wie beispielsweise einer CDKN2A-Mutation kommt es zu Anomalitaten in
der Morphologie der Zellkerne, die nunmehr nicht mehr basal in den Epithelzellen
lokalisiert sind. In der finalen Stufe der PanIN-L&sion entwickelt sich das vormals
einschichtige Epithel zu einem mehrschichtigen Epithel, verbunden mit Abspaltungen
von Zellen in das Lumen, Nekrosen und pathologischem Mitoseverhalten. Wichtige
Mutationen, die diesen letzten Schritt fordern, sind genetische Verdnderungen der
Tumorsuppressorproteine p53 (TP53) sowie SMAD4.141> Trotz einer meist schnellen
und aggressiven Progression der PanIN-Lasion hin zum metastasierenden
Pankreaskarzinom, bleiben spezifische klinische Symptome und Beschwerden aus
oder treten erst spat und bei bereits eingetretener Metastasierung auf.'® Ein weiteres
diagnostisches wie auch prognostisches Indiz fir die Metastasierung des
Pankreaskarzinoms ist das Auftreten einer tiefen Beinvenenthrombose bzw. einer
venosen Thromboembolie, insbesondere bei alteren Patienten mit unauffalliger
Anamnese. Das Vorhandensein von Thromboembolien sollte bei Verdacht auf ein
Pankreaskarzinom immer abgeklart werden.'® Das Phanomen der tumorassoziierten

Thromboembolien ist auch als Trousseau-Syndrom bekannt.’



1.2 Metastasierungswege und -arten des Pankreaskarzinoms

1.2.1 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Das Pankreaskarzinom bildet frihzeitig Metastasen, wobei sowohl lymphogene als
auch hamatogene Ubertragungswege beobachtet werden. Primar ist die Leber
betroffen. Es finden sich jedoch auch Metastasen in Lunge, Knochenmark und

Gehirn.12

Die hadmatogene Metastasierung spielt im Rahmen der Fernmetastasierung die
wichtigste Rolle.’®* Zu Beginn des Metastasierungsprozesses andern die
Karzinomzellen des Primartumors ihren Phanotyp. Hierbei machen sich die
Karzinomzellen einen Mechanismus zunutze, der urspriinglich der Embryogenese
dient: Sie wandeln sich von einem epithelialen in einen mesenchymalen Zelltyp
(Abbildung 2), welcher durch seine erhohte Motilitéat, Invasivitdit und sein
Entartungspotential hervorsticht.!® Diese Eigenschaften gehen Hand in Hand mit dem
vorubergehenden Verlust der Tumorstammezelleigenschaften und damit der Fahigkeit,
in den vom Primartumor entfernten Geweben und Organen eine metastatische Kolonie

zu bilden.1®

Free energy

Epithelial Cell state Mesenchymal
Abbildung 2

Veranderungen im Energielevel der Tumorzellen wahrend einer EMT

Die Transition der Karzinomzellen von einem epithelialen (rot) zu einem mesenchymalen (blau)
Zelltyp ermdéglicht es den Zellen durch eine Erhéhung der freien Energie die Tight Junctions zu
durchbrechen. Dies fihrt zudem zu einer Veréanderung der Zellmorphologie. Die Tumorzelle verliert
ihre rechteckige Form mit dem basal verankerten Zellkern und nimmt eine beinahe
stromlinienférmige Gestalt an.

Adaptiert aus Lambert, Pattabiraman & Weinberg 201717

Es wurde beobachtet, dass die Tumorzellen oftmals in einer Art Zwischenstadium der
Transition verharren und sich somit Eigenschaften beider Zelltypen erhalten. Auch
eine Rickwandlung einer mesenchymalen zu einer epithelialen Zellart ist méglich und

zeigt die hohe Anpassungsfahigkeit der malignen Zellen an.?0:21

1.2.2 Migration der Tumorzellen in metastatische Organe
Nachdem die Karzinomzellen durch die neu erworbenen Migrationseigenschaften

entweder als singulare Zellen oder als Zellcluster aus dem Pankreasgewebe in ein

8



Blutgefal? intravasiert sind, werden sie vom Blutstrom in die Mikrovaskulation der
metastatischen Organe transportiert. Dabei zeigt sich, dass Tumorzellcluster einen
Vorteil sowohl im Uberleben als auch in der Bildung einer metastatischen Kolonie
gegenuber den singularen Zellen aufweisen. Inwiefern die Aggregation zu Clustern
den Tumorzellen zum Vorteil gereicht, ist zum aktuellen Zeitpunkt noch Gegenstand

der Forschung.?>23

1.2.3 Immune Escape
Um die Passage durch den Blutstrom unbeschadet zu tberstehen, machen sich die
Karzinomzellen durch Interaktionen mit immunsupprimierenden Zellen die

Mechanismen des menschlichen Immunsystems zunutze (Abbildung 3).2*

TEM

VEGF
extravasation
metastasis-assocated {survival

macrophage (MAM)

Abbildung 3

Das Verhalten zirkulierender Tumorzellen im Zusammenspiel mit dem intravasalen
Immunsystem

Nach der Intravasation als singuléare Zellen oder als Zellcluster versuchen die Tumorzellen sich durch
Interaktionen mit anderen Zellen der Blutzirkulation vor dem Angriff durch z.B. zytotoxische NK-Zellen
zu schitzen, um die Passage zum Zielorgan der Metastasierung unbeschadet zu Uiberstehen.
Adaptiert aus Lambert, Pattabiraman & Weinberg 201717

So schitzen sich die Tumorzellen nicht nur vor Immunzellen wie beispielsweise den
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), die die zirkulierenden Tumorzellen attackieren
und eliminieren kbnnen, sondern auch vor physikalischen Kraften und Substratverlust,
die mit dem Ubergang in die Blutzirkulation einhergehen.825 Zu den Mechanismen
des tumorinduzierten Immune Escape zahlen die Interaktion, Bindung und Aktivierung
von Thrombozyten sowie die Aktivierung Neutrophiler Granulozyten, um NK-Zellen in
ihrer zytoxischen Aktivitat zu hemmen und den physikalischen Kraften des Blutstromes

zu entfliehen.’® Am Ort der Metastasierung interagieren die Tumorzellen unter

9



anderem mit Monozyten mit dem Ziel, die Extravasation und die Bildung einer

prametastatischen Nische zu erleichtern.®

1.2.3.1 Korrelation zwischen Tumor- und NK-Zellen

Als Bestandteil der zellularen Komponente des Immunsystems spielen die NK-Zellen
besonders in der initialen Phase der Immunantwort eine tragende Rolle in der
Erkennung und Lyse von malignen Zellen. Die aktivierten NK-Zellen setzen Perforin
sowie Granzyme frei und induzieren so eine Apoptose der Zielzelle.?®?” Zudem
schreibt man ihnen auch eine immunregulatorische Funktion durch die Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen zu.?® Im Zusammenhang mit malignen Zellen kénnen aktivierte
NK-Zellen die Liganden FAS und TRAIL an ihrer Zellmembran exprimieren, welche an
Tumorzellen binden und sie mittels der Aktivierung der Caspase-Kaskade
eliminieren.?®3 Im Gegenzug konnen Tumorzellen und rekrutierte supprimierende
Immunzellen wie beispielsweise regulierende T-Zellen die zytotoxische Aktivitat der

NK-Zellen inhibieren und dadurch den Tumorzellen zum Immune Escape verhelfen.3?

1.2.3.1 Interaktion der Tumorzellen mit Thrombozyten

Mittels Expression von Tissue Faktor (TF) kdnnen zirkulierende Tumorzellen die lokale
Fibrinbildung induzieren und dadurch mit Thrombozyten interagieren. Die wahrend
dieses Prozesses aktivierten Blutplattchen vernetzen sich und bilden eine Art
Schutzschild um die Tumorzelle. Zudem setzen Thrombozyten u.a. den
transformierenden Wachstumsfaktor $ (TGF-B) frei und verhindern somit nicht nur,
dass die NK-Zelle die Tumorzelle als solche erkennt, sondern unterdriicken auch die
Zytoxitat der NK-Zellen.32-34 Des weiteren fordern Thrombozyten Gber TGF-$ die EMT
von Karzinomzellen, indem sie die urspringlich vom Stroma ausgehenden Signale
ersetzen.®® Daneben tragt die Aktivierung der Thrombozyten zu Koagulations-
Dysregulationen bei, wie z.B. die Bildung von Mikrothromben und von venésen

Thromboembolien.38

1.2.3.2 Subpopulationen der Monozyten und ihre immunregulatorischen
Eigenschaften bei Tumoren

Klassische Monozyten, nicht-klassische Monozyten und zu Makrophagen

differenzierte Monozyten stellen Subpopulationen bzw. Folgezellen der Monozyten

dar. Sie spielen nicht nur eine tragende Rolle in der Immunantwort bei Entztindungen,

sondern auch bei Wachstum, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen. Sie

10



unterscheiden sich nicht nur durch ihren Wirkungsort, sondern auch durch ihre pro-

bzw. antimetastatischen Eigenschaften.

Den Hauptanteil der zirkulierenden Monozyten bilden die klassischen,
inflammatorischen Monozyten (Ly6C*, CX3CR1°).3"38 Diese sind im Maussystem
Ly6C™, aber Ly6G-, wodurch sie sich von Neutrophilen, die Ly6G™* sind, unterscheiden
lassen.3® Wahrend eines tumordsen Geschehens werden die klassischen Monozyten
u.a. tber die CCL2-CCR2-Achse aus dem Knochenmark sowohl zu dem Primartumor
als auch zu der prametastatischen Leber rekrutiert und férdern dort Wachstum und
Metastasierung des Pankreaskarzinoms.*® Als tumorassoziierte Makrophagen
infiltrieren Monozyten das den Primartumor umgebende Stroma und entfalten dort eine
immunsupprimierende, angiogenetische Wirkung, die die Expansion und Invasion des
Tumors in das umgebende Gewebe sowie in die Blutgefale fordert.134142  Sje sind
zudem in der Lage, die Infiltration und zytotoxische Aktivitat von CD8" T-Zellen gegen
den Primartumor zu unterbinden.#3-46 Auch am Ort der Fernmetastasierung werden
Monozyten rekrutiert und differenziert, um als sogenannte metastasenassoziierte
Makrophagen ein pro-metastatisches Milieu zu schaffen und so die Entwicklung einer

metastatischen Kolonie zu erleichtern und zu férdern.4’

Myeloiden Suppressorzellen (MDSC) werden aufgrund ihrer immunsupprimierenden
Eigenschaften und ihrem maéglichen Beitrag zur Bildung einer pra-metastatischen
Nische ebenfalls eine prometastatische Wirkung zugeschrieben.#! Da diese
Vorlauferzellen nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind, sollen sie hier nur der

Vollstandigkeit halber erwahnt werden.

Im Gegensatz zu den klassischen Monozyten (Ly6C*, CX3CR1’) wird den nicht-
klassischen, patrouillierenden (Ly6C-, CX3CR1*) Monozyten eine anti-metastatische
Wirkweise zugesprochen. Sie wurden zunéchst im Zusammenhang mit Infektionen
entdeckt, spielen aber erwiesenermal3en auch im tumorésen und metastatischen
Geschehen eine nicht vernachlassigbare Rolle. Im Falle einer Entzindung gelangen
nicht-klassische Monozyten mit dem Blutstrom zum Entzindungsherd, wo sie der
Beseitigung von Fremdkorpern sowie des Detritus dienen.*®-52 Ein entsprechendes
Verhalten konnte auch bei metastasierenden Tumorzellen nachgewiesen werden. Die
patrouillierenden Monozyten werden demnach zunachst an den Ort der
Metastasierung angelockt und nehmen dort Tumormaterial auf. Sie sind im Gegensatz
zu den NK-Zellen und CD8* T-Zellen nicht fahig, die malignen Zellen direkt zu toten,
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locken jedoch durch die Freisetzung von Chemokinen wie CCL3, CCL4 und CCL5 NK-

Zellen an und entfalten so u.a. ihre anti-metastatische Funktion.>1:53

Kupfferzellen bilden mit einem Anteil von 80-90% die Majoritat der Makrophagen im
menschlichen Koérper. Dabei handelt es sich um sessile Makrophagen der Leber, die
im Lumen der Sinusoide endothelstandig angesiedelt sind.>* Im Rahmen der
Metastasierung eines Pankreaskarzinoms spielen Kupfferzellen eine als bedeutend
einzuordnende Rolle. Sie wirken u.a. prometastatisch tber die Interaktion mit Tumor-
Exosomen, von Tumorzellen freigesetzte extrazellulare Vesikel mit einem
Durchmesser <150um. Dies wird ermdglicht durch die TGFB- sowie Fibronektin-
gesteuerte Aktivierung hepatischer Sternzellen, welche wiederum nicht nur
chemotaktisch wirkt, sondern auch zu einer Fibrosierung des Lebergewebes fiihrt.55-
57 Die Fibrose erleichtert den ankommenden Tumor- wie auch den Immunzellen die
Arretierung und Extravasation.®® Unterstitzt werden die Kupfferzellen durch die aus
dem Knochenmark rekrutierten klassischen Monozyten, die durch die Abgabe von
Granulin die Sternzellen zusatzlich aktivieren und so eine zunehmende Fibrosierung

der prametastatischen Nische férdern.56:59

1.2.3.3 Neutrophile Granulozyten und ihr Beitrag zur Metastasierung von
Karzinomen
Neutrophile Granulozyten (Ly6C*, Ly6G*) sind Zellen des angeborenen
Immunsystems, die sich aus myeloischen Vorlauferzellen entwickeln und zu den
Leukozyten gezahlt werden. Als Effektorzelle in der initialen Phase der Immunabwehr
beinhaltet ihr Zytosol Granula, die u.a. mit Proteasen und reaktiven Sauerstoffspezies
angereichert sind.®® Ihre Immuneigenschaften wie Exozytose der Granula,
Phagozytose und NETose spielen nicht nur bei Infektionen, sondern auch in
tumordsen Geschehen eine wichtige, teils noch nicht vollstandig erforschte Rolle. Es
gibt kontroverse Ergebnisse und Diskussionen Uber die Art des Beitrags von
Neutrophilen zum Tumorwachstum und zur Tumormetastasierung. Diese
widerspriichlichen Beobachtungen sind vermutlich abhangig von der Art des
Karzinoms. Im Fall des Pankreaskarzinoms scheinen die Neutrophilen eine
tumorférdernde Wirkung zu besitzen.61.62 Neutrophile, die aus den BlutgefaRen an den
Ort des Primartumors rekrutiert werden, werden als tumorassoziierte Neutrophile

(TANS) bezeichnet. Diese TANs kénnten protumorogen wirken, indem sie, ahnlich den
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tumorassoziierte Monozyten (TAMs), Tumorinitiation sowie -progression und

Angiogenese mittels der Freisetzung diverser Mediatoren fordern.69.63.64

Aktivierte Neutrophile sind zudem in der Lage, neutrophil extracellular traps (NETS) zu
bilden. Diese erleichtern erwiesenermal3en die Progression sowie Metastasierung von
Karzinomen und konnen als prognostischer Marker dienen, zudem kdnnen NETSs
GefaRverschlisse initiieren und fordern.55-6%.70 NETs entstehen durch die Freisetzung
dekondensierter DNS-Faden in Kombination mit Histonen und enzymatischen
Proteinen, wie beispielsweise Elastase, und beféahigen Neutrophile, Pathogene
einzufangen und zu eliminieren. Durch die Anwesenheit von Tumorzellen kénnen die
Neutrophilen aktiviert und so die Bildung der NETs durch NETose induziert werden. In
Folge dessen konnte bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom eine erhohte
Expression von Peptidylarginin Deiminase 4 (PAD4) in TANs nachgewiesen werden —
einem Enzym, welches die NETose fordert.%®’* Hierbei wird posttranslational,
katalysiert durch PAD4, Arginin im Bereich des N-Terminus von Histon H3 in Citrullin
konvertiert. Dies reduziert die positive Ladung des Histons und schwacht dessen
Bindung an die DNS. Infolgedessen dekondensiert die DNS und kann von den
Neutrophilen in den Extrazellularraum abgegeben werden.5%72-74 Mittels DNase |,
einem Enzym, welches an der Spaltung von DNS beteiligt ist, kbnnen NETs abgebaut

werden.”

Es konnten bereits Interaktionen zwischen zirkulierenden Tumorzellen und
Neutrophilen nachgewiesen werden.”7¢ Indem sie die metastasierenden Tumorzellen
einfangen und so den Arrest dieser Zellen in der Mikrozirkulation der Zielorgane
fordern, tragen sie erheblich zu einer erfolgreichen Metastasierung von Karzinomen
bei.”” Ob und inwiefern NETs die Extravasation von metastasierenden
Pankreaskarzinomzellen in der Mikrozirkulation der Leber beeinflussen, ist u.a.

Gegenstand der folgenden Arbeit.

1.2.4 Tumorzellarrest und -extravasation zirkulierender

Pankreaskarzinomzellen

1.2.4.1 Tumorzellarrest mittels tumorinduzierter Fibrinbildung und NETs
Damit ein metastatischer Tumor in der Leber entstehen kann, missen die
zirkulierenden Pankreaskarzinomzellen, die Gber die Pfortader in die Mikrozirkulation
der Leber gelangt sind, zunachst dort arretieren, um in das umliegende Gewebe zu
extravasieren, wo sie sich teilen und ausbreiten. Wie in Kapitel 1.2.3.3 bereits erortert,
13



sind die von Neutrophilen stammenden NETs in der Lage, den Arrest und die
Extravasation zirkulierender Tumorzellen zu fordern. Ergebnisse unserer
Forschungsgruppe haben gezeigt, dass auch die Koagulation mit Fibrinbildung eine
Rolle in der Metastasierung des Pankreaskarzinoms spielt. Es ist bekannt, dass das
Auftreten eines Pankreaskarzinoms in einem engen Zusammenhang mit tiefen
Beinvenenthrombosen und Thromboembolien steht’® — inwieweit die Karzinomzellen
diese Fahigkeit zur Beeinflussung der Hamostase zur Extravasation nutzen kénnen
oder ob die Koagulation dem Wirt als Abwehrmechanismus dient, soll anhand der

folgenden Arbeit analysiert werden.

1.2.4.2 Tumorinduzierte Aktivierung der sekundéaren Hamostase

Die Koagulationskaskade im Zuge der sekundaren Hamostase ist ein komplexer
Vorgang, der nicht nur der Blutstillung und dem Wundverschluss, sondern auch der
Immunabwehr dienlich ist.”? Die Fibrinbildung kann durch zwei Pfade, den
extrinsischen und den intrinsischen, initiilert werden. Beide Pfade konvergieren in der
Aktivierung des Faktors X, woraus die Bildung und Vernetzung des Fibrins resultiert.8°
Pankreaskarzinomzellen tragen prokoagulatorische Molekile wie bspw. TF oder
Phosphatidylethanolamin auf ihrer Zellmembran, mit Hilfe derer sie den extrinsischen
Pfad aktivieren.”®8% Jedoch auch der Wirt reagiert auf die zirkulierenden Tumorzellen
mittels Aktivierung der Gerinnungskaskade.”® Somit kommt es in der Mikrozirkulation
der metastatischen Leber zu einer sowohl tumor- als auch wirtsinduzierten
Fibrinbildung.

1.2.4.3 Prametastatische Nische

Unter der prametastatischen Nische versteht man die tumorinduzierte Konditionierung
des Gewebes im Zielorgan der Metastasierung, um die Bildung von Metastasen
vorzubereiten.82 Dies geschieht mutmaRBlich schon in den frilhen Phasen der
Tumorgenese und vor dem Eintritt der Tumorzellen in den Blutstrom.®® Als
Mechanismen zur Schaffung einer prametastatischen Nische werden von den
Tumorzellen in die Blutzirkulation abgegebene extrazellulare Vesikel, durch
Thrombozytenaggregation ausgeloste Thromben sowie chemotaktisch rekrutierte
Immunzellen genannt.5%56 Bei diesen Immunzellen handelt es sich im Besonderen um
metastasenassoziierte Makrophagen, Neutrophile Granulozyten, MDSCs und

Kupfferzellen (siehe 1.2.3).56.83-85
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1.2.4.4 Potentielle Mediatoren der Tumorzellextravasation
Damit die arretierte Tumorzelle aus dem Gefal} in das Gewebe gelangen kann, sind
Mechanismen zur Permeabilisierung der dichten Barriere des Endothels erforderlich.

Daran sind vermutlich verschiedene Mechanismen beteiligt.

Aufgrund der Fibrin- bzw. NETs-Bildung in den Mikrogeféal3en kénnte es zu deren
Verschluss kommen, wodurch das von dem Gefal3 versorgte Gewebeareal hypoxisch
werden koénnte. Im Falle einer Hypoxie ist die Permeabilisation der GefalRe lokal
gesteigert, wodurch die Tumorzelle extravasieren koénnte. Primartumore kénnen
bekannterweise derartige Hypoxien nutzen, um die Metastasierung voranzutreiben.
Zum Nachweis von Hypoxien werden Pimonidazol bzw. Antikorper gegen den durch
Hypoxie induzierten Faktor HIF1la verwendet. Pimonidazol (2-Nitroimidazol) ist ein
Reagenz, welches, nachdem es der Maus intravends injiziert wurde, an Proteine
hypoxischer Gewebsareale bindet.8”:28 HIF1a stellt eine der beiden Untereinheiten des
Transkriptionsfaktors HIF1 dar, welche in hypoxischen Geweben exprimiert wird, um

dem Sauerstoffmangel der Zellen entgegenzuwirken.89:90

Einen weiteren moglichen Mechanismus der Permeabilisierung, den die Tumorzellen
zu ihren Zwecken nutzen kdénnten, kdnnten die Liganden des Thyrosinkinaserezeptors
Tie2 darstellen: Angiopoietinl und Angiopoietin2. Die Angiopoietine gehdren zur
Gruppe der Wachstumsfaktoren und spielen in der Angiogenese und

Permeabilisierung von BlutgefaRen eine bedeutende Rolle.®?

Quiescence — Activation
== Shear stress ! #y Shear stress  ANG2
L,. SN, release
' a0 @ L]
TIEZ o) 63? "g e | N/ 0 P
>N =N
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Abbildung 4

Funktionsweise des Angiopoietin-Tie-Systems

Angiopoietin2 wird in den Weibel-Palade-Kérperchen der Endothelzellen gespeichert.
Subendotheliale glatte Muskelzellen (SMC) schitten Angiopoietinl aus, welches an den
Thyrosinkinaserezeptor Tie2 bindet und so die Stabilitdt des Endothels aufrechterhélt. Die
Aktivierung des Endothels fordert die Sekretion von Angiopoietin2. Dieses bindet als Antagonist an
den Tie-Rezeptor und verdrangt so das Angiopoietinl. Dies fuhrt zu einer erhthten Permeabilitat
des Endothels.

Adaptiert nach Augustin, Youngh Koh, Thurston & Alitalo 20098°
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Wahrend Angiopoietinl durch Bindung und Aktivierung des Tie2-Rezeptors fir die
Stabilisierung der GefaRwand sorgt und die Permeabilitat herabsetzt, erhoht dessen
kompetitiver Antagonist Angiopoietin2 die Permeabilitat von Gefalien, indem es die
Zellverbindungen zwischen den Endothelzellen 16st (Abbildung 4).9%-%4 Zudem fordert
Angiopoietin2 in Kooperation mit den Wachstumsfaktoren VEGF die Angiogenese und
Neovaskularisation bei Primartumoren und unterstitzt so die Tumorprogression und
Tumormetastasierung.®>%3 Angiopoietin2 wird in den Weibel-Palade-Korpern der
Endothelzellen gespeichert und kann bei Bedarf in den Extrazellullarraum abgegeben
werden. Angiopoietinl hingegen wird in perivaskularen Zellen exprimiert.%3° Vor allem
wahrend einer Entzindung oder beim Auftreten eines Tumors wird vermehrt
Angiopoietin2 von aktivierten Endothelzellen ausgeschiittet.®3% Angiopoietin2 fordert
die Apoptose der Endothelzellen, und es kommt zu einer Hypoxie des
Versorgungsgebietes, welche durch die Hochregulierung von VEGF antagonisiert
werden kann. Die Erh6hung der VEGF-Konzentration fuhrt zur Angiogenese und
Neovaskularisation des Tumorstromas.®! Der Tie2-Rezeptor wird vor allem auf
Endothelzellen exprimiert, ist aber auch auf tumorassoziierten Makrophagen zu finden.
Tie2+ Makrophagen konnen die Angiogenese von tumoralen GefalRen sowie die

Metastasierung fordern.%3.97.98

2 Zielsetzung
In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden insbesondere die folgenden
Fragestellungen zum Metastasierungsprozess des Pankreaskarzinoms in der

Mikrozirkulation der Leber untersucht:

- Welche Zellen des angeborenen Immunsystems interagieren mit den arretierten
Pankreaskarzinomzellen?

- Welche Rolle spielen GefalRokklusionen und die daraus moglicherweise
resultierende Hypoxie des Gewebes?

- Inwiefern beeinflussen lokal gebildetes Fibrin und NETs den Arrest und die
Extravasation der Tumorzellen?

- Gibt es Hinweise auf die Beteiligung des Angiopoietin-Tie2-Systems auf die

Extravasation der Tumorzellen?
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Geratschaften und Apparaturen
Produkt Firma

Analysenwaage, LA 214i

VWR International (Radnor, USA)

Biologische Sicherheitswerkbank MSC Advantage

Thermo Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
D)

Elektronische Pipettierhilfe

Integra-Bioscience AG (Biebertal, D)

Inkubator

Binder GmbH (Tuttlingen, D)

Kryostat CM3050

Leica Biosystems AG (Wetzlar, D)

Lichtmikroskop Axiovert 100

Carl Zeiss GmbH (Jena, D)

LSM 510 Meta

Carl Zeiss GmbH (Jena, D)

Magnetrihrer RCT

IKA GmbH & Co. KG (Staufen, D)

Mikropipetten (2,5ul, 10ul, 20ul, 100pul, 200ul,
1000ul)

Eppendorf AG (Hamburg, D)

pH Meter HI221

HANNA instruments (Québec, Canada)

Thromboelastograph ROTEM

ROTEG Dynabyte GmbH

Vortexer

Satorius (Goéttingen, D)

Wasserbad Julabo U3

Julabo Labortechnik GmbH (Allentown, USA)

Zahlkammer Neubauer Improved

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, D)

Zentrifuge (Rotina 22R, 35R)

Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen, D)

3.1.2 Pankreaskarzinomzellreihe

Bezeichnung Herkunft

Ansprechpartner

KPC Pankreaskarzinomzellen der Maus | Dr. Hana Algdl, II. Medizinische Klinik

und Poliklinik, Klinikum rechts der Isar
der TU Minchen

3.1.3 Mausmodelle fur Tierversuche

Gattung

C57BL/6, M/F, 20-35 g, ca. 8-12 Wochen alt

Charles River (Wilmington, USA)

LysM-eGFP

CX3CR1-eGFP
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FXI-/-

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Produkt Firma Katalognummer
500ml Vakuum Filter System | Corning Inc. (New York, USA 431097
(0,22um Polyethersulfon)

DAKO Pen Agilent Dako (Santa Clara, USA) S200230-2
Deckglaser 24 x 50mm Menzel-Glaser

Einwegskalpell, No. 10 Feather

Zellkulturflasche (gerader Hals, | BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA) | 353112
175cm?2)

Zellkulturflasche (gerader Hals, | BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA) | 353107
25cm?)

Multiwell 24 Well BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA) 353226
u-Platte 96 Well Schwarz Ibidi GmbH (Martinsried, D) 89626
Objekttrager SuperFrost plus Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D) 5161155
Pipette (serol, Wattestopf, 10ml) Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D) | CORN4488
Pipette (serol, Wattestopf, 5ml) Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D) CORN4487
Pipettenspitzen Towerpack 100- | Gilson International B.V. (Limburg, D) F167104
1000pl

Pipettenspitzen Towerpack 1-10ul | Gilson International B.V. (Limburg, D) F167101
Pipettenspitzen Towerpack 2-200ul | Gilson International B.V. (Limburg, D) F167103
Reaktionsgefald Safe-Lock (1,5 ml, | Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D) | 5283517
farblos)

Reaktionsgefald Safe-Lock (2 ml, | Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D) 5283518
farblos)

ROTEM Cup und Pin pro Tem Innovations GmbH (Munchen, D) 200011
Safety-Multifly Kanile Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht, D)

Spritzen zweiteilig (5ml) BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA) 309050
Spritzen zweiteilig (10ml) BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA) | 309110
Tissue Tek O.C.T Compound Sakura 1825902828
Zentrifugenrohrchen, Falcon® 15| Thermo  Fisher  Scientific  GmbH | 10773501

ml

(Schwerte, D)
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Zentrifugenrohrchen, Falcon® 50 | Thermo  Fisher  Scientific ~ GmbH | 10788561
mi (Schwerte, D)

3.1.5 Chemikalien und Reagenzien
Produkt Firma Produktnummer
Aceton 99,8%, p.a., ACS, ISO Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 9372.2
Bovine Serum Albumin, heat | Sigma-Aldrich GmbH (Hamburg, D) A7906-100G
shock fraction, pH 7, 98%
Calciumchlorid-Dihydrat 99% Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | HNO4.1
CMTPX (Zell-Tracker, rot) Invitrogen/Thermo Fisher (Waltham, USA) | C34552
CTI (Corn Trypsin Inhibitor) Calbiochem 650345
DMSO (Dimethylsulfoxid) 99,8%, | Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 4720.2
p.a.
DMEM 1g/l Glucose, D-Glucose, | Life Technologies/Thermo Fisher | 31885-023
LGlutamine, Pyruvat-frei (Waltham, USA)
DMEM 4,5¢g/l Glucose, D- | Life Technologies/Thermo Fisher | 41965-039
Glucose, LGlutamine, Pyruvat-frei | (Waltham, USA)
DNase | Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D) | 11284932001
EDTA Sigma-Aldrich GmbH (Hamburg, D) E-9884
(Ethylendiamintetraessigsaure)
Eosin G Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 7089.1
Ethanol vergallt 99,8% Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | K928.3
FBS (Fetal Bovine Serum), | Life Technologies/Thermo Fisher | 10500-064
qualified, heat inactivated (Waltham, USA)
Fentanyl Piramal (0,5mg) Piramal Critical Care GmbH

(Hallbergmoos, D)

Formalin Sigma-Aldrich GmbH (Hamburg, D) F-8775
Freezing Medium Ibidi GmbH (Matrtinsried, D) 80023
Glycerol Calbiochem 356350-1000ML
Hepes 99% Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 9105.4
Isofluran CP (1ml/ml) cp-Pharma (Burgdorf, D) 1214
Kaliumchlorid Merck KGaA (Darmstadt, D) 4936
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Kaliumdihydrogenphosphat, 99%, | Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 3904.1

p.a., ACS

Mayer’s Hematoxylin Science Service GmbH 26381-02

MEM NEAA (100X) PAN Biotech GmbH (Aidenbach, D) P08-32100

Medetomidinhydrochlorid Zoetis

Dorbene vet (Img/ml)

Midazolam (5mg/ml) B. Braun (Melsungen, D) 2007152

Natriumchlorid 99%, PhEur., USP | Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | P029.2

di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 4984.1

Dihydrat, 99,5%, p.a.

Natronlauge mind. 32% Merck KGaA (Darmstadt, D) 5590

Nuclease freies Wasser QIAGEN N.V. (Venlo, Niederlande) 129114

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich GmbH (Hamburg, D) P6148.500G

PBS (phosphat buffered saline) Sigma-Aldrich GmbH (Hamburg, D) D8537

Penicillin/Streptomycin (100X) Life Technologies/Thermo Fisher | 15140-122
(Waltham, USA)

Pimonidazol Hydrochlorid Hypoxyprobe (Burlington, USA) HP10-100mg

Rivaroxaban Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA) | sc-208311

Salzsaure 37%, reinst Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D) | 9277.1

TNC (tri-Natriumcitrat-Dihydrat) Merck KGaA (Darmstadt, D) 1.12005

Trypsin-EDTA Solution (10X)

Sigma-Aldrich GmbH (Hamburg, D)

59418C-100ML

Vitamine (MEM-Vitaminmix 100X)

Merck/Millipore

K0373

3.1.6 Puffer

Ca/Hepes (TEG)

10mM Hepes
100mM CacCl2
ddH20
pH 7,4

PBS (Phosphate Buffered Saline)

8g NacCl

0,29 KH2HPO4 * 2H20
0,2g KClI

1L ddH20

pH 7,4
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TNC (tri-Natrium-Citrat zur Blutabnahme)

3,68g TNC
100ml ddH20
Steril gefiltert

3.1.7 Antikdrper

Produkt Firma Produktnummer

Anti-Angiopoietinl Abcam (Cambridge, GB) Ab8451

Anti-Angiopoietin2 Abcam (Cambridge, GB) Ab8452

Anti-Biotin FITC Milteny Biotec (Bergisch Gladbach, D) 130-090-857

Anti-CD45 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) MCA1031GA

Anti-CX3CR1 Bioss antibodies (Woburn, USA) bs-1728R

Anti-CX3CR1 Novus Biologicals (Centennial, USA) NBP1-76949

Anti-F4/80 Biolegend (San Diego, USA) 123102

Anti-H2A-H2B-DNA

Anti-HIF1a Novus Biologicals (Centennial, USA) NB100-479

Anti-Histon H3 (citrulline | Abcam (Cambridge, GB) ab5103

R2+R8+R17) — ChIP Grade

Anti-Ly6C (ER-MP20) Abcam (Cambridge, GB) ab15627

Anti-Ly6G BD Pharmingen (Franklin Lakes, USA) 551459

Anti-Myeloperoxidase Abcam (Cambridge, GB) ab9535

Anti-Pimonidazol Biotin-konjugiert | Hypoxyprobe (Burlington, USA) HP10-100mg

(aus Kit)

Anti-Stabilin-2

Anti-Stabilin-2 Biozol Diagnostica GmbH (Eching, D) D317-3

Donkey anti-Mouse, Alexa Fluor | Life Technologies/Thermo Fisher | A21202

488 (Waltham, USA)

Goat anti-Mouse, Alexa Fluor 546 | Life Technologies/Thermo Fisher | A11003
(Waltham, USA)

Goat anti-Rabbit, Alexa Fluor 488 | Life Technologies/Thermo Fisher | A11034
(Waltham, USA)

Goat anti-Rabbit, Alexa Fluor 546 | Life Technologies/Thermo Fisher | A11035

(Waltham, USA)
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Goat anti-Rat, Alexa Fluor 488 Life Technologies/Thermo Fisher | A11006
(Waltham, USA)

Goat anti-Rat, Alexa Fluor 546 Life Technologies/Thermo Fisher | A11081
(Waltham, USA)

3.1.8 Labeling Kits

Produkt Firma Produktnummer

Alexa Fluor 546 Antibody Labeling | Invitrogen/Thermo Fisher (Waltham, | A20183
Kit USA)

Lightning-Link R-PE Labeling Kit Expedeon (San Diego, USA) 703-0010

Lightning-Link R-PE Labeling Kit Innova Biosciences (Cambridge, UK) 703-0010

3.2 Methoden
3.2.1 Zellkulturen

3.2.1.1 Herstellung des Nahrmediums

Die Grundlage der Medien fir Zellkulturen bildete DMEM high glucose bzw. DMEM
low glucose. Fur die KPC-Zellreihe verwendeten wir ein DMEM high glucose Medium
(4,5 g/l) mit 50ml Fetal bovine serum (FBS), 5ml Penicillin-Streptomycin sowie 12ml
MEM Non-essential amino acid solution (NEAA). Das FBS wurde zuvor bei 56°C fir
30 Min. im Wasserbad hitzeinaktiviert und anschlieBend mit Hilfe eines Vakuum Filter

Systems steril gefiltert, bevor es dem DMEM hinzugefugt wurde.

3.2.1.2 Die KPC-Zelllinie

Die KPC-Zelllinie entstammt dem duktalen Adenokarzinom des Pankreas und weist
die beim humanen Pankreaskarzinom typischerweise auftretende LSL-KRASG12D/*
Punktmutation sowie LSL-Trp53R172H* Deletionsmutanten auf. Die Expression der
Mutationen ist abh&ngig von PDX1 und einer Cre-Rekombinase, wodurch das
Auftreten des Karzinoms in der Pankreas gezielt gesteuert werden kann. Zudem
besitzt die Zelllinie die Fahigkeit, spontan zu metastasieren. Diese Eigenschaften

machen diese Zelllinie geeignet fir Experimente an Mausen.

3.2.1.3 Auftauen der Zelllinen
Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Pankreaskarzinomzellen fur 5

Min. bei 1500 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgekippt und das
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Zellpellet in 800ul Medium vorsichtig resuspendiert. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt. Im Anschluss wurden die im Medium suspendierten Zellen in eine
Zellkulturflasche mit 10-20ml Medium uberfihrt. Die Zellen adhérierten am Boden der

Flasche und teilen sich danach.

3.2.1.4 Mediumwechsel

Die Zellteilung und das Zellwachstum kdnnen nicht nur mit Hilfe eines Lichtmikroskops
beobachtet werden, sondern zeichnen sich auch im Farbwechsel des Mediums ab.
Wechselt die Farbe des Mediums von Lila-Rot zu einem Gelb-Orange sollte das
Medium gewechselt werden. Hierfir wurde das Medium abpipettiert und der Boden
der Flasche mit 5ml sterilem PBS gespult, danach wurde frisches Medium zugegeben.

3.2.1.5 Teilen von Zellkulturen

War der Boden der Zellkulturflasche zu 80 bis 90% mit adhéarierten Zellen bedeckt,
wurde die Zellkultur getrennt. Dazu wurde vorgegangen, wie bereits beim
Mediumwechsel beschrieben. Allerdings wurde nach dem Spilen der Flasche mit PBS
Iml Trypsin in die Flasche gegeben. Ein vorsichtiges Schwenken der Flasche stellte
sicher, dass das Trypsin sich Uber den Boden verteilt hatte. Dann wurde die Flasche
fir 7 Min. bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Trypsin bewirkt eine Trennung der Zellen
untereinander sowie das Ablosen der Zellen vom Boden der Flask.”® Um eine
Schadigung der Zellmembran zu vermeiden, betrug die Inkubationszeit mit Trypsin
maximal 10 Min. Anschlieend wurde die Flasche zweimal mit 5ml PBS gespiilt, um
die abgelosten Zellen aufzunehmen und danach die Zellen in einem 50ml Falcon-
Roéhrchen zu sammeln. Die Flasche wurde zum Abschluss mit 10ml Medium gespililt.
Das Falcon-Rdhrchen wurde bei 1500rpm fur 5 Min. bei Raumtemperatur zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1ml PBS resuspendiert. Zwischen 5000
und 10.000 Zellen wurden danach zurtick in die mit frischem Medium versehenen

Zellkulturflasche gegeben.

3.2.1.6 Zellzdhlung
Die nach der Teilung in PBS resuspendierten Zellen wurden zusammen mit PBS und
5ul Trypanblau in ein Mikroreaktionsgefald gegeben und sorgféltig resuspendiert. Die
entstandene Suspension wurde auf eine Neugebauer Improved Zahlkammer
appliziert, mit deren Hilfe die Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt werden
konnten. Hierfur wurden die Zellen auf beiden Seiten der Zéhlkammer ausgezahlt.
Anschliel3end verrechnet man das Ergebnis mit folgender Formel, um die Menge an
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Zellen pro pl zu bestimmen: (Zellzahl/2) * 50 * Verdiunnung. Der Faktor 50 in der

Gleichung beriicksichtigt das Volumen der Quadrate von 0,1pl.

3.2.1.7 Einfrieren der Pankreaskarzinomzellen

Aus einer Flasche mit konfluierenden Zellen konnten 5x10° Zellen gewonnen
werden.'% Nach dem oben beschriebenen Splitten wurden die in PBS suspendierten
Zellen auf 4 Violen verteilt und abermals bei 1500rpm fir 5 Min. zentrifugiert. Der
Uberstand musste sorgfaltig mit Hilfe einer Pipette entfernt werden. Die Zellen wurden

anschlieend in 1ml Einfrier-Medium resuspendiert und bei -80°C aufbewabhrt.

3.2.1.8 Farbung der Pankreaskarzinomzellen mittels langlebiger Fluorophore
Um den Vorgang der frihen Metastasierung des Pankreaskarzinoms in der Leber und
die damit einhergehenden Immunreaktionen nachzuvollziehen, wurden Maus-

Pankreaskarzinomzellen (2x108) in die Schwanzvene von Mausen injiziert.

Die Tumorzellen wurden zuvor mit dem langlebigen Zelltracker CMTPX, dessen
Maxima des Excitations- und Emissionsspektrums im roten Bereich (577 bzw. 602nm)
liegen, markiert. Hierfir wurde der Fluorophor zunéchst als 10mM Lésung in DMSO
geldst. Hieraus wurde eine 40uM Lésung mit PBS hergestellt. Diese wurde fir 10 Min.
bei 37°C vorgewarmt und dann mit einer Verdiinnung von 1:1 der Zellsuspension
zugegeben. Somit entstand letzten Endes eine Suspension mit einer CMTPX-
Konzentration von 20uM, die bei 37°C und 5% COz2 fur 20 Min. mit den Zellen inkubiert
wurde. Im Anschluss daran wurden die markierten Zellen von dem nicht gebundenen
Fluorophor durch wiederholtes Zentrifugieren bei 1500rpm flir 5 Min. bei
Raumtemperatur getrennt. Die gewaschenen und markierten Zellen resuspendierten
wir abschlie3end in 350ul PBS.

3.2.1.9 Injektionsschemata und -protokolle

Alle Experimente wurden unter Beachtung des Tierschutzgesetzes der Regierung von
Oberbayern und dessen Richtlinien durchgefiihrt. C57BL/6-Mause wurden in der
Tierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums unter keimfreien Bedingungen gehalten und
versorgt. Fur die vorgenommenen Versuche wurden 10-14 Wochen alte Mause
verwendet. 6 Std. bzw. 9 Std. nach Karzinomzellinjektion wurden die Mause nach
fachgemaRer Anasthesie durch Isofluran und MMF, einer Mixtur aus Medetomidin,

Midazolam und Fentanyl, mittels Genickbruch getdtet und die Organe entnommen.
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Neben den C57BL/6 Mausen, den sogenannten ,Wildtyp-Tieren, wurden die

Karzinomzellen auch in Faktor XII’- Mause injiziert.

Erganzend wurden auch Versuche mit Rivaroxaban durchgefuhrt, einem direkten
Faktor Xa-Inhibitor.1%? Rivaroxaban (3mg/kg Korpergewicht) wurde 4 Std. vor der
Tumorzell-Injektion intravents verabreicht. Da der Koagulationsinhibitor in DMSO
gelést wurde, das eine pharmakologische Wirkung aufweist, wurde zur Kontrolle

DMSO zusammen mit den Tumorzellen injiziert.

Neben der Koagulationshemmung untersuchten wir auch die Bedeutung von NETs auf
die Bewegungen der metastasierenden Zellen. Hierfir wurde den Mausen 30 Min. vor

der Tumorzell-Injektion 10pug DNase | intravends sowie 50ug intraperitoneal injiziert.

Um die Mdglichkeit der Entstehung eines hypoxischen Areals durch Tumorzellarrest
mit darauffolgender Fibrin- und NETs-Bildung zu erforschen, wurde Pimonidazol in

tumorsupplementierte Mause nach dem in Abbildung 5 dargestellten Schema injiziert.

T.ur_nor_zell- o] 8std. I ngmd_azol- —[1 s, N Totung und
injektion injektion Organentnahme
Abbildung 5

Injektionsschema des Metastasierungsmodells zusammen mit einem Reagenz zur
Hypoxiedetektion
Durch eine immunhistochemische Gewebefarbung kann Pimonidazol dann unter dem
Fluoreszenzmikrosop detektiert und quantifiziert werden. Die Menge an detektiertem

Pimonidazol ist direkt proportional zu dem Ausmalfd an Hypoxie in einem Gewebe.

Die Detektion von tumorassoziierter Hypoxie in vivo wurde zusatzlich mit DNase | und

Rivaroxaban nach den o.g. Schemata durchgefihrt.

3.2.1.10 Entnahme und Fixierung der Organe

Den getoteten M&usen wurden Leber, Milz, beide Nieren, Herz und Lungen
entnommen und in verschlieBbaren MikroreagenzgefalBlen fur 1 Std. in 2%
Paraformaldehyd (PFA) bei Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Organe wurden
anschlielend tUber Nacht in einer 30%igen Saccharose-Lésung bei 4°C aufbewahrt,
bevor sie ohne Flussigkeit bei -80°C eingefroren wurden. Durch die Behandlung des
entnommenen Gewebes mittels Saccharose werden Gefrierschaden, wie sie
beispielsweise durch die Entstehung von Eiskristallen auftreten konnen, verhindert und

Zelldeformationen vermieden.102103 Dje Gewebe missen fur mindestens 24 Std.
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eingefroren bleiben, bevor sie zum Schneiden wieder aus dem Gefrierschrank

entnommen werden kdnnen.

3.2.1.11 Anfertigung von Gefrierschnitten
Da das Pankreaskarzinom uberwiegend in der Leber Metastasen bildet, wurde in

unseren Experimenten die Leber der tumorsupplementierten Mause untersucht.

Um das Schneiden des Gewebes zu erleichtern, war es von Vorteil, die Leber bzw.
andere Organe vor dem Einfrieren in kleinere Stlicke zu zerteilen. Die eingefrorenen
Organe wurden auf einem Stempel mittels Tissue-Tek, einem OCT Compound, fixiert.
Dieser Stempel war in der daflr vorgesehenen Halterung angebracht, so dass das
Gewebe durch Auf- und Abbewegung der Halterung samt Stempel in ca. 10um dicke
Scheiben geschnitten werden konnte. Die Innentemperatur des Kryostates sollte dabei
-20°C, die des Messers -25°C betragen. Je drei Gewebeschnitte wurden auf einen
SuperFrost-Plus-Objekttrager Gbertragen, der mit den Daten des jeweiligen Tieres, wie
z.B. Tiernummer und -art, beschriftet war. Die fertigen Objekttrdger wurden bis zu
ihrem Gebrauch bei -20°C gelagert, die Organe hingegen wurden nach dem
Schneiden wieder bei -80°C aufbewahrt werden.

3.2.1.12 Immunhistochemische Gewebefarbungen

3.2.1.12.1In-vivo-Farbungen der Mauseleber

Die Immunhistochemie er6ffnet die Moglichkeit, bestimmte Zell- oder
Gewebebestandteile durch gezielte Markierungen mittels Antikérper darzustellen. Der
primare Antikorper bindet sich spezifisch an das gewiinschte Antigen. Der Antikdrper
kann entweder selbst bereits Trager eines fluoreszierenden Farbstoffes und damit
primar-gelabelt sein oder er kann mit Hilfe eines weiteren, sekundaren Antikorpers
sichtbar gemacht werden. Durch Bindung des sekundaren Antikorpers an den
primaren kann das gesuchte Antigen unter einem Fluoreszenz-Mikroskop detektiert

werden.

Zunéchst wurden die vorgefertigten Gewebeschnitte auf den Objekttragern auf
Raumtemperatur akklimatisiert, dann fixiert. Die Fixierung diente wahrend des
gesamten Farbevorganges dem Anheften des Gewebes auf der Glasoberflache des
Objekttragers. Hierzu wurden 2% Paraformaldehyd (PFA) fur 10 Min. oder eiskaltes
Methanol-Aceton bzw. Aceton fir 90 Sek. verwendet.
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Anschliel3end wurden die Schnitte fir je 3 Min. 3x in PBS gewaschen, dann erfolgte
das Blockieren, um die unspezifische Bindung des Antikdrpers zu minimieren. Mithilfe
von Bovinem Serum Albumin (BSA), das in einer 2%-L6sung in PBS vorlag und fir 35
bis 40 Min. bei Raumtemperatur auf die Gewebeschnitte einwirkte, wurden
unspezifische Bindungsstellen besetzt, so dass diese dem Antikdrper nicht mehr zur
Verfuigung standen. Um die Diffusion und die Bindung des primaren Antikbrpers im
Gewebe zu erleichtern und zu verbessern, wurde je nach Antikdrper statt der Gblichen
2%-BSA-Losung zum Blockieren 1% BSA mit 0,3% Triton in PBS gel6st verwendet.
Die Inkubation erfolgte ebenfalls fir 40 Min. bei Raumtemperatur. Nach dem

Blockieren wurde erneut 3x mit PBS gewaschen.

Bevor der Antikorper auf die einzelnen Gewebe pipettiert wurde, wurden diese mit
einem wasserabweisenden Dako-Stift umkreist. Dies diente nicht nur dem
konzentrierten Einwirken des Antikdrpers auf das Gewebe, sondern verhinderte auch
eine Austrocknung des Gewebes, da die Antikdrperlésung tropfenférmig aufgebracht
werden konnte und ein Verlaufen der Lésung vermieden wurde. Zudem wird bei der
Benutzung mehrerer verschiedener Antikdrper eine Vermischung ausgeschlossen.
Der primare Antikdrper wurde in PBS gel6st auf das Gewebe pipettiert und konnte so
Uber Nacht in einer lichtundurchlassigen, feuchten Inkubationsbox bei 4°C mit dem
Antigen reagieren. Tabelle 1 gibt die Konzentrationen der verwendeten primaren

Antikdrper an.

Antikdrper Hersteller Art der Konzentration
Blockierung
Anti-Angiopoietinl Abcam (Cambridge, GB) 1%BSA + 200ug/ml
0,3%Triton
Anti-Angiopoietin2 Abcam (Cambridge, GB) 1%BSA + 200ug/ml
0,3%Triton
Anti-CD45 Bio-Rad Laboratories 2% BSA 5ug/ml
(Hercules, USA)
Anti-CX3CR1 Bioss antibodies (Woburn, | 2% BSA 10pg/ml
USA)
Anti-CX3CR1 Novus Biologicals 2% BSA 10pg/ml
(Centennial, USA)
Anti-F4/80 Biolegend (San Diego, 2% BSA 1,25ug/ml
USA)
Anti-H2A-H2B-DNA 2% BSA 20pg/mi
Anti-HIF1a Novus Biologicals 2% BSA 5ug/ml
(Centennial, USA)
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(Eching, D)

Anti-Histon H3 Abcam (Cambridge, GB) 2% BSA 6,67pg/ml

(citrulline R2+R8+R17)

— ChIP Grade

Anti-Ly6C (ER-MP20) | Abcam (Cambridge, GB) 2% BSA 1lpg/ml

Anti-Ly6G BD Pharmingen (Franklin 2% BSA 10pg/ml
Lakes, USA)

Anti-Myeloperoxidase | Abcam (Cambridge, GB) 2% BSA 10pg/ml

Anti-Pimonidazol Hypoxyprobe (Burlington, 2% BSA S5ug/ml

Biotin-konjugiert (aus USA)

Kit)

Anti-Stabilin-2 2% BSA 16,5ug/ml

Anti-Stabilin-2 Biozol Diagnostica GmbH 2% BSA 2,5ug/ml

Tab. 1: Fur die Immunhistochemie verwendete Antikdrper

Nach abermaligem Waschen mit PBS wurde der sekundare Antikorper in PBS geldst

auf die Schnitte gegeben. Dieser sollte bei 4°C und fur 1 Std. in der Inkubationsbox

verbleiben. In Anschluss daran konnte nach erneutem Waschen ein weiterer priméarer

Antikdrper w.o. beschrieben hinzugefligt werden. Zum Abschluss der Farbung wurde
4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in einer Verdinnung von 1:5000 (in PBS) auf die
Schnitte pipettiert und dort fur 5 Min. bei Raumtemperatur belassen, bevor die Gewebe

ein letztes Mal gewaschen werden. DAPI ist ein im blauen Frequenzspektrum

emittierender DNA-Fluoreszenzfarbstoff, der zur Zellkernfarbung verwendet wird.

Zuletzt wurde Glycerol als sogenanntes ,mounting medium® auf die Objekttrager

pipettiert und die Schnitte mit einem Deckglas zugedeckt. Dieses wurde mit Hilfe von

Nagellack auf dem Objekttrager fixiert.
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3.2.1.12.2 Visualisierung und Analyse durch konfokale Mikroskopie

Wahrend bei der Fluoreszenzmikroskopie das gesamte Gewebe durchleuchtet und
damit optisch erfasst wird, ermdglicht das konfokale Mikroskop durch den Zusatz einer
Lochblende vor dem Detektor einen bestimmen Punkt bzw. eine Schicht im Gewebe
zu fokussieren. Durch die Lochblende werden Lichtstrahlen, die nicht im Fokus sind,
herausgefiltert, was sich in einem scharferen, kontrastreicheren Bild niederschlagt.
Eine Aufnahme der verschiedenen Schichten des Gewebes ist nur méglich durch die
Bewegung des Objekttragers in Z-Richtung mit anschlieRender 3D-Rekonstruktion der

aufgenommenen Bilder (Abbildung 6).
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Abbildung 6
Funktionsweise eines Konfokalmikroskops

(A) Aufbau und Strahlengang eines Konfokalmikroskops

(B) Anderungen im Energielevel eines Photons wahrend des Vorgangs der Fluoreszenz

Wie Abbildung 6A zeigt, werden die vom Laser ausgesandten Lichtstrahlen durch ein
,Pinhole®, eine erste Blende, und Uber einen dichroitischen Spiegel zu dem Objektiv
geleitet. Dieses fokussiert die Strahlen auf eine Ebene der Probe. Durch die
einfallenden elektromagnetischen Lichtstrahlen wird der Energielevel der Elektronen
im Objekt angehoben und diese in einen angeregten Zustand versetzt (Abbildung 6B).
Dieser Vorgang wird als Exzitation bezeichnet. Sobald das Elektron wieder auf seinen
ursprunglichen Energielevel zurtickfallt, wird Energie in Form von Licht frei, die sog.
Emission. Die Wellenlange des emittierten Lichtes ist energiearmer und dadurch
langwelliger als die des absorbierten Lichts. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz
bezeichnet. Die emittierten Lichtstrahlen kdnnen den dichroitischen Spiegel passieren
und treffen auf die zweite, eine fur die Funktionsweise des konfokalen Mikroskops
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entscheidende Lochblende. Je scharfer das Bild sein soll, desto kleiner muss die
Grol3e der Blende gewahlt werden. Somit gelangen nur diejenigen Lichtstrahlen zum
Detektor, die aus der Fokusebene emittiert werden.104

3.2.1.13 Hamatoxylin-Eosin-Farbungen

Unterstitzend zur Immunhistochemie wurde auch die Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Farbung) angewandt. Wahrend bei immunhistochemischen Farbungen gezielt
bestimme Zellbestandteile veranschaulicht und quantifiziert werden koénnen,
ermdglicht die HE-Farbung, die Morphologie eines Gewebes zu bewerten. Mit Hilfe
des Hamatoxylins, eines eosinophilen, blauen Farbstoffs, werden die Kerne
dargestellt, wahrend der Antagonist, das Eosin, als basophiler Farbstoff vor allem

Strukturen in Zytoplasma, Kollagen und Keratin rot farbt,105106

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten wurden nach Entnahme aus dem
Gefrierschrank auf Raumtemperatur akklimatisiert, bevor das Gewebe mit 4%
Formalin fir 30 Min. bei 4°C fixiert wurden. AnschlieBend wurden die Trager vorsichtig
fur 10 Min. unter flieBendem destilliertem Wasser gesplilt, bevor sie fir 6 Min. bei
Raumtemperatur in eine Hamalaunlésung gegeben wurden. Dann erfolgt das
sogenannte ,Blauen®, ein Vorgang, bei dem durch das Spulen der Schnitte mit
Leitungswasser ein pH-Wert von Uber 7 eingestellt wird und bei dem der im stark
sauren Milieu bindende Farbstoff ein blau-violettes Signal gibt. Nach dem Blauen
wurden die Schnitte kurze Zeit (ca. 1 Min.) in 70% Ethanol getaucht, was zu einer
Verdrangung des Wassers und damit zum Abbruch des Blauens fiihrt.2” Im Anschluss
erfolgte die Gegenfarbung mittels Eosin fir 5 Min. bei Raumtemperatur. Bevor die
Gewebe mit Hilfe von Glycerol eingedeckelt wurden, mussten sie abermals unter
flieBendem Wasser fir 10 Min. gespllt werden. Anschlieend konnte das angefarbte
Gewebe unter einem Durchlichtmikroskop betrachtet werden.

3.2.2 Intravitale Mikroskopie
3.2.2.1 2-Photonen-Mikroskop

Die Methode der Intravitalmikroskopie mittels 2-Photonen-Mikroskop wird fur die

Visualisierung von Gewebestrukturen in einem lebenden Organismus eingesetzt.
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Bei dieser Methode der Bildgebung wird im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie ein
Laser verwendet, der im langwelligen, niederenergetischen Bereich emittiert. Indem
dieser gepulste Laser mittels zweier gleichzeitig absorbierter Photonen das Elektron
anregt, kommt es zu einer Verdoppelung der Schwingungsfrequenz des ausgesandten
Lichts, und in Folge dessen kénnen Photonen mit niedrigerer Frequenz und grol3erer
Wellenlange abgegeben werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7

Funktionsprinzipien und Energielevel des 2-Photonen-Mikroskops

Dies bewirkt, dass die Laserstrahlen tiefer in das Gewebe eindringen und gleichzeitig
weniger absorbiert sowie weniger gestreut werden. Dadurch erfahrt das untersuchte
Gewebe keine Exzitation und damit auch kein Ausbleichen auRerhalb des Fokus, was
eine Detektorblende entbehrlich macht. Die héhere Penetration der Laserstrahlen
durch das Gewebe schafft die Voraussetzung, um dickere Gewebe zu untersuchen
und Aufnahmen an lebenden Tieren durchfiihren zu kénnen. Zudem ist durch eine 3D-
und 4D-Rekonstruktion der Aufnahmen eine genauere und effiziente Analyse der

Zellbewegungen maoglich.

3.2.2.2 Préaparation der Versuchstiere

Den Méausen wurden zunéchst die mit dem in Rot fluoreszierenden Zellmarker CMTPX
markierten Karzinomzellen intravends injiziert. Nach 7 Std. Zirkulation der Tumorzellen
wurden die Versuchstiere mit Isofluran und MMF anasthesiert. Nach Uberprifung der
Schmerzfreiheit wurden das Peritoneum der Maus eroffnet und die Leber freigelegt.
Um eine optimale Bildgebung zu gewahrleisten, wurde ein ausgewahliter Lappen der
Leber an einer lupenférmigen Fixierung mit Unterdruck festgesaugt. Diese Fixierung
besteht aus einem runden Glasplattchen, das auf einer entsprechenden Halterung

mittels viskdsen Silikons befestigt wird. Eine elektronische Pumpe erzeugt einen
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Unterdruck, so dass der Leberlappen an der Unterseite des Glasplattchens haftet. Die
Halterung kann dann leicht angehoben und in der gewtinschten Stellung fixiert werden.
Das Anheben dient der Vermeidung von Storbewegungen durch Atmung und
Herzschlag der Maus. Zur Darstellung des Blutflusses in der Leber wurde der Maus
unmittelbar vor der Aufnahme Dextran Cascade Blue bzw. Fluorescein Isothiocyanate-
Dextran (FITC-Dextran) intravends injiziert. Zuletzt wurde ein Ultraschallgel auf die
Oberseite der Glasscheibe gegeben, um die Ubertragung der Bilder zu optimieren. Der
fixierte Teil der Leber konnte nun im 2-Photonen-Fluoreszenzmikroskop betrachtet

werden.

3.2.3 Statistische Evaluation

Die erhobenen Daten und Resultate der vorgenommenen Experimente sind als

Mittelwert * Standardabweichung (S.E.M.) dargestellt. Die statistische Auswertung der
Ergebnisse erfolgte mithilfe der Prism Software (Graphpad, USA) mittels
ungepaartem, zweiseitigem t-test bzw. one way ANOVA. Unterschiede der Mittelwerte

mit p<0,05 wurden als signifikant eingestuft.
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4. Ergebnisse
4.1 Adhasion der Karzinomzellen in der Mikrozirkulation der Leber

In den in-vivo-Experimenten an Mausen wurde die hdamatogene Metastasierung des
Pankreaskarzinoms imitiert, indem die mit CMTPX markierten Tumorzellen in die
Schwanzvene der Maus injiziert wurden. Dabei wurden in Mikrogefal3en arretierte
Tumorzellen von bereits extravasierten Tumorzellen unterschieden. Mittels a-Stabilin-

2 Antikorper wurde die sinusoidale GefalRwand markiert.

Abbildung 8 zeigt, dass die Gesamtzahl an leberassoziierten Karzinomzellen sich nach
2 Std. und 6 Std. nicht unterscheidet und nach 9 Std. gegeniber 2 und 6 Std. erhoht

ist.
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Abbildung 8

Zeitabhangigkeit der Menge an leberassoziierten Tumorzellen

Gesamtzahl leberassoziierter Tumorzellen pro visuellem Feld (VF) zu diversen Zeitpunkten. Die
Symbole reprasentieren die Anzahl der Versuchstiere. Pro Tier wurden 30 aneinander
anschlieBende VF analysiert. Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05; ** p<0,01.

Frihere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass nach Injektion der Tumorzellen
die Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber nach 6 Std. ihren HOhepunkt
erreicht, die Extravasation der Tumorzellen jedoch weiter ansteigt'®®. Dies deutet auf
weitere Akteure neben Fibrin in der Tumorzellextravasation hin. Um zunachst
herauszufinden, ob und inwiefern sich die Fibrinbildung und die Bildung von NETs auf
die Adhéasion der Tumorzellen, welche der Tumorextravasation vorausgeht®®,
auswirken, setzten wir drei verschiedene experimentelle Gruppen ein. Basierend auf
den Ergebnissen hinsichtlich der Tumorzellzahl in der Leber, injizierten wir zunachst
Tumorzellen und lieBen diese fur 9 Std. in der Maus zirkulieren. Der zweiten
Kontrollgruppe wurden vor der Tumorzellinjektion das Rivaroxaban-Vehikel DMSO
injiziert. In zwei weiteren Gruppen wurde entweder Rivaroxaban oder DNasel vor der

Karzinomzellinjektion appliziert (Abbildung 9).
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Zunachst ermittelten wir den prozentualen Anteil der intravaskular adhérierten
Tumorzellen in der Mirkozirkulation an der Gesamtzahl leberassoziierter Tumorzellen
in-vivo mittels konfokaler Mikroskopie. In den mit DNasel behandelten Tieren war die
Tumorzelladhésion gegentiber den Kontrollgruppen erhéht, wahrend kein signifikanter
Unterschied zwischen der DMSO-Kontrollgruppe und der Rivaroxabangruppe zu
beobachten war (Abbildung 9).
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Abbildung 9

Tumorzellarrest nach Faktor Xa-Hemmung und Hemmung der NETs-Bildung

Prozentuale Quantifizierung von Tumorzellarrest im Verhaltnis zur Gesamtzahl leberassoziierter
Tumorzellen 9 Std. nach Tumorzellinjektion in WT-M&usen. Die Gruppen beinhalteten: KPC-Zellen
alleine (blaue Symbole), KPC-Zellen plus DNasel (griine Symbole), KPC-Zellen plus DMSO (orange
Symbole) und KPC-Zellen plus Rivaroxaban (pinke Symbole). Der Graph gibt die durchschnittliche
Zahl der arretierten Tumorzellen pro VF an. Die Symbole reprasentieren die Zahl der untersuchten
Mause. Mittelwerte +/- SEM. **** p<0,0001.

4.2 Tumorzellarrest in der Mikrozirkulation der Leber

Intravitalmikroskopische Aufnahmen zwischen 6-10 Std. nach Tumorzellinjektion
sowie die in Kapitel 4.1 dargestellten Ergebnisse der Anzahl leberassoziierter
Tumorzellen lassen darauf schlie3en, dass zu diesem Zeitpunkt eine ausreichende
Zahl an Tumorzellen in der Leber zu finden ist, um deren Verhalten verlasslich

nachweisen zu kénnen. Zudem war bereits bekannt, dass die Fibrinbildung in den

MikrogefaRen 6 Std. nach der Zellinjektion ihr Maximum erreicht.108

Somit bot die Zeitspanne zwischen 6-10 Std. optimale Voraussetzungen, um die

Bewegungen der Tumorzellen in der Mikrozirkulation der Leber nachzuverfolgen. Pro
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Maus wurden 2*10°® CMTPX-markierte Karzinomzellen injiziert. Vor Beginn der

Bildgebung wurde FITC verabreicht, um den Blutfluss darzustellen (Abbildung 10).

Abbildung 10

Intravitale Registrierung der Bewegungen von Pankreaskarzinomzellen in der
Mikrozirkulation der Leber

(A) Arretierte Tumorzellen (blauer Pfeil) in Blutgefal3en der Leber.

(B) Bewegung einer Tumorzelle (gelber Pfeil) in MikrogeféaRen der Leber.

CMTPX (Tumorzelle); FITC (Blutstrom). WeiRe Autofluoreszenz (Kupfferzellen). GeféaRe durch
gestrichelte, weil3e Linie markiert. Zeitangabe (Min.) oben rechts. Mafl3stabsbalken 20um.

In der Uberwiegenden Zahl der Falle war zu beobachten, dass die Tumorzellen zu
Beginn der Visualisierung bereits in den MikrogefaRen der Leber arretiert waren
(Abbildung 10A). Dabei zeigt sich, dass die Tumorzellen des Ofteren Cluster bildeten.

Frei bewegende Tumorzellen waren seltener zu beobachten. lhre Bewegungen
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erfolgten entlang der GefalRe und waren oftmals auch gegen den Blutstrom gerichtet
(Abbildung 10B).

4.3Quantitative Auswertung der intravitalen Analysen von
Tumorzellbewegungen

Als Néachstes analysierten wir die intravital mittels 2-Photonen-Mikroskopie

gewonnenen Ergebnisse quantitativ. Hierbei verglichen wir Wildtyp-Méause mit den

entsprechenden Kontrollméusen, die mit DNasel zur Inhibierung der NETs behandelt

waren.
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Abbildung 11

Quantitative Analyse der Tumorzellzahlen in intravitalen Aufnahmen der Leber nach Injektion

von Pankreaskarzinomzellen

(A) Gesamtzahl an Tumorzellen in Kontrollméusen (blaue Symbole) bzw. mit DNasel behandelten
Mausen (grine Symbole) 9 Std. nach der Tumorzellinjektion. Die einzelnen Symbole
reprasentieren die Zahl der analysierten Videos. n=2 (Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe).

Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05

(B) Quantifizierung der Tumorzellcluster pro VF 9 Std. nach der Tumorzellinjektion in der
Kontrollgruppe (blaue Symbole) und in M&usen, welche zusatzlich DNasel injiziert bekamen
(grine Symbole). Die einzelnen Symbole reprasentieren die Zahl der analysierten Videos. n=2

(Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe). Mittelwerte +/- SEM.

(C) Quantitative Analyse und Differenzierung der Gesamttumorzellzahl in Cluster-assoziierte sowie
singulare Tumorzellen. Untersucht wurden Kontrollméduse (blaue Symbole) sowie mit DNasel
behandelte Mause (griine Symbole). Die einzelnen Symbole reprasentieren die Zahl der

analysierten Videos. n=2 (Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe). Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05
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Wie Abbildung 11A erkennen lasst, war in den mit DNasel behandelten Tieren die
Gesamtzahl der Karzinomzellen pro VF erhoht. Die Anzahl der Tumorzellcluster bzw.
die Zahl der in Clustern befindlichen Zellen war unverandert (Abbildung 11B und C).
Hingegen war die Zahl der einzeln auftretenden Karzinomzellen in den Tieren, in

welche DNasel injiziert wurde, gegentber der Kontrolle erhéht (Abbildung 11C).

Des Weiteren beobachteten wir, dass die arretierten Karzinomzellen eine aufféallige
Affinitat zur Kolokalisation mit den in der Leber residenten Makrophagen, den
Kupfferzellen, aufweisen (Abbildung 12)
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Abbildung 12

Interaktion der Tumorzellen mit Kupfferzellen

(A) Reprasentative Darstellung der Interaktion einer Karzinomzelle mit einer Kupfferzelle 9 Std. nach
Injektion der Tumorzellen. CMTPX (Tumorzelle); FITC (Blutstrom). WeiRe Autofluoreszenz
(Kupfferzellen). Zeitangabe (Min.) am rechten oberen Bildrand. MalR3stabsbalken 5um.

(B) Quantitative Analyse der Kolokalisation von Pankreaskarzinomzellen mit Kupfferzellen.
Untersucht wurden Kontrollmause (blaue Symbole) sowie mit DNasel behandelte Mause (griine
Symbole). Die einzelnen Symbole reprasentieren die Zahl der analysierten Videos. n=2 (Anzahl
der Tiere pro Versuchsgruppe). Mittelwerte +/- SEM.
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Es zeigte sich, dass pro VF mehr als zehn Karzinomzellen Kupfferzell-assoziiert
waren, was einen relativen Anteil von tber 30% an der Gesamtzahl der in der
Mikrozirkulation befindlichen Tumorzellen ergibt (vgl. Abbildung 11A und Abbildung
12B). Die Tumorzell-Kupfferzell-Interaktion wurde durch die Behandlung mit DNasel

nicht beeinflusst (Abbildung 12B).

Danach untersuchten wir die intravasalen Bewegungen der Tumorzellen mittels
intravitaler Fluoreszenzmikroskopie. Erneut verglichen wir bei der Analyse der Videos
Kontrollmause mit Mausen, die zusatzlich DNasel erhalten hatten. Bei der
Quantifizierung achteten wir dabei nicht nur auf die Zahl der mobilen Tumorzellen,

sondern bestimmten auch die individuelle Geschwindigkeit der Tumorzellen.
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Abbildung 13

Quantifizierung mobiler Tumorzellen

(A) Die Zahl mobiler Tumorzellen pro VF 9 Std. nach Karzinomzellinjektion in Kontrollmausen wurde
mit Mausen verglichen, welche mit DNasel behandelt wurden. Die einzelnen Symbole
reprasentieren die Zahl der analysierten Videos. n=2 (Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe).
Mittelwerte +/- SEM. *** p<0,001.

(B) Quantifizierung der Durchschnittsgeschwindigkeit mobiler Tumorzellen in um/Sek. Die einzelnen
Symbole reprasentieren die Zahl der mobilen Karzinomzellen. n=2 (Anzahl der Tiere pro
Versuchsgruppe). Mittelwerte +/- SEM.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich, sobald die Tiere mit DNasel behandelt wurden,
die Zahl der beweglichen Karzinomzellen stark erhéhte, wahrend in der Kontrollgruppe
mobile Zellen kaum zu beobachten waren (Abbildung 13A). Die Geschwindigkeit der
mobilen Tumorzellen schien in beiden Versuchsgruppen anndhernd gleich zu sein
(Abbildung 13B).
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4.4 Tumorzellextravasation in diversen experimentellen Mausmodellen

44.1 Darstellung der Extravasation einer Pankreaskarzinomzelle mittels
intravitaler Fluoreszenzmikroskopie

Wir analysierten neben dem intravasalen Verhalten der injizierten Karzinomzellen

auch die Extravasation der Tumorzellen mittels intravitaler 2-Photonen-Mikroskopie.

Dabei gelang es uns, die Extravasation einer Tumorzelle direkt zu visualisieren.

Abbildung 14 zeigt eine 3D-Rekonstruktion der Passage der Karzinomzelle durch die

sinusoidale GefaRwand.

Abbildung 14

3D-Rekonstruktion der Extravasation einer Pankreaskarzinomzelle in vivo

Die sich mit dem Blutstrom bewegende Tumorzelle (rot) adhéariert zunachst an die sinusoidale
GefaBwand (grun). Danach tritt die Zelle durch die Gefallwand und bewegt sich weiter im
perivaskularen Gewebe. Die farbige Linie zeichnet den Weg nach, den die Tumorzelle nimmt.
Zeitangabe (Min.) am rechten oberen Bildrand. MaR3stabsbalken 10um.

Nach der Extravasation wird die Tumorzelle nicht immobilisiert, sondern bewegt sich

im perivaskularen Raum weiter fort.
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4.4.2 Die Rolle des Fibrins fur die Extravasation von
Pankreaskarzinomzellen in der Mikrozirkulation der Leber
Da sich Pankreaskarzinomzellen bei der Aktivierung der Koagulation Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe zufolge hauptsachlich den extrinsischen Pfad der Gerinnung
zunutze machen, kénnen mit Hilfe der Faktor XlII"-Mause die Wirkungen der
wirtsinduzierten Koagulation abgeschéatzt werden. Abbildung 15A zeigt, dass bei einer
in-vivo Untersuchung die Gesamtzahl der in den Faktor XlII”-Tieren befindlichen
Tumorzellen, verglichen mit den Wildtyp M&ausen, unverandert war. Auch bei der
Extravasation der Pankreaskarzinomzellen lasst sich kein signifikanter Unterschied

zwischen der Kontrollgruppe und den Faktor XlI7--Tieren feststellen (Abbildung 15B).
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Abbildung 15

Quantitative Analyse der Karzinomzellen in Mauselebern

(A) Quantifizierung der Gesamtzahl leberassoziierter Tumorzellen 6h nach der Karzinomzellinjektion in
Wildtyp Mausen (blaue Symbole) sowie Faktor XlI'-Mausen (grine Symbole). Es wurden je 30
kontinuierliche VF pro Versuchsgruppe quantifiziert. Die Symbole reprasentieren die Anzahl der
untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM.

(B) Prozentualer Anteil extravasierter Tumorzellen an der Gesamtzahl detektierter Tumorzellen in-vivo.
Die Symbole reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwert +/- SEM. 100% =
Gesamtzahl an detektierten Tumorzellen.

(C) Reprasentative Darstellung von Tumorzellarrest und -extravasation mittels konfokaler Mikroskopie.
Der gelbe Pfeil markiert eine extravasierte Tumorzelle, der weiRe Pfeil eine intravasal arretierte
Tumorzelle. Alexa Fluor 488 (Stabilin-2); CMTPX (Tumorzelle). MaRRstabsbalken 10um.
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4.4.3 Unterschiedliche Einflisse von NETs und Fibrin auf die
Extravasation von Tumorzellen

Um die Auswirkung der NETs auf das Extravasationsverhalten der Tumorzellen von

der des Fibrins differenzieren zu konnen, untersuchten wir abermals mithilfe konfokaler

Mikroskopie die Extravasation der Karzinomzellen. Hierbei unterteilten wir die

Versuchsgruppen in tumorsupplementierte Mause, welchen ein Vehikel injiziert wurde,

von denen, welche zuvor mit Rivaroxaban oder DNasel behandelt wurden.
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Abbildung 16

Extravaskular angesiedelte Karzinomzellen

(A) Reprasentative Darstellung einer extravasierten, perivaskuldr angesiedelten Tumorzelle 9 Std.
nach Tumorzellinjektion in einer Wildtyp Maus. Alexa Fluor 488 (Stabilin-2); CMTPX (Tumorzelle).
MafRstabsbalken 5um.

(B) Quantifizierung des prozentualen Anteils extravasierter Tumorzellen an der Gesamtzahl
detektierter Tumorzellen mittels konfokaler Mikroskopie. Untersucht und verglichen wurden
Kontrollméause (blau) mit Mausen, welche zusétzlich DNasel (grin), DMSO (orange) oder
Rivaroxaban (pink) erhalten hatten. Die Symbole reprasentieren die Anzahl der untersuchten
Méause. Mittelwerte +/- SEM. ** p<0,01; **** p<0,0001. 100%= Gesamtzahl an detektierten

Tumorzellen
Es wird deutlich, dass bei Injektion von DNase die Zahl der Extravasation der
Karzinomzellen sinkt, bei Rivaroxaban lasst sich jedoch kein signifikanter

Unterschied zur Kontrollgruppe mit DMSO feststellen (Abbildung 16B).
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4.5Immobilisierung von Immunzellen des angeborenen Immunsystems und
deren Interaktion mit Pankreaskarzinomzellen in vivo

4.5.1 Klassische und nicht-klassische Monozyten

2 Std. nach i.v. Injektion von Karzinomzellen waren in der Mikrozirkulation der Leber
arretierte Immunzellen nachweisbar. Zundchst testeten wir die Rekrutierung der
Gesamt-Leukozyten zu zwei Zeitpunkten in Wildtyp- sowie in Faktor XlII"--Mausen.
Hierfir verwendeten wir den Pan-Leukozyten-Marker a-CD45, den wir mit einem
entsprechenden sekundaren Antikérper mittels konfokaler Mikroskopie visualisierten.
Dabei war nicht nur die Entwicklung der Immunzellrekrutierung, sondern auch die Rolle

der tumorinduzierten Fibrinbildung wéhrend dieses Vorganges von Interesse.

Es zeigte sich, dass im Wildtyp nach 6 Std. signifikant mehr Immunzellen rekrutiert
wurden, als dies nach 2 Std. der Fall war. In Faktor XII"--Mausen schien dies nicht der

Fall zu sein, da kein signifikanter Unterschied zwischen 2 und 6 Std. erkennbar war
(Abbildung 17).
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Abbildung 17

Rekrutierung von Leukozyten nach Karzinomzellinjektion

Quantifizierung der CD45* Immunzellen in Wildtyp (blaue Symbole) und Faktor XlI--Mausen (griine
Symbole) zu einem Zeitpunkt von 2 sowie 6 Std. nach Karzinomzellinjektion. Die Symbole
reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05.
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Daraufhin charakterisierten wir die Spezifitdt der rekrutierten Immunzellen. Dabei
begannen wir mit den klassischen und nicht-klassischen Monozyten. Zur
Unterscheidung der beiden Monozytengruppen wurde ein a-Ly6C-Antikorper
zusammen mit einem a-CX3CR1-Antikorper verwendet. Patrouillierende (nicht-
klassische) Monozyten wurden als Ly6C'®" CX3CR1Md" identifiziert, die klassischen

(inflammatorischen) Monozyten als Ly6Choh CX3CR1'ow,
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Abbildung 18

Rekrutierung klassischer Monozyten

Quantifizierung klassischer Monozyten in der Leber von Wildtyp (links) sowie Faktor XII/--Mausen
(rechts) 2 bzw. 6 Std. nach Tumorzellinjektion. Die Symbole représentieren die Anzahl der
untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05

Wahrend die klassischen Monozyten bereits 2 Std. nach Injektion am Ort des
Geschehens anwesend waren, ihre Rekrutierung mit der Zeit jedoch nicht weiter

anstieg (Abbildung 18), waren die nicht-klassischen Monozyten zu demselben
Zeitpunkt kaum nachweisbar (Abbildung 19).
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Abbildung 19

Immunzellrekrutierung nicht-klassischer Monozyten
Quantifizierung nicht-klassischer Monozyten in der Leber nach 2 sowie 6 Std. in Wildtyp- (links) bzw.

Faktor XlI"--Mausen (rechts). Die Symbole reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause.
Mittelwerte +/- SEM.
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Auch nach 6 Std. zeigte sich eine aul3erst limitierte Rekrutierung (Abbildung 19). Die
Rekrutierung der nicht-klassischen Monozyten war in den Faktor XlI"--Mausen

gegenuber der Kontrolle unveréandert.

Um die Rolle der patrouillierenden Monozyten beziiglich der Metastasierung besser
nachvollziehen zu kénnen, wurden intravitale Analysen in einer Maus durchgefihrt, in
der die CX3CR1* Zellen mit GFP markiert waren. 9 Std. nach Injektion der KPC-
Pankreaskarzinomzellen wurde neben den Immunzellen und den Tumorzellen auch

der Blutfluss mit intravens verabreichtes Dextran Blau visualisiert (Abbildung 20).

A

Abbildung 20

Intravital aufgezeichnete Interaktionen nicht-klassischer Monozyten mit Tumorzellen

Die intravitalen Aufnahmen wurden 9 Std. nach Injektion der Karzinomzellen in eine CX3CR1-GFP

Maus aufgezeichnet. Die Tumorzellen wurden mithilfe des Zellmarkers CMTPX markiert. Zur

Darstellung des Blutstroms wurde der Maus Dextran Blau intravenés verabreicht.

(A) Interaktion der Immunzelle (griin) mit einer arretierten Tumorzelle (rot). MaR3stabsbalken 5um.

(B) zZirkulierende Immunzelle (griin, markiert durch einen weil3en Pfeil) mit inkorporiertem
Tumormaterial (rot). Mal3stabsbalken 10um.

Im Video ist deutlich die Interaktion der patrouillierenden Monozyten (grin) mit den
Tumorzellen (rot) zu erkennen (Abbildung 20A). Die Monozyten scheinen

Tumormaterial aufzunehmen und abzutransportieren (Abbildung 20B).
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4.5.2 Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten in der friihen Phase der
Metastasierung

Mittels intravital registrierter Videos, die an LysM-GFP Mé&ausen durchgefuhrt wurden,

zeigte sich 9 Std. nach Tumorzellinjektion, dass vermehrt Neutrophile in die Leber

rekrutiert wurden. Diese schienen jedoch im Gegensatz zu den patrouillierenden

Monozyten kaum mit den Tumorzellen zu interagieren oder gar Tumormaterial

aufzunehmen (Abbildung 21).

Abbildung 21

Interaktion eines Neutrophilen mit einer Tumorzelle in vivo

Die Bilder entstammen der Leber einer LysM-GFP Maus, der 9 Std. zuvor Pankreaskarzinomzellen
injiziert wurden. Die Tumorzellen (rot) wurden mittels CMTPX vor der Injektion markiert. Ein
Neutrophiler (griin, markiert durch einen weif3en Pfeil) ndhert sich dem arretierten Tumorzellcluster
und scheint mit einer der Zellen (blauer Pfeil) zu interagieren. Nach kurzer Dauer verlasst die
Immunzelle jedoch den Ort des Geschehens ohne Tumormaterial aufgenommen zu haben. Die
Tumorzelle zeigt keine morphologische oder positionelle Verdnderung wéahrend des gesamten
Vorganges. Andere Neutrophile zeigen keine Interaktionen mit den Tumorzellen.

Zeitangabe (Min.) am linken oberen Bildrand. Maf3stabsbalken 10um.

Um mehr Uber die Rolle der Neutrophilen herauszufinden, v.a. bezuglich ihrer
Aktivierung und der Bildung von NETs, wurden immunhistochemische
Gewebefarbungen an der Leber von Kontrollmausen bzw. Faktor XII7--Mausen bzw.
mit DNasel oder Rivaroxaban vorbehandelten Versuchtieren durchgefiihrt. Hierbei

verwendeten wir einen a-Ly6C- und einen a-Ly6G-Antikdrper, um die Neutrophilen von

den Monozyten differenzieren zu kdnnen.
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Abbildung 22

Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten
Quantitative Auswertung der Rekrutierung von Neutrophilen 2 und 6 Std. nach Tumorzellinjektion.

Wildtyp Mause (blaue Symbole) vs. FXII--Mause (griine Symbole). Die Symbole reprasentieren die
Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM.

Es zeigte sich, dass die Neutrophilen bereits nach 2 Std. in der Mikrovaskularisation
immobilisiert wurden (Abbildung 22). Dabei ist die Zahl der rekrutierten Neutrophilen
in FXII"--Mausen identisch zu den Kontrollmausen und bleibt konstant bis zu dem
Zeitpunkt von 6 Std.

4.6 Tumorinduzierte Bildung von NETs

Nachdem wir mittels zweier verschiedener in-vivo-Methoden die Rekrutierung von
Neutrophilen nachweisen konnten, wollten wir als Nachstes analysieren, inwieweit die
rekrutierten Neutrophilen die Bildung von NETs vermitteln. Um die NETs
nachzuweisen, wurden die Leberschnitte von Mausen 6 bzw. 9 Std. nach der Injektion
angefarbt. Hierfir verwendeten wir gegen Myeloperoxidase und gegen das
zitrullinierte Histon H3 gerichtete Antikdrper in Kombination mit DAPI, um die
Anwesenheit extrazellularer DNS nachzuweisen. Als NETs werden diejenigen
Strukturen bezeichnet, die eine Kolokalisation der 3 genannten Antikérper aufwiesen
(Abbildung 23A).
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9 Std. nach Injektion der Tumorzellen kam es zu einer deutlichen Bildung von NETs
(Abbildung 23B). Bei Mausen, die 30 Min. vor der Tumorzellinjektion DNasel

intravasal und peritoneal injiziert bekommen hatten, waren keine NETs nachweisbar.
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Abbildung 23

Entstehung von NETs in tumortragenden Méausen

(A) Reprasentative Darstellung eines NET in der Mikrozirkulation der Leber. Die gestrichelte Linie stellt
den Endothelverlauf dar. Die Co-Lokalisation von MPO, zitrulliniertem Histon H3 sowie DNS
innerhalb des GefalR3lumens steht fur die Entstehung eines NET. Alexa Fluor 488 (MPO), Alexa
Fluor 546 (H3Cit). Mal3stabsbalken 2um.

(B) Quantitative Auswertung von NETs in der Mikrozirkulation der Leber 9 Std. nach Injektion der
Tumorzellen in Kontrollmdusen (blaue Symbole) und nach Behandlung mit DNasel (grine
Symbole). Die Symbole reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM.
*** 1n<0,001.

4.7 GefalRokklusion und Hypoxie

Um den Mechanismus der Tumorzellextravasation besser zu verstehen, analysierten
wir, ob es durch die Tumorzelle zur Entstehung eines hypoxischen Areals kommt, in
Folge dessen eine erhohte Permeabilitat der Mikrogefal3e der Leber induziert wird.
Zum Nachweis der Hypoxie verwendeten wir zwei sich erganzende Methoden: a-
Pimonidazol- und a-HIF1a-Antikorper. Wir verabreichten den Versuchstieren

Pimonidazol 30 Min. vor der Tumorzellinjektion intravends sowie intraperitoneal.
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Mittels eines biotingebundenen Antikbrpers gegen Pimonidazol und des
entsprechenden sekundaren Antikorpers a-Biotin-FITC sollte das gebundene Areal
anschlielfend unter einem Konfokalmikroskop dargestellt werden. HIF1a wurde auf
direktem Weg mithilfe eines Antikorpers und dem entsprechenden sekundéren
Antikorper mittels Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Entgegen unserer Hypothese

konnten wir kein hypoxisches Areal mithilfe des Pimonidazols detektieren (Bilder nicht
gezeigt).

Die Messung der Intensitat des HIF1a-Antikdrpers hingegen zeigte, dass es im
Vergleich zu den mit PBS behandelten Tieren zu einem deutlichen Anstieg von HIF1a
kommt, sobald Tumorzellen injiziert wurden (Abbildung 24). Dieser Anstieg konnte
durch die Behandlung mit DNasel herabgesetzt werden, wéahrend die Injektion von
Rivaroxaban keinen signifikanten Einfluss auf die HIF1a-Expression im Gewebe zu
haben schien (Abbildung 24).
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Abbildung 24

HIFla-Expression nach Tumorzellinjektion

Quantitative Auswertung der Intensitat von HIF1a pro mm?in Mauselebern. Untersucht, analysiert und
verglichen wurden hierbei eine Kontrollgruppe, in die lediglich PBS injiziert wurde (blaue Symbole), mit
Tumorzellen behandelte Mause (griine Symbole) sowie Mause, welche zusatzlich zu den Tumorzellen
mit Rivaroxaban (orange Symbole) bzw. DNasel (pinke Symbole) behandelt wurden. Die Symbole

reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05; ** p<0.01; ***
p<0,001.

Sowohl Fibrin als auch NETs kénnen GefalRokklusionen bewirken. Um potentielle

Gefallokklusionen nachzuweisen, wurden HE-Farbungen der Mauselebern
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durchgefuhrt. Hierfir verwendeten wir als Kontrollgruppe Mause, welchen lediglich das
Vehikel PBS injiziert wurde. AulRerdem untersuchten wir mit Tumorzellen injizierte
Méause, denen zusatzlich Rivaroxaban bzw. DNasel zugesetzt wurde. Aufgrund der
Eosinophilitat des Fibrins, welches in der HE-Farbung rot erscheint, lasst es sich
deutlich von den basophilen, blaulich erscheinenden NETs differenzieren. Bei der
mikroskopischen Untersuchung der HE-Farbung ging hervor, dass es zu
GefalRokklusionen kam, sobald KPC-Zellen in die Mause injiziert wurden, wahrend in
den mit Rivaroxaban bzw. DNasel behandelten Tieren ein geringeres Ausmal3 an

Gefalverschlissen erkennbar war (Abbildung 25A-D).

Abbildung 25

HE-Farbung der Leber von Mausen der verschiedenen Versuchsgruppen

Reprasentative Darstellung der GefaRokklusion in Mauselebern mittels HE-Farbung. Gefal3e, deren
Lumen zu mindestens 70% verschlossen sind, sind durch Pfeile hervorgehoben. Gelber Pfeil: Fibrin;
gruner Pfeil: NETs. Mal3stabsbalken 50um.

(A) Kontrollgruppe PBS-Injektion

(B) 9h Tumorzellen

(C) 9h Tumorzellen mit Rivaroxaban

(D) 9h Tumorzellen mit DNasel
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4.9 Angiopoietinl- und Angiopoietin2-Expressionen und mikrovaskularer
Tumorzellarrest

4.9.1 Expression von Angiopoietin2in den Wirtszellen diverser Tiermodelle

Aufgrund der Bedeutung von Angiopoietinl (Angl) und Angiopoietin2 (Ang2) flr die

Permeabilisierung des mikrovaskularen Endothels (vgl. Kapitel 1.2.4.4) untersuchten

wir als Nachstes die Expression beider Proteine in der Leber von mit

Pankreaskarzinomzellen supplementierten Mausen.

Zunachst untersuchten wir die Expression von Ang2 in Mausen, denen wir
ausschlieBlich Karzinomzellen verabreicht hatten, und verglichen diese mit der

Kontrollgruppe, welcher lediglich PBS injiziert worden war.
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Abbildung 26

Ang2-Expression in Wirtszellen von mit Karzinomzellen supplementierten Mausen

(A) Reprasentative Darstellung einer Ang2-exprimierenden Wirtszelle in der Leber einer
tumorinjizierten Maus. Mal3stabsbalken 2pum. Alexa Fluor 488 (Ang2).

(B) Quantifizierung Ang2-exprimierender Wirtszellen in Mause 9h nach Tumorzellinjektion. Die zu
untersuchenden Tiere wurden unterteilt in PBS-behandelte Tiere (blaue Symbole) bzw. mit
Tumorzellen supplementierte Tiere, denen entweder Vehikel (grun), Rivaroxaban (orange) oder
DNasel (pink) zusatzlich verabreicht wurde. Die Symbole représentieren die Anzahl der
untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05; ** p<0,01.
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Hierbei wurden die Gefrierschnitte der Mauseleber mittels eines a-Ang2-Antikorpers
immunhistochemisch angeféarbt und anschlieend unter dem konfokalen Mikroskop

analysiert und quantifiziert (Abbildung 26).

Aufgrund der deutlich erhdhten Ang2-Expression in den Wirtszellen bei Anwesenheit
der Karzinomzellen (Abbildung 26B), weiteten wir das Experiment aus, indem wir nun
auch Mause untersuchten, welchen neben den Tumorzellen Rivaroxaban bzw. DNase
injiziert wurde. In den tumorzellsupplementierten Tieren, welche zusatzlich mit
Rivaroxaban behandelt worden waren, war die Zahl der Wirtszellen mit Ang2-
Positivitat vermindert. Die Zahl der Ang2-exprimierenden Wirtszellen war nach
DNasel-Behandlung unverandert (Abbildung 26B).

4.9.2 Differenzierung der Ang2*-Wirtszellen
Um bezlglich der Ang2-exprimierenden Wirtszellen zwischen Endothelzellen und
intravaskularen Nichttumorzellen zu unterscheiden, wurden die Gefalle mit einem a-

Stabilin-2-Antikorper angefarbt.

Erneut verwendeten wir Mause, denen 9 Std. zuvor Karzinomzellen injiziert worden
waren, sowie Mause, welche zuséatzlich Rivaroxaban oder DNasel injiziert bekommen
hatten. In allen drei Versuchsgruppen waren Ang2-exprimierende Endothelzellen wie
auch intravaskulare Zellen mit einer Ang2-Positivitat nachweisbar (Abbildung 27). Die
Ang2-Expression schien sich dabei gleichmallig auf beide Zellgruppierungen zu
verteilen. Lediglich diejenigen Mause, in welche nur Tumorzellen injiziert wurden,
wiesen tendenziell eine erhéhte Zahl an intravaskularen Ang2-exprimierenden Zellen

verglichen mit den Ang2-positiver Endothelzellen auf (Abbildung 27C).
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Abbildung 27

Angiopoietin2-Expression in Endothel- bzw. intravaskularen Wirtszellen

(A) Reprasentative Darstellung einer intravasal angesiedelten Ang2*-Zelle. Die Zelle ist umsaumt
von Stabilin-2*-Endothelzellen und somit als intravaskular einzuordnen. Alexa Fluor 488 (Ang2);
Alexa Fluor 546 (Stabilin-2). Mal3stabsbalken 5um.

(B) Reprasentative Darstellung einer Ang2-exprimierenden Endothelzelle. Alexa Fluor 488 (Ang2);
Alexa Fluor 546 (Stabilin-2). Mal3stabsbalken 5um.

(C) Zahl Ang2-exprimierender Endothelzellen (links) sowie intravaskulérer Wirtszellen (rechts).
Untersucht wurden Mause, denen entweder Tumorzellen alleine (blaue Symbole) oder
zuséatzlich Rivaroxaban (grine Symbole) bzw. DNasel (orange Symbole) appliziert wurden. Die
Symbole reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM. * p<0,05.

Infolgedessen gingen wir einen Schritt weiter und versuchten herauszufinden, um
welchen Zelltypen es sich bei den intravaskularen Ang2-exprimierenden Zellen
handelte. Aufgrund der Zellkernmorphologie war zu vermuten, dass es sich um
Neutrophile Granulozyten handelte. Deshalb wurden die Gefrierschnitte auch mittels

a-Ly6G gefarbten.
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Wie aus Abbildung 28 ersichtlich wird, zeigte sich, dass in der Tat ein Teil der Ang2-
exprimierenden Zellen Ly6G-positiv war.

Abbildung 28

Ang2- und Ly6G-Positivitat intravaskularer Immunzellen

Repréasentative Darstellung intravaskularer Immunzellen in einer tumorzellsupplementierten Maus
9h nach Karzinomzellinjektion. Die roten Pfeile markieren Immunzellen, welche sowohl Ly6G als
auch Ang2 exprimieren, wahrend der weil3e Pfeil eine Ly6G* Immunzelle ohne Ang2-Expression
hervorhebt.

Alexa Fluor 488 (Angiopoietin2); Alexa Fluor 546 (Ly6G). Mal3stabsbalken 10um.

4.9.3 Angl-Expression in Mausen in Wirtszellen nach Tumorzellinjektion

Als nachstes untersuchten wir die Expression Angl-positiver nuklearer Wirtszellen in

der Mikrozirkulation der Leber mittels eines a-Angl-Antikdrpers (Abbildung 29A).
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Abbildung 29

Angiopoietinl-Expression in Wirtszellen von mit Tumorzellen supplementierten Mausen

(A) Reprasentative Darstellung einer Angl-positiven Zelle in der Leber einer tumorinjizierten Maus.
Alexa Fluor 488 (Angl). Mal3stabsbalken 2um.

(B) Quantifizierung Angl-positiver Zellen in PBS-behandelten Tieren (blaue Symbole) und in mit
Tumorzellen supplementierten Mausen (griine Symbole) sowie mit Tumorzellen supplementierten
Mausen, welche zusétzlich Rivaroxaban (orange) oder DNasel (pink) erhalten hatten. Die Symbole
reprasentieren die Anzahl der untersuchten Mause. Mittelwerte +/- SEM. ** p<0,01.

Wahrend Rivaroxaban die Zahl Angl-positiver Zellen tendenziell vermindert, forderte
eine Behandlung mit DNasel die Zahl von Zellen, die eine Angl-Assoziation
aufweisen (Abbildung 29B). Mittels des tumorspezifischen Markers konnte
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Angl-positiven Zellen um Tumorzellen

handelte (nicht gezeigt).
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5 Diskussion

Kaum ein Karzinomtyp zeigt sich derart prognostisch letal und aggressiv im Verlauf
wie das Pankreaskarzinom. Dies ist vorwiegend auf die frihe und massive
Metastasierungstendenz des Pankreaskarzinoms zurlickzufiihren.?#1* Um Hinweise
auf Auswege aus diesem erschitternden Fazit zu finden, untersuchten wir in der
vorliegenden Arbeit die vaskulare Phase der Metastasierung des Pankreaskarzinoms,
in der therapeutische Interventionen die Metastasierung prinzipiell unterdricken
konnen. In verschiedenen methodischen Szenarien wurde die KPC-Zelllinie
eingesetzt, da diese die zentralen Genmutationen aufweist, die in der Regel auch im
menschlichen Pankreaskarzinom anzutreffen sind.1%° Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die Ergebnisse dieser Arbeit, welche Uberwiegend auf in-vivo-
Experimenten an Mausen beruhen, zu einem erheblichen Teil auf das humane

Pankreaskarzinom Ubertragbar sind.

Die in-vivo-Experimente sollten Aufschluss dartiber geben, inwieweit die Koagulation
die Extravasation von Pankreaskarzinomzellen in der Leber beeinflusst. Zunachst
fuhrten wir hierfir Experimente an Wildtyp Mausen und Faktor XII7--Mausen durch,
deren Organe 6 Std. nach der Tumorzellinjektion enthommen und
immunhistochemisch untersucht wurden. Aus vorhergehenden Arbeiten unserer
Forschungsgruppe lie3 sich ableiten, dass die durch Tumorzellen initiierte
Fibrinbildung tber den extrinsischen Pfad der Koagulationskaskade und nicht tilber das
Kontaktaktivierungssystem vermittelt wird. Somit kbnnen wir bei der Untersuchung der
Faktor XII”--M&use von einer Ausschaltung der wirtsinduzierten Gerinnungsaktivierung
ausgehen und infolgedessen die Auswirkungen sowohl der wirts- als auch der
tumorinduzierten Fibrinbildung differenziert studieren. Die Ergebnisse der
Untersuchung zeigten, dass es in den Faktor XllI”-Tieren verglichen mit der
Kontrollgruppe zu keiner signifikant erhohten Extravasation kommt. Auch in der
Gesamtzahl an detektierten Karzinomzellen konnte kein Unterschied zwischen den
beiden Versuchsgruppen festgestellt werden. Dies kénnte darauf hindeuten, dass die
Tumorzellen innerhalb der Gefale weder Protektion noch Auslieferung gegeniber

ankommenden Immunzellen erfahren.

Die Erkenntnisse, die wir aus den vorgenommenen Versuchen gezogen haben, lassen
sich zudem durch die Ergebnisse der Immunzellrekrutierung in den beiden

Versuchsgruppen unterstreichen. Aus der Analyse der in der Mikrovaskularisation
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adharierten Immunzellen 2 bzw. 6 Std. nach der Karzinomzellinjektion in der mit
Pankreaskarzinomzellen supplementierten Kontrollgruppe lasst sich schlussfolgern,
dass die klassischen Monozyten bereits zu einem friheren Zeitpunkt in die
Mikrozirkulation rekrutiert werden, wahrend die nicht-klassischen Monozyten wohl erst
spater immobilisiert werden. Die Anzahl der rekrutierten Monozyten in Faktor XII7--

Tieren unterscheidet sich dabei nicht von der Kontrollgruppe.

Klassische Monozyten kénnen prometastatisch wirken, wohingegen nicht-klassische
Monozyten antimetastatische Effekte haben kénnen.#’ Mittels intravitaler Aufnahmen
konnten wir nachweisen, dass die nicht-klassischen Monozyten Tumormaterial in sich
aufnehmen und dieses abtransportieren.5%:53 Inwiefern die Zellen das aufgenommene
Tumormaterial weiterverarbeiten und inwiefern dadurch der Phanotyp dieser
Immunzellen verandert wird, ist derzeit noch unklar. Im Zusammenhang mit
Tumormetastasen in der Lunge wurde gezeigt, dass ein Teil der klassischen
Monozyten, welche Tumormaterial aufgenommen haben, sich gemeinsam mit
Karzinomzellen im Interstitium der Lunge ansiedeln und dass sich mit der Aufnahme

des karzinogenen Materials der Phanotyp dieser Immunzellen verandern kann.2®

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Neutrophilen Granulozyten bereits frih in die
Lebermikrozirkulation rekrutiert werden. Die intravitalen Aufnahmen der LysM-GFP
Méause deuten darauf hin, dass durch die Anwesenheit der Karzinomzellen die Zahl
der Neutrophilen Granulozyten im Verhéltnis zu nicht mit Tumorzellen
supplementierten Méausen deutlich gesteigert wird. Die Neutrophilen interagieren
vereinzelt mit den Tumorzellen. Allerdings nehmen sie im Gegensatz zu den nicht-
klassischen Monozyten kein Tumormaterial in sich auf. Neutrophile Granulozyten sind
in der Lage, mittels NETs Pathogene einzufangen bzw. zu eliminieren. Auch in
Anwesenheit von Tumorzellen kommt es zur Bildung von NETs.68110.111 Mithilfe
immunhistochemischer Farbungen konnten wir die Aktivierung der Neutrophilen
Granulozyten sowie die Anwesenheit von NETs in der Mikrozirkulation von mit
Tumorzellen supplementierten Mausen nachweisen. Die Injektion von DNasel fiihrte
zu einer Unterbindung der NETs-Bildung in den M&usen. Hierdurch stellt sich die
Frage, inwiefern Fibrin bzw. NETs an der Extravasation der Karzinomzellen beteiligt
sind. Zur Beantwortung dieser Frage reduzierten wir mittels Rivaroxaban die
Fibrinbildung und hemmten in einer weiteren Versuchsgruppe die NETs-Generierung

mit Hilfe von DNasel. Wir konnten zuné&chst feststellen, dass der Arrest der
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Karzinomzellen in der Mikrozirkulation der Leber nach DNasel gesteigert ist, wahrend
die Behandlung mit Rivaroxaban keinen signifikanten Unterschied zur DMSO-
Kontrollgruppe beziglich des Tumorzellarrests erkennen liel3. Die Analyse der
extravasierten Karzinomzellen zeigte eine Abnahme der Karzinomzellextravasation
nach Behandlung mit DNasel. Rivaroxaban hingegen zeigte wiederum keinen
signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrollgruppe beziglich der Extravasation.
Fibrin scheint somit im Rahmen der Extravasation von Pankreaskarzinomzellen eine

untergeordnete Rolle zu spielen.

Im Gegensatz zu den mit Rivaroxaban behandelten Mausen, in denen die Gesamtzahl
arretierter Tumorzellen unverandert war, war in den mit DNasel behandelten Tieren
eine erhohte Zahl an Tumorzellen detektierbar. Dabei schien sich vor allem die Zahl
der singular vorliegenden Karzinomzellen zu erhéhen, wahrend keine Differenz in der
Zahl der Tumorzelicluster sowie der Zellen pro Cluster festzustellen war. NETs
konnten somit das Uberleben singularer Karzinomzellen in der Mikrozirkulation der
Leber reduzieren. Als Ursache hierflr ist denkbar, dass die NETs selbst, vergleichbar
mit den Mechanismen zur Elimination von Pathogenen, die Tumorzellen
einfangen!'2113 und die lokal erhéhte Anwesenheit von NETs-assoziierten
Proteinasen oder toxisch wirksamen Histonen die Tumorzellen eliminiert!'4, Dass die
Zahl der in der Blutbahn zirkulierenden Histone wahrend der Metastasierung erhdht ist
und diese zudem zytotoxisch wirken, konnte bereits gezeigt werden.'15116 Eine andere
Hypothese wére, dass es den rekrutierten Immunzellen, wie beispielsweise den NK-
Zellen, mittels NETs erleichtert wird, die Tumorzellen zu attackieren. Die Tatsache,
dass tberwiegend individuelle Karzinomzellen von diesem Phanomen betroffen sind,
lasst die Schlussfolgerung zu, dass sich die Tumorzellen mittels Clusterbildung vor
den NETs zu schitzen versuchen. Dass die Clusterbildung eine protektive,
prometastatische Funktion hat, ist bereits aus Beobachtungen zirkulierender
Tumorzellen bekannt.’®22117 Um diese Hypothesen weiter zu verfolgen, missen in-
vitro-Versuche zur Co-Inkubation von NETs und Tumorzellen, eventuell auch im

Zusammenspiel mit weiteren Immunzellen, etabliert und durchgefiihrt werden.

Die zirkulierenden Tumorzellen arretierten in den MikrogefaRen der Leber, und
aufgrund der prokoagulatorischen Eigenschaften der Tumorzelle wurde die
Gerinnungskaskade lokal aktiviert und damit die Fibrinbildung induziert.’88!

Gleichzeitig wurden die in die Leber rekrutierten Neutrophilen Granulozyten durch die
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Anwesenheit der Karzinomzelle aktiviert und begannen NETSs zu generieren.'!8 Dieser
Prozess schien jedoch langsamer abzulaufen als die Fibrinbildung, welche 6 Std. nach
der Injektion der Karzinomzellen maximal war und anschlieend langsam abfiel. 9 Std.
nach Tumorzellinjektion waren sowohl Fibrin als auch NETs nachweislich in den
Gefal3en der metastatischen Leber anzutreffen. Die Anwesenheit von NETSs, Fibrin und
der arretierten Tumorzelle kdnnte zu einem Verschluss des Gefaf3es und damit zu
einer Unterbindung der Blutversorgung im Nachstromgebiet fihren. Dies wiederum
wirde die Ausbildung eines hypoxischen Areals bedeuten, welches bekannterweise
zu einer erhohten Permeabilitat des Endothels fuhrt!!®, und somit die Extravasation

von Tumorzellen innerhalb des hypoxischen Areals fordern.

Um diese Hypothese zu testen, fuhrten wir Versuche mit Pimonidazol und erganzend
auch mit einem a-HIFla-Antikorper durch. Beide Reagenzien dienen der Detektion
hypoxischen Gewebes.®120 HIFla jedoch ist nicht einzig ein Zeichen fur eine
vorherrschende Hypoxie im Gewebe, sondern kann auch in einem aktivierten oder
veranderten Endothel exprimiert werden.'?%122 Wahrend wir — moglicherweise
aufgrund methodischer Probleme — keine Pimonizdazol-positiven Areale nachweisen
konnten, lieRen sich deutliche Unterschiede in der HIF1a-Expression in den getesteten
Tiergruppen feststellen. Dabei konnten wir beobachten, dass die Expression von
HIF1a in mit Tumorzellen vorbehandelten Mausen, verglichen mit der Kontrollgruppe,
deutlich erh6éht war. Dies blieb nach Injektion von Rivaroxaban unverandert. Hingegen
fuhrte die Degradation der NETs durch DNasel zu einer reduzierten HIF1a-Expression
der Endothelzellen. Somit kann gefolgert werden, dass NETs die HIF1la-Expression
der Endothelzellen und somit moglicherweise die Bildung hypoxischer Areale starker

beeinflusst als die Fibrinbildung.

Des Weiteren vermuteten wir, dass eine Erhéhung der Permeabilitat infolge der
Entstehung einer Hypoxie in der real time Registrierung zu erkennen sein musste.
Demnach sollte das intravasal injizierte FITC bzw. Dextran Blau aufgrund der geringen
Molekulgrél3e in der Lage sein, das permeabilisierte Endothel zu durchdringen und in
den extravasalen Raum uberzutreten. Jedoch zeigte sich keine erhéhte Extravasation
des injizierten FITC oder Dextran Blau. Somit konnten wir mit Hilfe der HIFla-
Expression aufzeigen, dass es zu Veranderungen im Expressionsmuster des
sinusoidalen Endothels kommt. HE-Farbungen der Gefrierschnitte der Mauselebern

zeigten dariber hinaus, dass es aufgrund der Tumorzellinjektion zu einem Anstieg der
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okkludierten GefaRe kam. Diese konnten mittels Rivaroxaban oder DNasel-
Behandlung reduziert werden. Somit konnte gezeigt werden, dass es wahrend der
vaskularen Phase der Metastasierung zur Bildung von Mikrothromben kommt, die
durch lokale Aktivierung der Koagulation bzw. der Entstehung von NETs zu erklaren

waren.

Um den Mechanismus der Tumorzell-Extravasation besser zu verstehen,
konzentrierten wir uns als Nachstes auf die Expression von Angl und Ang2, welche
die Extravasation von Zellen regulieren.®?-94 Die Ergebnisse unserer in-vivo-Versuche
zeigten, dass es zu einem starken Anstieg der Ang2-Assoziation mit Wirtszellen der
Lebermikrozirkulation nach der Tumorzellinjektion kam. Dies liel3 darauf schlie3en,
dass die Anwesenheit der Karzinomzellen Expression von Ang2 férdert — eines
Wachstumsfaktors, der die Permeabilitdit von Gefal3en steigern kann. Auch die
Tumorzellen selbst scheinen einen Beitrag zur Ang2-Expression zu erbringen.123.124
Ein Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen zeigte, dass in den mit
Rivaroxaban behandelten Tieren weniger Ang2 anzutreffen war als in den
Vergleichsgruppen. Somit kdnnte die Fibrinbildung im Zuge der Metastasierung die
Expression von Ang2 steigern und die Permeabilitat der Gefal3e verstarken.
Interessanterweise war die Expression von Angl, einem Gegenspieler von Ang2,
unabhéangig von der Tumorzellinjektion auf einem mehr oder weniger konstanten
Level, wahrend mit der Behandlung durch Rivaroxban tendenziell eine verringerte
Angl-Expression einherging. Lediglich die Injektion von DNasel bewirkte signifikante
Verédnderungen in der Angl-Bildung. Nach Degradation der NETs wurde mehr Angl
exprimiert, was eine verringerte Permeabilitat der GefalRe bedingen kénnte. Somit
konnte die Anwesenheit von NETs die Angl-Expression verringern und die
Permeabilitdit der Gefalle gemeinsam mit Fibrin, welches eine erhthte Ang2-
Expression induziert, fordern. Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass in der Tat eine
Beziehung zwischen der NETs-Bildung und dem Angiopoietin-System bestehen

konnte.125
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Abbildung 30

Potentieller Ablauf der Extravasation von Pankreaskarzinomzellen
(I) Die zirkulierende Tumorzelle (T) arretiert in der Mikrozirkulation der Leber.
(I) Prokoagulatorische Molekile (PKF) der Tumorzellen (u.a. TF) férdern die Fibrinbildung.
(I Parallel zur Tumorzelladhasion werden Immunzellen an den Ort des Geschehens rekrutiert.
Hierzu gehdren auch die Neutrophilen Granulozyten (N)
(IV) Es kommt zu einer Aktivierung des Neutrophilen Granulozyten und infolgedessen zur Bildung von
NETSs.
(V) Potentieller Mechanismus der Extravasation
a. Aufgrund des Gefallverschlusses durch die arretierte Tumorzelle, der Fibrinbildung sowie der
Entstehung von NETs kommt es zu einer Behinderung des Blutflusses. Dies fihrt zu einer
Unterversorgung des Nachstromgebietes und der Entstehung eines hypoxischen Areals,
welches wiederum die Permeabilitdt des Endothels erhdht und die Extravasation einer
Tumorzelle fordert.
b. Mithilfe der Expression von Angiopoietinl und Angiopoietin2 durch Wirtszellen kann die
Permeabilitat der GefalRwand gezielt reguliert und der Tumorzelle so die Extravasation
ermoglicht werden.

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen zeigte sich, dass intravaskulare Ang2-
exprimierende Zellen Ly6G* waren. Dies grenzte die Suche nach der Identitat der
Zellen zwar ein, misste aber durch weitere Experimente noch genauer bestimmt
werden. Aufgrund der Zell- sowie Nukleusform schlussfolgerten wir, dass es sich bei
den intravaskularen Ang2* Zellen um Neutrophile Granulozyten handeln kénnte. In der
Literatur konnte bereits nachgewiesen werden, dass Immunzellen Tie2-Rezeptoren
auf ihrer Zellmembran exprimieren konnen.'?6 In den intravital ermittelten Videos
konnten wir beobachten, dass die Karzinomzellen 9 Std. nach der Injektion der Zellen
Uberwiegend in den Gefal3en arretiert oder bereits extravasiert waren. Nur ein geringer

Teil der Zellen war noch mobil. Die haufig abrupten Richtungswechsel dieser Zellen,
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die oftmals auch gegen die Richtung des Blutstromes wanderten, lie3en darauf
schlie3en, dass diese Zellen auf der Suche nach einer Lokalisation waren, die ihnen

die Extravasation ermoglichen konnte.

Auffallig war zudem, dass durchschnittlich jede dritte Karzinomzelle mit einer
Kupfferzelle interagierte. Es ist bereits bekannt, dass diese sessilen Makrophagen der
Leber im Zuge der Metastasierung eine férdernde Wirkung entfalten, indem sie durch
Interaktion mit Exosomen der Karzinomzellen fir eine prometastatische Umgebung
sorgen.>>~57 Diese Interaktion schienen die Kupfferzellen mit in der Mikrozirkulation der
Leber ankommenden Tumorzellen fortzufihren.?’-12° Ob die Lebermakrophagen
hierbei eine zytotoxische Wirkung auf die Karzinomzellen entfalten oder aber die
Extravasation der Tumorzellen fordern, ist noch nicht abschlieRend geklart. Bei
Sichtung und Analyse der Gefrierschnitte unter dem Konfokalmikroskop stellten wir
fest, dass die Mehrzahl der extravasierten Karzinomzellen in unmittelbarer N&he
(<10pum) zum Endothel verblieb. Aufgrund unserer Ergebnisse aus den intravital
aufgezeichneten Videos ist zu vermuten, dass diese perivaskularen Zellen zumindest

teilweise kupfferzellassoziiert waren.

6 Videos
Video 1: .\movies\Videol Tumorzellextravasation.pptx

Video 2: .\movies\Video2 Tumorzellarrest.pptx

Video 3: ..\movies\Video3 Beweqgung einer Tumorzelle.pptx

Video 4: ..\movies\Video4 Tumorzell-Kupfferzell Interaktion.pptx

Video 5: ..\movies\Video5 Tumorzell-nk Monozyt Interaktion.pptx

Video 6:..\movies\Video6 Immunzellen mit Tumormaterial.pptx

Video 7; ..\movies\Video7 Tumorzell-Neutrophilen Interaktion.pptx
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file:///E:/Volumes/PHILIPS%20UFD/movies/Video3_Bewegung%20einer%20Tumorzelle.pptx
file:///E:/Volumes/PHILIPS%20UFD/movies/Video4_Tumorzell-Kupfferzell%20Interaktion.pptx
file:///E:/Volumes/PHILIPS%20UFD/movies/Video5_Tumorzell-nk%20Monozyt%20Interaktion.pptx
file:///E:/Volumes/PHILIPS%20UFD/movies/Video6_Immunzellen%20mit%20Tumormaterial.pptx
file:///E:/Volumes/PHILIPS%20UFD/movies/Video7_Tumorzell-Neutrophilen%20Interaktion.pptx

7  Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eine der todlichsten Krebsarten, welches trotz intensiver
Forschungsarbeit bis heute kaum kurativ behandelt werden kann. Dies ist unter
anderem auf die frihzeitige, oft pradiagnostische Metastasierung zurtickzufihren.
Diese betrifft im Besonderen die Leber, in welche die metastasierenden Tumorzellen
unter anderem Uuber den Blutstrom gelangen und dort durch zum Teil noch zu
erforschende Mechanismen aus der Mikrozirkulation der Leber in den

Extrazellularraum extravasieren.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden schwerpunktmaf3ig die Rolle der
tumorinduzierten Koagulation und der Bildung von NETs fur die Extravasation

metastasierender Pankreaskarzinomzellen untersucht.

Die Ergebnisse beruhen sowohl auf in-vitro- als auch in-vivo-Experimenten, letztere
auch auf intravitalen Analysen der Tumorzellbewegungen. Als Methoden kamen
insbesondere die konfokale Mikroskopie, die 2-Photonenmikroskopie sowie die

Immunhistochemie bei unterschiedlichen Mausmodellen zur Anwendung.

Bereits kurze Zeit nach der Injektion der Pankreaskarzinomzellen wurden klassische
Monozyten an den Ort der Tumorzellimmobilisierung in der Mikrozirkulation der Leber
rekrutiert, im Gegensatz zu den erst spater nachweisbaren nicht-klassischen
(patrouillierenden) Monozyten. Wahrend einer 10 Std.-Beobachtungsperiode nach
Tumorzellinjektion zeigte sich in der intravitalen 2-Photonenmikroskopie eine
Interaktion der patrouillierenden Monozyten mit den Tumorzellen, die mit der
Inkorporation von Tumorzellmaterial durch die Immunzellen einherging. Parallel dazu
kam es zu einer Interaktion der sinusoidalen Kupfferzellen mit den in der
Mikrozirkulation arretierten Karzinomzellen. Neutrophile Granulozyten wurden zwar

ebenfalls rekrutiert, zeigten aber keine direkte Interaktion mit den Karzinomzellen.

Die parallel zur Immunzellrekrutierung beobachtete Aktivierung der intravaskularen
Koagulation und die Bildung von NETs wurde durch die Karzinomzellen direkt bzw.
indirekt ausgel6st. Die Bildung von NETs forderte die Extravasation der Tumorzellen
aus der Mikrozirkulation der Leber und damit deren Gewebeinvasion. Eine Reduktion
der Fibrinbildung mittels Rivaroxaban zeigte verglichen mit der Kontrollgruppe keine
signifikanten Unterschiede in Tumorzellextravasation sowie -zahl. Parallel zur
Extravasation der Tumorzellen kam es durch die Koagulationsaktivierung sowie die

NETs zu GefalRverschlissen in der Mikrozirkulation, die mit tumorzellinduzierten
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Veranderungen der HIFla-Expression des Endothels einhergingen. Fir die
Extravasation der  Pankreaskarzinomzellen  konnten die  endothelialen
Gefal3permeabilitatsregulatoren Angl und Ang2 von erheblicher Bedeutung sein. Im
Zuge der Tumorzellextravasation kommt zu einem Anstieg dieser Wachstumsfaktoren,
welcher offensichtlich durch die Koagulationsaktivierung bzw. NETs-Bildung
beeinflusst wird. Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass vor allem die
Bildung der NETs die transendotheliale Migration der Pankreaskarzinomzellen deutlich
steigern konnen, so dass die Verhinderung der Bildung der NETs die frihe
Metastasierung erheblich inhibieren kénnte. Die tumor- und wirtsinduzierte Aktivierung
der Koagulation hingegen scheint verglichen mit den NETSs eine untergeordnete Rolle

im Extravasationsprozess der Tumorzellen zu spielen.

8 Summary

Pancreatic carcinoma is one of the most lethal types of cancer which despite intensive
research can still not be treated curatively. This is partly due to the early often pre-
diagnostic metastasis. Pancreatic metastasis mainly affects the liver into which the

metastasizing tumor cells are mostly directed via the bloodstream.

The focus of the present doctoral thesis was to investigate the roles of tumor-induced
blood coagulation and the formation of NETs for the extravasation of metastatic

pancreatic carcinoma cells.

The results were obtained by in vitro as well as in vivo experiments, the latter being
also substantiated by intravital imaging. Among the methods mostly employed were
confocal microscopy, 2-photon microscopy and immunohistochemistry using various

mouse models.

Shortly after injection of pancreatic carcinoma cells classical monocytes were attracted
to the site of tumor cell arrest in the liver microcirculation, while non-classical
(patrolling) monocytes were recruited later. During a 10 h observation period using
intravital 2-photon microscopy we observed interactions of patrolling monocytes with
tumor cells and the incorporation of tumor cell material by these immune cells. In
addition, the carcinoma cells colocalized and appeared to interact directly with
sinusoidal Kupffer cells. Neutrophil granulocytes were also recruited, but did not

appear to directly interact with the tumor cells.
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The tumor cells triggered themselves the activation of intravascular coagulation and,
indirectly, the generation of NETs. The formation of NETs promoted the extravasation
of the pancreatic cancer cells into the perivascular tissue which initiated the process of
metastasis. Reduction of fibrin formation by rivaroxaban showed no significant
differences in tumor cell extravasation or number compared with the control group.
Along with the process of extravasation we observed occlusions of the liver
microvessels due to activation of blood coagulation as well as of enhanced NETosis,
which were accompanied by an increase in the endothelial HIF1a expression. The
endothelial vessel permeability regulators Angl and Ang2 could play a role for the
extravasation of the pancreatic cancer cells since their expressions were regulated by
both the local fibrin formation as well as by the generation of NETs. Together, these
results suggest that the formation of NETs enhance the transendothelial migration of
pancreatic cancer cells so that the inhibition of NET formation could efficiently suppress
the early phase of metastasis. In contrast, tumor- and host-induced activation of
coagulation seems to play a minor role in the extravasation process of tumor cells

compared with NETSs.
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