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Referat

Das pankreatische duktale Adenokarzinom (PDAC) ist die vierthaufigste krebsbedingte
Todesursache in Deutschland. Ein Faktor fir die schlechte Prognose ist die hohe
Widerstandsfahigkeit des Tumors gegeniber aulierer Einflisse aufgrund seiner
Mikroumwelt (TME). Die genaue Funktion der TME des PDAC ist noch nicht vollstandig
verstanden. Verschiedene Zelltypen werden der TME zugeschrieben. Diese beinhaltet
Zellen des Immunsystems, pankreatische Stellatumzellen und sogenannte cancer-
associated fibroblasts (CAF). Verschiedene Zelltypen konnen sich zu CAFs
differenzieren, hierzu z&hlen Perizyten, Endothelzellen und Mesenchymale
Stammzellen (MSC). Zielstellung der Arbeit ist die Erarbeitung einer Methode zur
Isolation und eine Klassifikation von MSC aus dem murinen Pankreas ohne den Einfluss
der adharenten Zellkultur.

Die Zellen wurden aus den Pankreata von 8 Wochen alten C57bl/6j Mausen isoliert, mit
CD146- und CD45-Antikérpern markiert und per Durchflusszytometer in drei Gruppen
sortiert. Von den sortierten Proben wurden direkt die RNA isoliert oder aber die Zellen in
Kultur genommen. Eine poly-A RNA-Sequenzierung der Subgruppen wurde
durchgeflhrt. Hierbei wurde aufgrund der Expressionsprofile der Oberflachenmarker die
Annahme in der nur CD146 positiven Subpopulation MSC isoliert zu haben erhértet. In
einer folgenden Cell Type enrichment Analyse konnte ein vor allem mit
hamatopoetischen Stammzellen und Endothelzellen einhergehendes Expressionsprofil
fur die vermutete MSC-Population generiert werden. In der durchgefihrten Genset-
Analyse lasst sich vor allem ein stromaler sowie endothelialer Status der CD146+/CD45-
Zielfraktion zuordnen. Aufgrund der Ergebnisse in der Zellkultur konnten keine
Differenzierungsversuche zur Einschatzung des Differenzierungspotentials durchgefiihrt
werden. Auffallig wahrend der gesamten Experimente zeigte sich ein weitestgehend mit
der Zielpopulation und MSC-Kriterien Gibereinstimmendes Verhalten der CD146-/CD45-
Population. Diese Zellen lieRen sich problemlos kultivieren. In einer Re-Sortierung nach
der Kultivierung, zeigte sich eine unerwartete Expression von CD146.

Insgesamt konnte fur keine der isolierten Populationen bestétigt werden, dass es sich
sicher um MSC handelt. Dennoch ist es gelungen sowohl eine CD146+/CD45-
mesenchymale pankreatische stromale Zellpopulation als auch eine CD146-/CD45-
pankreatische stromale Zellpopulation zu isolieren. Die Ubertragbarkeit des Experiments

auf genetisch verdnderte Mausmodelle wurde dargestellt.

Sommerer, Matthias: Isolation und Charakterisierung CD146-positiver muriner pankreatischer
mesenchymaler Stromazellen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten,
Erscheinungsjahr 2025
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1. Einleitung

1.1. Das pankreatische duktale Adenokarzinom

Das pankreatische duktale Adenokarzinom geht generell bei Stellung der Diagnose mit
einer schlechten Prognose einher. Wahrend fir alle neuaufgetretenen
Krebserkrankungen im Zeitraum 2009 bis 2015 in den USA die durchschnittliche 5-
Jahres Uberlebensrate bei 67% lag, lag die 5-Jahres Uberlebensrate des
Pankreaskarzinoms bei 9% *. Auf Deutschland bezogen liegt die relative 5JUR ebenfalls
bei 9%. Hier gab es im Jahr 2016 492.090 Krebsneuerkrankungen mit 229.827
Todesféallen. Das Pankreaskarzinom machte hiervon 18.370 Neuerkrankungen und
18.052 Todesfélle aus. Es zahlt sowohl bei Mannern als auch bei Frauen zu der
4.haufigsten Krebstodesursache 2. Ein Grund fir die schlechte Prognose ist der haufig
asymptomatische Verlauf in den friihen Erkrankungsstadien und die haufig erst spate
Diagnosestellung und Behandlung 2. Uber 50% der nach UICC Stadien klassifizierten

Pankreaskarzinome liegen sowohl bei Mannern als auch bei Frauen im Stadium IV vor
2

1.2. Tumormicroenvironment (Tumorumwelt)

Eines der Hauptaugenmerke der aktuellen Forschung beziglich des PDAC dreht sich
um das Tumormicroenvironment. Diese besteht aus Cancer-associated fibroblasts
(CAF), Immunzellen und Endothelzellen. Diese Zellen bilden und schitten
inflammatorische Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren aus und bilden somit
eine komplexe Extrazellularmatrix*. Die Extrazellularmatrix und die stromalen
Komponenten des PDAC stehen so stark im Fokus, da diese bis zu 90% der
Tumormasse ausmachen kdnnen, ein hypoxisches Tumormicroenvironment schaffen
kénnen 3, eine physikalische und metabolische Barriere der Wirksamkeit der
Chemotherapeutika sein konnen °® und dennoch bei Depletion von CAFs eine Forderung
des Tumorwachstums induzieren konnen ©. Andererseits fihrt zum Beispiel die
Depletion des Sonic Hedgehoc (Shh) Signalwegs, der bei Aktivierung fur ein
desmoplastisches fibroblastenreiches Stroma sorgt, zu einer besseren Aufnahme von
Gemcitabin in KPC-Méausen 78,

Um ein besseres Verstandnis tiber das Tumormicroenvironment zu erlangen und hiermit
Chancen zur besseren Therapie des PDAC zu generieren, werden vor allem CAFs
genau untersucht. Als CAFs bezeichnet man aktivierte Fibroblasten die sich in dem

Tumormicroenvironment befinden und sich von ihrer Aktivitdt, Form und Funktion von



inaktiven Fibroblasten unterscheiden °. In der Literatur bestehen diverse Angaben flr
Progenitorzellen von CAFs. Diese kénnen sich zum Beispiel aus Stellatumzellen (PSC),
Fibroblasten, Adipozyten, Endothelzellen, Perizyten und aus mesenchymalen
Stammzellen aus dem Knochenmark oder aus dem Fettgewebe differenzieren 115,
Wohingegen die Oberflachenmarker flir PSC bereits relativ gut erforscht sind, hierbei
handelt es sich um Desmin, glial fibrillary acidic protein (GFAP) und
Acetylcholinrezeptoren, so ist dies bei MSC nicht eindeutig. Je nach Gewebeursprung
scheinen MSC unterschiedliche Oberflachenmarker zu haben. Sunami et al.
prasentieren eine Ubersicht, in der Oberflachenmarker fiir CAFs generiert aus PSC und
MSC aus unterschiedlichen Geweben aufgelistet wurden 4. Es handelt sich hierbei um
MSC generiert bei Magenkarzinom, Brustkrebs, Pankreaskarzinom und Ovarialkarzinom
16-19 Je nach Gewebe zeigen sich unterschiedliche signifikante Marker. Die
entsprechenden Marker fur die Pankreaskarzinom-MSC sind GM-CSF, CD44+, CD73+,
CD90+, CD49a+ 8, Die MSC aus dem Pankreaskarzinom fordern das Wachstum des
Tumors, die Invasion in das umliegende Gewebe und die Metastasierung. Sie
sezernieren den Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) und die
Zellen des Pankreaskarzinoms exprimieren den entsprechenden GM-CSF-Rezeptor.
Dieses Zusammenspiel sorgt und ist notwendig fur Invasions- und
Metastasierungsprozesse 18,

Aufgrund des Einflusses von MSC auf das Tumormicroenvironment und auf die
Metastasierungs- sowie Invasionsfahigkeit des Pankreaskarzinoms, gilt es noch mehr

Uber den Ursprung mesenchymaler Stammzellen im Pankreas herauszufinden

1.3. Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen sind aktuell und seit mehreren Jahrzehnten ein sich schnell
entwickelndes Feld in der medizinischen Forschung. Sie zahlen zu den adulten
multipotenten Stammzellen 2022,

Die ersten Nennungen Mesenchymaler Stammzellen stammen aus dem Knochenmark
von Mausen. Hierbei wurden Zellen isoliert die adharent auf Plastikoberflachen wuchsen
und spindelférmige Kulturen formten %2, Diese wurden anfangs als Colony Forming Unit
Fibroblasts (CFU-F) bezeichnet. Aufgrund ihres Potentials sich in Zellen des
mesenchymalen Ursprungs zu differenzieren, hierzu zahlen Zellen die in der
Embryonalentwicklung aus dem Mesoderm abstammen wie zum Beispiel Osteoblasten,
Chondroblasten und Adipozyten, wurde neben den CFU-F der Begriff mesenchymale
Stammzellen (MSC) gepragt Z. In den folgenden Jahren wurden MSC nicht nur aus dem

Knochenmark von Mausen isoliert, sondern auch aus menschlichem Gewebe sowie aus



anderen Organsystemen 4. Es wurden MSC aus dem Nabelschnurblut -2/, aus
Fettgewebe 28-3°, weiterhin aus dem Knochenmark 28, aus dem perivaskularem Gewebe
31 und auch aus verschiedenen anderen Geweben isoliert. Da Silva Mereilles et.al
beschreiben sogar, dass nach ihren Ergebnissen MSC-Populationen oder MSC &hnliche
Zellen in kultivierbaren Population aus nahezu jedem post-natalem Organ gefunden
werden kénnen. Sie nennen hierbei Gehirn, Milz, Leber, Niere, Lunge, Knochenmark,
Muskulatur, Thymus und das Pankreas und vermuten einen perivaskularen Ursprung
als Nische fiir MSC %2,

Genauso wie es bei dem Ursprungsgewebe flir mesenchymale Stammzellen mehrere
Mdglichkeiten gibt, so gibt es auch viele unterschiedliche Protokolle zum Isolieren
mesenchymaler Stammzellen. Um bei der daraus resultierenden Diversitat der
mesenchymalen Stammzellpopulationen eine gewisse Struktur vorzugeben, wurden von
der International Society for Cellular Therapy (ISCT) minimale Kriterien erstellt um eine
Zelle als mesenchymale Stammzelle zu klassifizieren. Hierzu zahlen ein
plastikadhérentes Wachstum, die Expression spezifischer Oberflachenmarker im FACS
und die Fahigkeit in Adipozyten, Osteoblasten und Chondroblasten zu differenzieren 2,
Im FACS miussen 95% der Zellen die Oberflachenmarker CD105 (thymus cell antigen),
CD73 (Endoglin) und CD90 (5'nucleotidase, ecto/ NT5e) exprimieren. Die
Oberflachenmarker CD45 (leucozyte common antigen), CD34 (hematopoietic progenitor
cell antigen), CD14 (monocyte differentiation antigen), CD11b (Integrin alpha M), CD79a
(B-Cell antigen receptor complex-associated protein beta chain) oder CD19 (B-
Lymphocyte cell surface antigen) missen abwesend sein. Mit diesem minimalen
Kriterien sollte ein Standard zur Definition mesenchymaler Stammzellen geschaffen
werden 3.

Das Klassifikationsmodell weist aber einige Limitationen auf, die auch durch die ISCT
festgestellt wurden. Hierbei wurde explizit auf die Beschrankung der Vorgaben auf
humane MSC verwiesen. Die Oberflachenmarker sind fir humane MSCs bestétigt und
treffen eventuell nicht vollstdndig auf MSC murinen oder anderen nicht humanen
Ursprunges zu *. Zusatzlich gibt es auch einige Unklarheiten in der Literatur tiber die
tatsachlich vorhandenen Oberflachenmarker. So wird zum Beispiel CD34 als negativer
Marker fur MSC gefiihrt, wohingegen einige Studien gerade auf CD34 als
Isolationsmarker hinweisen 336, Der von Kolf et al. als bekannteste Marker fur die
Isolation von MSC beschriebene Oberflachenantikérper Stro-1 3’, wurde anhand von
CD34 positiven Zellen gewonnen . Im entsprechenden Review von Kolf et al. werden
die Oberflachenmarker fir MSC reevaluiert und nach ihrem Erscheinen und ihrer
Anwendung in weiteren Studien gelistet. Hierbei werden einige Unterschiede deutlich.

Zum Beispiel scheint CD34 vor allem bei humanen MSC ein selten vorhandener Marker



zu sein, wohingegen er bei MSC murinen Ursprunges sowohl vorhanden, als auch nicht
vorhanden sein kann. Derartige Unterschiede werden auch bei anderen
Oberflachenmarkern deutlich.

Zusammenfassend gibt es je nach Organismus oder Organsystem keinen einzelnen
eindeutigen Oberflachenmarker, der spezifisch fur MSC ist und je nach
Untersuchungsmethode oder Ursprungsgewebe der Zellen, kdénnen die
Oberflachenmarker variieren.

Die meisten als MSC Klassifizierten Zellen werden aufgrund ihrer Plastikadhérenz
gewonnen . Nach klassischen Gewebegewinnungsmethoden, diese unterscheiden
sich je nach Ursprungsgewebe, werden die Zellen falls notwendig mechanisch und
enzymatisch aus ihren Zellverbunden geltst und anschlieRend kultiviert?83%-41,

Nach mehrfachem Passagieren der Zellen und gegebenenfalls Entfernen der nicht
adharent wachsenden hamatopoetischen Zellen durch Waschschritte, werden die Zellen
nach Ablésung von der Oberflache, anhand ihrer Oberflachenmarker im FACS
exemplarisch Uberprift oder sortiert. Anschliel3end oder alternativ werden verschiedene
Differenzierungsversuche durchgefiihrt. Klassischerweise beinhalten diese die
adipogene, chondrogene und oder die osteogene Zelldifferenzierung und Bestétigung
dieser durch Farbemethoden 2426:2829.42-47 'Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft
sind an MSC viele weitere Differenzierungsversuche durchgefiihrt worden, sodass
zusatzlich zu den drei Grunddifferenzierungen noch andere hinzugekommen sind.
Beispiele dafir sind Differenzierungen in Myozyten, Kardiomyozyten, pankreatische
Zellen #6-*8, vor allem im endokrinen Bereich, und Nervenzellen. Einen guten Uberblick
Uber die verschiedenen Differenzierungen, Ursprungsgewebe fiir MSC und die
klassische Isolationsmethode liefert das Review von Ullah et al.*°.

Diese Art der Isolation, eine in vitro Methode *, ist aktuell die am weitesten verbreitete
und die sicherste Variante um MSC zu gewinnen. Mit in vitro Methode ist gemeint, dass
der MSC-Status erst nach adharenter Zellkultur evaluiert wird. Diese Methode hat aber
auch gewisse Nachteile. Die Bestimmung der MSC lauft im Ruckschlussverfahren,
sodass nach Differenzierungsversuchen oder nach Oberflachenmarkerbestimmung
einzelner Kulturen im Nachhinein davon ausgegangen wird, dass die Zellpopulation aus
MSC besteht oder diese enthalt. Hierbei offenbart sich das néchste Problem beziiglich
der Reinheit der Population. Haufig besteht bereits direkt nach Isolation der Zellen eine
gewisse Heterogenitét in den Populationen *°. Hamatopoetische Zellen werden meist
erfolgreich entfernt, aber je nach Ursprungsgewebe besteht die stromale Zellpopulation
nicht nur aus MSC. Exemplarisch im Knochenmark besteht die stromale Zellpopulation
aus MSC, Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen, glatten Muskelzellen und fraglich

auch Osteoblasten 5. All diese Zellen kénnen priméar plastikadharent wachsen und



potenziell optisch dhnlich den MSC in der Zellkultur erscheinen. Die meist heterogene
MSC-Zellpopulation besteht in der Regel aus optisch unterschiedlichen Zelltypen. Sie
reicht hierbei von kaum spindelférmigen bis zu grof3en polygonalen Zellen, die teilweise
konfluierend wachsen, dicht gepackt sind und annahernd kubisch erscheinen °°. In
anderen Fallen wird ein eher fischzugartiges Muster bei Konfluenz beschrieben. Prokop
et al. haben in den MSC-Populationen drei unterschiedliche MSC-Subtypen
beschrieben. Der erste Typus ist die klassische bekannte spindelfdrmige MSC-Zelle die
teilweise bipolare Auslaufer ausbildet. Daneben wurden grof3e polygonale Zellen
entdeckt, die eine sehr geringe Teilungsaktivitat haben und kleine 50um grol3e Zellen,
die sich schnell selbst erneuern und deshalb RS-Zellen genannt werden (rapidly self-
renewing) %2. Eine weitere optisch morphologische Fahigkeit die fir MSC-Populationen
beschrieben ist, ist die Fahigkeit bei geringer Aussaatdichte bis teilweise zu einzelnen
Zellen dennoch proliferierende Kolonien zu bilden, die sich auch differenzieren kénnen
225255 Sekiya beschreibt auRerdem ein erhohtes Wachstum und gesteigerte Zellteilung
in der Peripherie der Kulturen, wohingegen in den Zentren der Populationen die
Zellteilung zwar langsamer verlauft aber die Differenzierung stattfinden .

Mit zunehmender Anzahl der Passagierungen und zunehmender Dauer der adharenten
Zellkultur besteht ein Risiko fir Veranderungen der Populationen. Diese Veranderungen
kénnten einen grundsatzlichen Einfluss auf unser Verstandnis Uber MSC, ihre
fundamentale Natur und ihr tatsachliches Potential nehmen °°. Ein Beispiel ist die
vermutete Veranderungen von initial CD34 positiven MSC zu CD34 negativen MSC nach
adharenter Zellkultur und mehreren Passagierungen 34°¢57, Im Gegensatz zu der in vitro
Klassifizierung von MSC gibt es relativ wenige Informationen iber das in vivo Verhalten
von MSC *°,

Um derartige Artefakte zu vermeiden und potenzielle Effekte der Plastikadharenz
auszuschlieRen, ware es notwendig eine Methode zu entwickeln, anhand derer MSC
separiert werden kdnnen und erst nach ihrer Bestatigung kultiviert werden. Ein Beispiel
einer solchen Methode ist die von Crisan et al. Der Arbeitsgruppe gelang es, bei ihrem
Versuch eine perizytare Zellpopulation aus unterschiedlichen Geweben inklusive des
humanen Knochenmarks und Pankreas zu isolieren und hierbei eine Zellpopulation mit
MSC-Phanotyp und Differenzierungspotential zu gewinnen 3!, Hierbei wurde, nach der
Gewebsgewinnung und l6sen der Zellen aus ihren Verbdnden, eine Zellsortierung
anhand der Oberflachenmarker CD146 positiv und CD45, CD34 und CD56 negativ
durchgefihrt. Anschliel3en wurden die Zellen kultiviert.

Einen weiteren Ansatz dafur liefern die Methoden von Litzkendorf und Mdller et al.
(personliche Kommunikation). In ihren Experimenten versuchen sie mit Hilfe von

Zellsortierung Uber ein Durchflusszytometer anhand des positiven Oberflachenmarkers



CD146 und der negativen Sortierung fur CD45 und HLA-DR aus humanem
Knochenmark eine nicht in vitro kultivierte Population an MSC zu gewinnen und diese
auf RNA-Ebene und in Differenzierungsversuchen zu klassifizieren. Aktuell kdmpft diese
Methode vor allem mit den geringen resultierenden Zellzahlen in der nicht durch
Zellkultur vervielféaltigten Population.

Dieses grundsatzliche Modell haben wir auf murine Pankreata Ubertragen und hoffen in
diesem Rahmen nicht nur eine MSC-Population aus dem Pankreas von 8 Wochen alten
C57bl/6j Méausen zu isolieren, sondern ihren in vivo Zustand in einer RNA-

Sequenzierung zu evaluieren.

1.4. CD146

CD146, alternativ auch als MCAM oder Mel-CAM bezeichnet, wurde 1987 von Lehmann
et al. erstmalig auf Melanomen und hauptsachlich auf deren metastatischen Lasionen
entdeckt *®. MCAM steht fir melanocyte cell adhesion molecule. Es zahlt zu den
Adhéasionsproteinen der Immunglobulin  Superfamilie und wird als integrales
Glykoprotein der Zellmembran klassifiziert >, Die Arbeitsgruppe um Johnson et al.
entdeckten, dass sich CD146 auf Endothelzellen von Blutgefal3en befindet, die in
primére und metastatische Lasionen maligner Melanome einwachsen oder sich dort
bereits befinden. Dies war der erste Hinweis flir eine CD146 assoziierte Metastasierung
61,62_

Das CD146 Gen ist beim Menschen auf Chromosom 11 und bei Mausen auf Chromosom
9 lokalisiert 5. Sowohl die Gen-Sequenz von CD146, zu 76,2% identisch 54, als auch die
Proteinzusammensetzung ist zwischen Mausen und Menschen sehr dhnlich . Aufgrund
von alternativen Splicevarianten gibt es eine kurze und lange Isoform 6. Die dritte
Isoform wird als I6slich bezeichnet ist im Gegensatz zu den anderen beiden Varianten
nicht an der Zellmembran, sondern im Zytosol zu finden ®’. Die Promotorregion des
humanen CD146 wird umgeben von mehreren Konsensussequenzen mit
Sequenzmotiven fiir die Transkriptionsfaktoren SP1, AP-2 und CREB %8, Aufgrund der
existenziellen Bedeutung des AP-2 in der Embryonalentwicklung und den mehreren
vorhandenen  Bindungsstellen nahe des Promotor wird wahrend der
Embryonalentwicklung eine Hochregulierung des CD146 vermutet .

Bisher wurde CD146 auf mehreren Zellen bestatigt. Es befindet sich auf Zellen des
vaskularen Systems, hierzu zéhlen Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Perizyten
3L70-73_ Die generelle Verbreitung im vaskularen Systems in der Embryonalentwicklung
und der Einfluss von CD146 auf die Angiogenese wurde an Zebrafischen nachgewiesen
7475 Hierbei bestehet ein deutlicher Zusammenhang, sodass bei einem Knockout von

CD146 die Vaskularisation stark gehindert wird und schlecht entwickelte intersomitische



GefaRe ausgebildet werden. Eine Uberstimulation hingegen fiihrt zu einer deutlichen
Induktion der Angiogenese.

Auf ungefahr 1% der mononukledren Blutzellen kann CD146 ebenfalls nachgewiesen
werden, auch auf T-, B- und NK Zellen 8. In verschiedenen Krebserkrankungen wurde
die Anwesenheit von CD146 beobachtet. Beispiele dafir sind das maligne Melanom,
Brustkrebs, Leukamie, Nierenzellkarzinom, Lungenkarzinom, Pleuramesotheliom und
das Prostatakarzinom 778, Hohere Expressionslevel gehen, der Umfang der
Komplikationen ist abhangig von der Tumorentitat, mit einer erhdhten Neigung zur
Bildung von Metastasen, verstarkter Angiogenese, erhohter Rezidivrate, starkere
Invasion des umliegenden Gewebes und/oder mit einem schlechterem Outcome einher
%, In der Embryonalentwicklung wurde die Existenz von CD146 ebenfalls festgestellt.
So wurde bei Huhnern ein erhohtes Expressionslevel von CD146 im Trachealepithel in
der frihen embryonalen Phasen festgestellt, dass in der spéteren Embryonalphase und
nach dem Schltipfen aus dem Ei nicht mehr nachzuweisen war #'. Ein weiterer Nachweis
fur CD146 wurde im Immunsystem erbracht. Im Gewebe des Thymus wird von fast allen
Elementen der Microenvironment CD146 exprimiert. lhm wird eine wichtige Rolle in der
Erhaltung der Architektur des Thymus sowie in der Transmembranmigration und der
Homingfunktion fir Lymphozyten zugeschrieben . Zusatzlich besteht ein positiver
Zusammenhang fur proinflammatorische Reaktionen und einem stark exprimierten
CD146 . Dieser Zusammenhang wurde bei verschiedenen inflammatorischen
Erkrankungen bestétigt. Beispiele sind die idiopathische Myopathie 8°, chronisch
entziindetes Gewebe t, Rheumatoide Arthritis %°, COPD °! und Multiple Sklerose %23,
Die Relevanz von CD146 zu dieser Arbeit besteht darin, dass es neben seinen anderen
schon aufgeflihrten Lokalisationen auch von Mesenchymalen Stammzellen exprimiert
wurde. Die erstmalige Identifizierung von CD146 als méglichen Marker fir MSC erfolgte
im Jahre 2003. Shi et al. untersuchten Knochenmark-MSC (KM-MSC) und Zahnpulpa-
MSC auf perizytare Marker, um einen Rickschluss auf die Ursprungsnische von MSC
schlieBen zu kodnnen. Sie isolierten aus beiden Geweben mit magnetischer
Zellsortierung eine vermutete MSC-Population aus Stro-1 positiven Zellen und diese
wurden auf ihre vaskularen Oberflachenantigenen untersucht. Im Gegensatz zum vWF,
der von den Stro-1 positiven MSC-Populationen nicht exprimiert wurde, wurden CD146
und alpha-SMA exprimiert. Sie stellten die Vermutung auf, dass adulte MSC ihren
Ursprung in der perivaskularen Nische haben und CD146 ein Marker fir MSC sein
konnte . Aufgrund von hoherer CD146 Expression auf humanen Umbilicalvenen
perivaskulérer Zellen im Vergleich zu humanen KM-MSC, wurden die perivaskularen
Zellen mit KM-MSC verglichen. Es stellte sich heraus, dass die perivaskularen Zellen

eine hohere Proliferationsrate als KM-MSC hatten und ebenfalls zur Differenzierung in



Adipozyten, Chondro- und Osteoblasten fahig waren. Bei den perivaskularen Zellen
wurde ein hoheres Level von CD146 im Vergleich zu den KM-MSC festgestellt %. Es
wurden sowohl die Rilckschlisse getroffen das perivaskulare humane
Umbilicalvenenzellen moéglicherweise potentere MSC sind als auch das CD146 ein
Marker fiir MSC sein konnte. Unterstiitzt wurde diese Uberlegung durch den Nachweis,
dass CD146 positive Perizyten und MSC ein ahnliches funktionelles und Gen-
Expressionsprofil haben 4% Weitere Untersuchungen bestatigten nicht nur die
Differenzierungsfahigkeit von CD146 MSC %7, sondern auch die Moglichkeit zur
Isolation dieser aus unterschiedlichen Geweben, inklusive des humanen Pankreas 3.
Russel et al. gehen davon aus, dass eine hohere CD146 Expression im FACS mit einem
hoheren trilinearen Differenzierungspotential einhergeht %,



2. Zielstellung

Mesenchymale Stammzellen kénnen aus verschiedenen unterschiedlichen Geweben
des Korpers isoliert werden®. Die Isolation von multipotenten Perizyten aus dem
murinen Pankreas mit Differenzierungs- und Stammzellpotential ist bereits gelungen®..
MSC oder CAFs die sich aus MSC bilden, gehtren zur Tumormicroenvironment des
PDAC*. Es besteht ein gesicherter Einfluss von MSC auf das Wachstum und die
Invasionsfahigkeit von Pankreaskarzinomen?®. Ein relevanter Oberflachenmarker zur
Spezifizierung von MSC ist CD146%.

Ziel der Arbeit ist die Entwicklung und Bestéatigung einer Methode zur Isolation
Mesenchymaler Stammzellen aus dem murinen Pankreas. Hierbei soll mit einer
Zellsortierung anhand der Oberflachenmarker CD146 und CD45 eine MSC-Population
kultiviert und auf ihre Eigenschaften mittels einer mRNA-Sequenzierung untersucht
werden.

Sollte die Isolation von MSC aus dem murinen Pankreas gelingen, so kann in weiteren
Projekte versucht werden, eine MSC-Population aus genetisch veranderten
Mausmodellen zu isolieren und ihren Status und Einfluss auf das Tumorwachstum von

PDAC zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu analysieren.



3. Material und Methodik

3.1. Materialien

3.1.1. Laborgerate

Analysenwaage ABJ220-4NM

Axiocam 503 color

Biofuge primo R

Centrifuge 5427 R (Tischzentrifuge)
Cimarec i Poly 15 Multipoint Ruhrer

FACS Aria
Flockeneisbereiter AF 100 AS-E

Gefrierschrank -80°C Herafreeze
Gefrierschrank -80°C VWR 400 86
gentleMACS Octo Dissociator with
Heaters

HERASafe HS 12 Sicherheitswerkbank

IKA Schittler Vortex 25000

Inkubator (Brutschrank)
Kuhlschrank 4°C

Kihlschrank comfort -20°C

Kihlschrank mediline -20°C

Kuhlschrank 6ko super -20°C
Kuhlschrank profiline 4°C

Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Heraeus, Thermo Fisher Scientific,
Waltham MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham MA,
USA

BD Bioscience,San Jose, USA
Scotsman Europe-Frimont S.p.A. ,
Frimont, Italien

Heraeus, Thermo Fisher Scientific,
Waltham MA, USA

VWR International Gmbh, Darmstadt,
Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA,
USA

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Philipp Kirsch GmbH, Willstatt-Sand,
Deutschland

Liebherr, Kirchdorf an der lller,
Deutschland

Liebherr, Kirchdorf an der lller,
Deutschland

Liebherr, Kirchdorf an der lller
Liebherr, Kirchdorf an der lller;

Deutschland
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Magnet Komet 15/30/50

Mikroskop Axiovert 200
Multifuge X3R Centrifuge

Nanodrop One

NeoVag Maxi Absaugsystem regelbar

Neubauer-Zahlkammer

Pipetus

Tischabzug Typ TA 1500x900

Tischzentrifuge Labnet Force 7

Vortex Gene 2

Wasserbad

Wasserbad Schiittelvorrichtung

3.1.2. Verbrauchsmaterial

5ml Rundbodenrdéhrchen, Polypropylen

6/24 Well Cell Culture Plate

Cell culture Flasks 25/75/150cm2,
50/250/550ml, PS, redv filter cap, sterile
Einmalhandschuhe Nitril white L
Einwéagschalen

Einweg Skalpelle

Glaspasteurpipetten (225mm)
gentleMACS C Tubes

Loffel
Petri dish 94x16, with vents, with logo,

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA,
USA

Carl Zeiss, Jena

Heraeus, Thermo Fisher Scientific,
Waltham MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham MA,
USA

neolLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Hirschmann Laborgeréate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Waldner Laboreinrichtungen, Wéngen,
Deutschland

Labnet, Corning Incorporated, New York,
USA

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA
Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach,
Deutschland

Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach,

Deutschland

Falcon, Corning Incorporated, New York,
USA
Cellstar, Greiner bio one, Frickenhausen

Cellstar, Greiner bio one, Frickenhausen

Vasco, Braun, Northamptonshire, UK

Servoprax GmbH, Wesel, Deutschland

Brand GmbH + Co, Wertheim, Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Greiner bio one, Frickenhausen,



heavy version, steril

Pinzette

Pipettenspitzen, Filter 10/100ul, PCR
clean/sterile

Pre-Separation Filters, 30um

Safe-Lock Tubes 1,5ml/2ml

Serologische Pipetten 2/5/10/25ml

Sterile Spritze 20ml Luer-lok Plastipak
Sterile Syringe Filter 0,2um Cellulose
Acetate

Tubes, 15/50ml, PP, graduated, conical
bottom, blue screw cap, sterile

VWR LAB Marker Fine Tip

Zellsieb 100um

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

1000 Eppendorf Tubes, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Cellstar, Greiner bio one, Frickenhausen,
Deutschland

Becton-Dickinson, Franklin Lakes, USA
VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Cellstar Tube, Greiner bio one,
Frickenhausen, Deutschland

VWR Scientific, San Francisco

Falcon, Corning Incorporated, Corning,
USA

3.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Accutase Cell Dissociation Reagent

Amphotericin B
Bovine Serum Albumin (BSA)

CacCl; (Calciumchlorid)

Collagenase P (100mg/ml GBSS)

CeH1206 (Glucose)

Dapi, Dihydrochlorid (10mg)

DMEM low Glucose

Gibco, StemPro, Life Technologies Limited,

Paisley

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Calbiochem, EMD Biosciences, San Diego,

USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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DNAse 1 (100mg/ml Wasser)

Ethanol absolut

Ethanol 70%, vergallt

Ethylendiaminetetraacetid acid
F12
FBS Superior 500ml

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

Mesenchymal Stem Cell Growth
Medium 2

Mesenchymal Stem Cell SupplementMix

MgCl,.6H.0O (Magnesiumchloridhexa-
hydrat)

MgSO.4 (Magnesiumsulfat)

NaCl (Natriumchlorid)

NaHCOs; (Natriumhydrogencarbonat)

NazHPO. (Dinatriumhydrogenphosphat)
Nycodenz AG
PBS w/o Ca2+ w/o Mg2+ low endotoxin

Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Walter cup GmbH+Co KG, Kiel,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Gibco, Life Technologies Limited, Paisley,
UK
Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Promocell GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Promocell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Axis Shield, Gen Group, San Jose, USA
Biochrom GmbH, Berlin

Gibco, Life Technologies Limited, Paisley,
UK
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Pronase (100mg/ml Wasser) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

TRIzol Reagent Ambion by life technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham MA, USA

Trypsin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
3.1.4. Kits
DirektZol RNA MicroPrep Zymo Research Corp., Irvine, USA

e Collection Tubes

¢ Direct-zol RNA PreWash
¢ DNA Digestion Buffer
eDNase |

e DNase/RNase-Free Water
* RNA Wash Buffer

¢ Tri Reagent

e Zymo-Spin IC Columns

Spleen Dissociation Kit Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland
¢ Buffer S (20x Stock Solution)
e Enzyme D (lyophilized powder)
e Enzyme A (lyophilized powder)

3.1.5. Medien

PSC-Medium (490ml):

* 40% DMEM low Glucose (200ml)
¢ 40% F12 (200ml)

¢ 16% FBS (80ml)

¢ 1% Pen-Strep (5ml)

¢ 1% Amphotericin (5ml)

MSC-Medium (500ml):

¢ Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2 (450ml)
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¢ Mesenchymal Stem Cell SupplementMix (50ml)
¢ 1% Pen-Strep (5ml)
¢ 1% Amphotericin (5ml)

Hamatoonko-Medium

¢ DMEM low Glucose (500ml)

¢ 1% Pen-Strep (5,6ml)

¢ 10% humanes Plattchenlysat (55ml)
e Heparin 1 I.E./ml (1,1ml)

3.1.6. Antikorper

CD45-FITC, mouse (REA737) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland
CD146 (LSEC)-PE, mouse (REA1064) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

Deutschland

3.1.7. Lésungen

FACS-Puffer:
¢ PBS (pH 7,2)
¢ 0,5% BSA
o2mM EDTA:

Geys Balanced Salt Solution (mit Salz/ohne Salz)

¢ Aqua dest: 500ml

e MgCl,.6H,0: 0,105g

e MgS0,. 0,0171g

«KCl: 0,185g

e KH,PO4: 0,015¢g

¢ Na,PO4; 0,0598g

¢ NaHCOs: 0,59

e CgH1206: 0,59

e NaCl: 3,5g (nur bei mit Salz hinzufligen)
e CaCl» 0,11269g
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Nycodenz-L6ésung 1: Enzymmix

e GBSS 20ml/30ml

¢ Collagenase P 50ul/75ul (0,0025%)
e Pronase 20pl/30ul (0,001%)

e DNase 1ml/1,5ml (5%)

Nycodenz-Lésung 2: GBSS 0,3% BSA

¢ GBSS 10ml
¢ BSA 30mg

Nycodenz-Lésung 3: GBSS 28,7% Nycodenz

¢ GBSS ohne NaCl5ml
¢ Nycodenz AG 1,435¢g

Verdauungspuffer:

¢ HBSS 20ml/30ml

¢ Collagenase P 50ul/75pl (0,0025%)
¢ Pronase 20pl1/30ul (0,001%)

e DNase 1ml/1,5ml (5%)

3.1.8. Biologisches Material

Maus C57BI/6J, 8 Wochen alt, mannlich

weiblich

Maus K-rastSt-6120/+:pdx-1-Cre(KC),

8 Wochen alt, mannlich und weiblich

Charles River Laboratories, Wilmington und

USA
Zentrum fur Medizinische Grundlagen-

forschung, Halle (Saale), Deutschland

Zentrum fur Medizinische Grundlagen-

forschung, Halle (Saale), Deutschland
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Maus Pdx-1-Cre(CRE),

8 Wochen alt, mannlich und weiblich

Zentrum fur Medizinische Grundlagen-

forschung, Halle (Saale), Deutschland

17



3.2. Methoden
3.2.1. Gewebsgewinnung

Die Gewinnung von Pankreata aus C57BIl/6J-M&usen wurde Anhand der Meldung zur
Totung von Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken K2aM3 mit dem Titel
.Pankreas-Fibroblasten in der Pankreaskarzinogenese® durchgefthrt. Die Gewinnung
von Pankreata aus K-ras-S-¢120+:pdx-1-Cre(KC) und Pdx-1-Cre (CRE) Mausen wurde
Anhand der Genehmigungsnummer des Landesverwaltungsamtes Sachsen-Anhalt
MLU 2-1348 durchgefuhrt. Tiergerechte Tétung und Organentnahme wurden von
erfahrenen Experimentatoren durchgefihrt.

Zur Gewinnung der murinen Pankreata wurden die Mause per Genickbruch getdtet. Um
eine bakterielle Kontamination des Gewebes zu vermeiden, wurden sie mit 70-
prozentigem Ethanol bespriiht. Die Bauchhohle sowie der Thorax wurden Uber einen
Langsschnitt eréffnet, um zu dem intraperitoneal gelegenen Pankreas zu gelangen. Das
Pankreas ist bindegewebig an der Milz fixiert. Uber die Milz wurde das Pankreas
lokalisiert. Mit einer Praparationsschere oder einem Skalpell und einer Pinzette wurde
das Pankreas von der Milz und dem Fettgewebe gelost. Zur weiteren Verarbeitung
wurde das Pankreas in einem 50ml Falcon in HBSS gewaschen und auf Eis gelagert zur

sterilen Werkbank transportiert.

3.2.2. Nycodenz-Dichtezentrifugation

Die Nycodenz-Dichtezentrifugation ist eine Methode um Zellen, subzellulare Organellen
und Membranen oder Viren nach ihrer Dichte vom restlichen Gewebe zu separieren. Im
Vergleich zu anderen LOsungen (z.B. Metrimazide oder Percoll-Losung) sei die
Nycodenz-Lésung weniger toxisch, Hitze bestandiger und erhélt eine normale
Zellmorphologie bei der Separation.

Die Methode zur Isolation von Stellatumzellen aus dem Pankreas wurde von Apte et.al.
nach dem initialen Protokoll von Schafer et al. zur Isolation von Stellatumzellen aus der
Leber abgewandelt®®1%,

Um die Nycodenz-Dichtezentrifugation durchzufiihren, muissen drei verschiedene
Losungen mit einer unterschiedlichen Dichte hergestellt werden. Dafir wird GBSS,
Gey'’s balanced salt solution benétigt. Zur Herstellung von GBSS mussen verschiedene
Substanzen genau eingewogen werden (siehe 3.1.7 GBSS) und in destilliertem Wasser
geldst werden. Je nachdem ob das GBSS Kochsalz oder nicht enthalten soll, wird dieses
beigefugt oder nicht. Im letzten Schritt der Herstellung.muss der Losung Calcium-Chlorid

hinzugefiigt werden. Hierfur wird die Menge an Calciumchlorid in 2ml bidestilliertem
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Wasser gel6st. Anschliel3end wird diese Losung tropfchenweise den GBSS-Behéltern
hinzugefiigt, um ein Ausfallen der Substanzen zu verhindern. Das GBSS wird
anschlie3end bis zur Verwendung gekuhlt gelagert.

Mithilfe des GBSS miussen drei verschiedene Losungen hergestellt werden. Die erste
Ldsung ist der Enzymmix. Sie besteht fir 20ml GBSS, 0,02% Pronase (20ul) , 0,05%
Collagenase P (50ul) und 0,1% DNase (1ml). Die zweite Losung ist GBSS mit 0,3%
BSA. Hierbei werden 10ml GBSS 30mg BSA hinzugegeben. Die dritte Losung ist GBSS
mit 28,7% Nycodenz. Hierbei werden 1,435g Nycodenz in 5ml GBSS ohne NaCl Beisatz
vermischt.

Nach Vorbereitung der bendtigten Losungen kann mit der Entnahme des Pankreas wie
in 3.2.1. beschrieben begonnen werden.

Ist das Mauspankreas in der sterilen Werkbank angekommen, wird es aus dem 50ml|
Falcon in eine saubere Petrischale tibernommen. Um das Pankreas grob vom HBSS zu
trennen, wird das Gewebe mit einer Pinzette in eine weitere auf einer Kihlplatte
positionierten Petrischale Ubernommen. Das Pankreas wird auf Verunreinigungen
inspiziert und bei Bedarf werden andere Organ- oder Gewebsstiicke entfernt. Mit einem
Skalpell und einer Pinzette wird das Gewebe nun grindlich zerkleinert, sodass die
einzelnen Gewebsbrocken kleiner als 2mm3 sind. Das zerkleinerte Gewebe wird
anschlieRend mit der Pinzette in ein 50ml Falcon Gbernommen das den Enzymmix
enthalt. Der Enzymmix ist bereits auf eine Temperatur von 37°C im Wasserbad
vorgeheizt. Der Enzymmix wird 40 Minuten im Wasserbad platziert. Alle 5 Minuten wird
das Falcon vorsichtig und grindlich geschwenkt. Alternativ kann eine Schwenk- oder
Ruttelvorrichtung benutzt werden. Nach Ablauf der 40 Minuten wird das Falcon aus dem
Wasserbad entnommen und wieder unter der sterilen Werkbank platziert. Die
entstandene GBSS-Pankreas-Suspension wird nun gefiltert. Hierzu wird ein 100pum-
Filter auf einen weiteren Falcon platziert. Danach wird vorsichtig die Suspension auf den
Filter pipettiert. Um etwaige Rickstande im ersten Falcon zu vermeiden, wird es mit 5ml
HBSS gespult und die Flussigkeit ebenfalls durch den Filter pipettiert. AnschlieRend wird
die filtrierte Suspension bei 450xG fur 6 Minuten und mit einer Temperatur von 4°C
zentrifugiert. Der nach der Zentrifugation entstehende Uberstand wird nach der
Zentrifugation abgesaugt. Das Ubrig gebliebene Zellpellet wird durch vorsichtiges
Pipettieren in 5-10ml GBSS resuspendiert und erneut unter den vorher genannten
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut verworfen.

Folgend beginnt die Aufschichtung des Dichtegradienten. Das Zellpellet wird in 4,75ml
GBSS mit 0,3% BSA resuspendiert. Zu der Suspension werden nun 4ml GBSS mit
28,7% Nycodenz geben und einmalig vermischt. Mit einer 1000p! Pipette werden durch

vorsichtiges Heruntergleiten an der Falconwand 3ml GBSS mit 0,3% BSA auf die
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bestehende Suspension geschichtet. Anschlielend wird die Probe fir 20 Minuten bei
1400xG und 4°C unter Ausschaltung der Rotorbremse zentrifugiert. Innerhalb der 20
Minuten wird ein neues 50ml Falcon mit 15ml GBSS vorbereitet. Nach der Zentrifugation
wird die Probe zurlick unter der sterilen Werkbank platziert. Es sollte sich nun eine
Schichtung in dem entsprechenden Falcon ausgebildet haben. Auf dem Boden des
Falcons befindet sich ein Zellpellet. Oberhalb des Zellpellets befindet sich die vermischte
Schicht aus GBSS mit 0,3% BSA und GBSS mit 28,7% Nycodenz und daruber befindet
sich die Schicht aus GBSS mit 0,3% BSA. Zwischen den beiden Schichten sollte sich
eine weitere Schicht ausgebildet haben. In dieser Schicht befinden sich flockige, weilie
Zellkonglomerate. Diese Schicht wird auch ,fluffy layer® genannt. In ihr befinden sich
fibroblastoide Zellen und vor allem die Pankreas-Stellatumzellen. Es werden durch
vorsichtiges Pipettieren die Zellen aus der Zwischenschicht entfernt und in das
vorbereitete neue Falcon Ubernommen. Das neue Falcon wird anschlieBend fir 7
Minuten bei 450xG und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Probe
in 50ul FACS-Puffer resuspendiert und fir das FACS weiter préapariert.

3.2.3. Neue Zellisolationsmethode

Der weitere Ablauf beschreibt die Zellisolationsmethode fur die C57BI/6J-Mause. Um
einzelne Zellen aus den entnommenen Pankreata herauszuldésen, werden diese
zunachst unter sterilen Bedingungen in einer von unten gekihlten Petrischale mit
Skalpell und Pinzette in mdglichst kleine Teile zerschnitten. Das zerschnittene Gewebe
wird in ein 50ml Falcon mit 20ml des auf 37°C im Wasserbad erwarmten
Verdauungspuffer (HBSS + 0,0025% Collagenase + 0,001% Pronase + 5% DNase)
tubernommen. Schlecht I6sliche Zellreste auf der Petrischale werden in 2-3ml des
Verdauungspuffers resuspendiert und ebenfalls in das 50ml Falcon Gibernommen. Das
Falcon wird fUr eine halbe Stunde bei 37°C im Wasserbad platziert und alle 5 Minuten
manuell geschwenkt. Alternativ kann auch eine in das Wasserbad eingesetzte
Schiittelvorrichtung benutzt werden. Durch die Enzyme wird das Gewebe angedaut und
einzelne Zellen I6sen sich aus dem Zellverbund. Nach Ablauf der 30 Minuten wird das
Falcon aus den Wasserbad genommen und in der sterilen Bank platziert. Dort wird die
Zellsuspension durch einen 100um Filter, der einem neuen 50ml Falcon aufliegt,
gegossen. Fir etwaige Ruckstdnde im ersten Falcon, wird dieses mit 20ml FBS-haltigem
Medium, vorzugsweise PSC-Medium, gespiilt und ebenfalls durch den Filter in das neue
Falcon gegossen. Um die Zellen von den Resten des Verdauungspuffers zu trennen,
wird das neue Falcon bei 450xG und 4°C fir 10min zentrifugiert. Nach dem

Zentrifugieren wird der Uberstand verworfen und die Zellen in 10ml FACS-Puffer oder
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HBSS resuspendiert. Davon werden zweimal 10ul entnommen, um die Zellzahl mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer zu bestimmen. Wahrend des Zahlens wird die
Zellsuspension bei 450xG und 4°C fiir 10min erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird
wieder verworfen. Anschliel3end wird die Probe fur das FACS vorbereitet.

Fur die Mause der genetischen Sorte K-ras-S-¢120+:pdx-1-Cre(KC) und der Sorte Pdx-
1-Cre(CRE) wurde eine andere lIsolationsstrategie verwendet. Vor allem da weniger
Versuchstiere zur Verfigung standen, wurde nach einer effizienteren
Zellisolationsmethode gesucht.

Hierbei zeigte sich die Isolation einzelner Zellen mit Hilfe des gentleMACS Systems und
dem Spleen Dissociation Kit mouse von Miltenyi Biotech als erfolgsversprechend.

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben werden die Pankreata aus den
Transportfalcons auf eine Petrischale Gibernommen, um sie von der Transportflissigkeit
grob zu trennen. Im néachsten Schritt werden die Pankreata in ein vor der
Gewebsgewinnung vorbereitetes gentleMACS C Tube Ubernommen. Dieses Tube
enthélt einen Enzymmix aus 2,4ml einfachem Buffer S, 50ul Enzym D und 15ul Enzym
A. Das C Tube wird fest verschlossen und umgekehrt auf dem vorgewarmten
gentleMACS Dissociator positioniert. Nun wird das Dissoziationsprogramm
m_spleen_02 gestartet. Hierbei werden die Pankreata unter grof3er Geschwindigkeit
durch den drehenden Rotor des gentleMACS fir 2min zerkleinert. AnschlieRend wird
das Programm 37C_m_SDK 1 aktiviert. Hierbei werden fur weitere 15min die Pankreata
unter langsamer kontinuierlicher Bewegung des Rotors dem enzymatischem Verdau
ausgesetzt. Um nach der Gewebsdissoziation alle Zellen zu sammeln, wird die Probe
kurz abzentrifugiert. Nun wird die Probe resuspendiert und mit einer 1000ul-Pipette auf
den auf einem neuen 50ml-Falcon platziertem Pre-Separation Filter pipettiert. Der Pre-
Separation Filter hat eine Porengréf3e von 30um. AnschlieRend wird der Filter mit 7,5ml
Buffer S gewaschen. Der Filter kann nun verworfen werden.

Die gefilterte Probe wird nun bei 300xG bei 4°C fur 10min zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgesaugt. Nun werden die Zellen in 10ml FACS-Puffer Ubernommen und
resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl werden nun 10ul enthommen und in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Wahrend des Zahlens wird die Zellsuspension bei
450xG und 4°C fiir 10min erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird wieder verworfen. Bis

zur weiteren Verarbeitung wird die Probe bei 4°C gekihlt gelagert.
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3.2.4. FACS

FACS, auch Durchflusszytometrie genannt, steht fiir flourescence activated cell sorting.
Mit dieser Methode wird es ermdglicht Zellen, nach GréRe, Granularitdt und
Fluoreszenzeigenschaften aufzutrennen.

Grundprinzip des FACS ist, dass die Elektronen eines bestimmten Stoffes, des
sogenannten Lasermediums, durch Energiezufuhr von auf3en angeregt werden und in
eine hohere energiereichere Umlaufbahn kommen. Beim Verlassen dieser
energiereicheren Umlaufbahn, was durch eine Lichtquelle erzwungen werden kann,
werden Lichtquanten frei. Durch die stimulierte Emission kommt es unter weiterer
Verstarkung dieses Effektes zur Aussendung eines Lasers. Laser haben einen hohen
Grad an Koharenz, sind stark gebiindelt und besitzen jeweils eine charakteristische
nahezu konstante Wellenlange. Der Laser wird in einem Durchflusszytometer auf eine
Messklvette gerichtet. Durch diese laufen die Zellen. Trifft der Laser auf die Zellen wird
das Licht sowohl gestreut als auch reflektiert und tUber Detektoren wieder aufgefangen.
Das ermdglicht die Analyse der Parameter FSC und SSC. Das sind die Parameter zum
Ermitteln der Gré3e und Granularitat der Zellen. Zusatzlich werden die Uber Antikorper
an spezifische Oberflichenmarker der zu untersuchenden Zellen gebundenen
Flourochrome stimuliert. Dadurch emittieren Sie ebenfalls Licht. Dieses Licht kann tber
das exakte Zusammenspiel von Filtern, Spiegeln und Detektoren aufgefangen und
bestimmten Wellenlangenbereichen und damit Farbspektren zugeordnet werden.
Ausgewertet werden die so gewonnene Daten meist in graphischen Darstellungen in
Form von Diagrammen. Die in dieser Arbeit genutzten Formen der Darstellung der
FACS-Ergebnisse sind das Dot-Plot und das Konturplot.

Sollen die Zellen nicht nur vermessen werden, sondern nach der Vermessung noch fur
weitere Experimente zur Verfligung stehen, missen die Zellen sortiert werden.
Normalerweise wird die Probe, die durch das FACS lauft, tber ein Schlauchsystem in
einen Abfallbehalter geleitet. Beim Sortieren werden die Zellen in einen in Schwingung
versetzten Schlauch geleitet. Dieser Schlauch sorgt dafiir, dass die Flissigkeit und damit
die Zellen tropfchenweise und somit einzeln abgegeben werden. Um die einzelnen
Zellen nach ihren im FACS bestimmten Eigenschaften zu sortieren, werden die Zellen,
je nachdem zu welcher Population sie gehoren, positiv oder negativ geladen und tber
ein elektrostatisches Feld ladungsabhéngig in ihre zugehérigen Auffangréhrchen
abgelenkt.

Die, wie in den vorbestehenden Kapiteln beschrieben, isolierten Zellen missen fir das
FACS als erstes gefarbt werden. Die bendtigte Menge an Antikorpern und FACS-Puffer

wird anhand der in der Neubauer-Zahlkammer bestimmten Zellzahl errechnet.
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Das Zellpellet wird pro 10° Zellen in 100ul FACS-Puffer durch vorsichtiges auf und ab
pipettieren resuspendiert. Ist das Pellet geldst, werden jeweils 2ul des mit FITC
gelabelten CD45 Antikdrper und des mit PE gelabelten CD146 Antikorper pro 10° Zellen
hinzugegeben. Die Zellsuspension wird 10min gekihlt und lichtgeschitzt mit den
Antikérpern inkubiert. Zum Waschen der nichtgebundenen Antikérper werden 5ml
FACS-Puffer hinzugegeben und die Zellsuspension bei 450xG und 4°C fir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut verworfen und das Pellet wird in 1,5ml FACS-
Puffer resuspendiert. Zusatzlich werden 1,5ul DAPI hinzugegeben, um bei der
Durchflusszytometrie die toten von den lebenden Zellen unterscheiden zu kénnen. Die
Zellsuspension wird aus dem 50ml Falcon in ein 5ml Falcon tbernommen, das fur die
Durchflusszytometrie geeignet ist. Die Zellen werden auf Eis gekihlt und lichtgeschuitzt
zum Durchflusszytometer transportiert.

Um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit der Durchflusszytometrie zu erreichen, wurden
die Zellen bei jedem Durchlauf auf exakt die gleiche Weise vorbereitet und das FACS
wurde auf die Zellen und die einzelnen Antikorper eingestellt.

Das bedeutet es wurde als erstes eine Population der Zellen ohne die Zugabe eines
Antikorpers eingelesen und nach Forward- und Side-Scatter geeignet im Graphen
positioniert. Danach wurden Proben, die jeweils nur mit einem Antikérper gefarbt
wurden, eingelesen, um die Intensitat der Fluoreszenz einzustellen.

Um nun die Zellen zu sortieren, wurden drei Sets bestimmt.

Set 1: CD146+ CD45- (+/-)

Set 2 (Kontrollgruppe 1): CD146+ CD45+ (+/+)

Set 3 (Kontrollgruppe 2): CD146- CD45- (-/-)

Wie oben beschrieben wurden die mit beiden Antikérpern und DAPI versetzten Zellen
zum Sortieren benutzt. Jedes Set an Zellen wurde in ein separates 5ml Falcon mit 0,5ml
vorgelegtem Medium sortiert. Nach dem Sortieren wurden die Zellen entweder direkt in

Kultur genommen oder fir die Gewinnung von RNA vorbereitet.

3.2.5. Zellkultur

Die im FACS sortierten Zellen wurden, je nach Zellzahl, unter sterilen Bedingungen in
24-/6-Well-Platten oder T25-Zellkulturflaschen mit unterschiedlichen Medien bei 37°C
und 5% CO: kultiviert. Die Zellen wurden alle 2 Tage mikroskopisch begutachtet und zu
bestimmten Zeitpunkten fotographisch dokumentiert.

Mediumwechsel wurden alle 2 bis maximal 3 Tage durchgefihrt, durch Absaugen des

alten Mediums und Zugabe von frischem im Wasserbad auf 37°C angewarmten Medium
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in einer fur das Kulturgefal® entsprechenden Menge (1ml-1,5ml bei 24-Well-Platten bis
20-25ml bei T175-Zellkulturflaschen).

Bei zunehmender Konfluenz der einzelnen Kulturen wurden die Zellen mit Hilfe von
Trypsin passagiert. Bei Uber 70% Konfluenz wurden die Zellen in das néchstgrél3ere
Kulturgefa3 passagiert. Fur das Passagieren mit Trypsin wurde zunéchst das alte
Medium abgesaugt und danach das Zellkulturgefal3 mit HBSS gewaschen. Das HBSS
wurde erneut abgesaugt und das ZellkulturgefaR mit auf 37°C erwarmtem Trypsin
bedeckt. Die Kultur wurde 3-8min im Brutschrank mit Trypsin inkubiert und nach einem
dosiertem Handkantenschlag gegen das Kulturgefald mikroskopisch auf Ablésung
Uberpruft. Bei ausreichender Ablosung der Zellen wurde die Wirkung des Trypsins unter
sterilen Bedingungen mit der doppelten Menge an FBS-haltigem Medium inhibiert. Die
Zellsuspension wurde daraufhin in ein 50ml Falcon Gbernommen und zum Entfernen
des Trypsins bei 450xG und Raumtemperatur fiir 10min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entsorgt und das Pellet in einer fur das neue Kulturgefald entsprechenden Menge
an Medium resuspendiert. Daraufhin wurden die Zellen in das neue Kulturgefald
tbernommen und erneut bei 37°C und 5% CO- kultiviert.

Einmalig erfolgte nach Zellkultur die erneute Sortierung der kultivierten Zellen im
Durchflusszytometer. Nach standardisiertem Ablésen der Zellen mittels Trypsin und der
entsprechenden Waschschritte erfolgte die Zellzahlbestimmung mittels einer Neubauer-
Zahlkammer. Anschlieend erfolgte die Markierung der Zellen mittels Antikorper wie in
Abschnitt 3.2.4 beschrieben und folgend die entsprechende Aufteilung der Zellen in die
3 Gruppen.

3.2.6. RNA-Isolation

Die nach der Durchflusszytometrie gewonnenen Zellsuspensionen wurden aus den 5ml
Falcons in 2ml Eppendorftubes tibernommen. Diese wurden bei Raumtemperatur und
450xG fur 5-10min zentrifugiert. Dieser Schritt separiert die Zellen von dem Medium.
Nach der Zentrifugation wurde das Medium vorsichtig abgesaugt. Das verbleibende
Pellet wurde in 500pl Trizol resuspendiert und fir 5min inkubiert. Das Trizol lysiert die
Zellen. Danach wurde die 500l Suspension auf zwei 2ml Eppendorftubes zu je 250ul
aufgeteilt. Zu jedem Tube wurden 250ul Ethanol hinzugegeben und die Suspension
durch vorsichtiges Pipettieren grundlich vermischt. Die Suspensionen wurden nun
jeweils in eine eigene Zymo-Spin IC Column, die in Collection Tubes standen, pipettiert
und bei 16.000xG und Raumtemperatur fur 1min zentrifugiert. Die Durchflisse wurden
verworfen und die Saulen mit 400ul RNA Wash Buffer und einer erneuten Zentrifugation

gewaschen. Dann wurden je 5ul DNase | und 35ul DNA-Digestion-Buffer vermischt und
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auf die Saulen pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 15min bei Raumtemperatur. Folgend
wurden zweimal, mit 400ul Direct-zol RNA Pre Wash, die Saulen gespult und bei
16.000xG und Raumtemperatur fir je 1min zentrifugiert. Die Durchflisse wurden
verworfen. Der letzte Waschschritt erfolgte mit der Zugabe von je 700ul RNA Wash
Buffer zu den Saulen und mit einer anschlieBenden zweiminltigen Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 16.000xG. Bei vollstandiger Entfernung des Wash Buffers aus den
Saulen und Entfernung der Durchflisse, konnte nun die RNA mit der Zugabe von je 12l
DNase/RNase-freiem Wasser zu den S&ulen und einer erneuten Zentrifugation, bei
Raumtemperatur und 16.000xG fir 1min, ausgespult werden. Die Durchfliisse mit der
RNA wurden aufgefangen und in ein 2ml Eppendorftube tbernommen. Die RNA wurde
bei -80°C bis zur Vermessung eingefroren.

3.2.7. Vermessung der RNA

Fur die Vermessung der RNA wurden die bei -80°C zwischengelagerten Proben
vorsichtig wieder aufgetaut und mit einer Tischzentrifuge anzentrifugiert. Die Proben
wurden gekihlt zum NanoDrop One transportiert. Der NanoDrop One, ein
Spektralphotometer, wurde fiur die Mikrovolumenanalyse von aufgereinigten
Nukleinsduren und Proteinen entwickelt und misst RNA bis zu einer unteren
Nachweisgrenze von 1,6ng/ul.

Nach Auswahl der Registerkarten Nukleinsauren und RNA sowie einer Reinigung der
Messplatze wurden, um eine Leerprobe zu bestimmen, 1-2ul RNase freies Wasser auf
den unteren Messplatz pipettiert und vermessen. Nach der Leerprobe wurden die
Messplatze erneut mit einem Labortuch gereinigt. 1-2ul der zu vermessenden Probe
wurden nun auf den Messplatz pipettiert und durch Senken des Geratearms vermessen.
Wurden mehrere Proben nacheinander vermessen, so wurden die Messplatze nach
jeder Probe gereinigt.

Nach Beendigung der Messungen wurden die durch den NanoDrop erhobenen Daten
auf ein USB-Speichergerat tUbertragen und durch Microsoft Excel dargestellt.

Die RNA-Proben wurden nach der Vermessung erneut bei -80°C eingefroren.

Mit Hilfe des NanoDrop wurden der Nukleinsauregehalt der Proben in ng/ul und die
Reinheitsverhéltnisse der korrigierten Extinktionen bei 260nm zu 280nm sowie 260nm
zu 230nm erhoben. RNA-Proben werden in der Regel bei einem E260/280-

Reinheitsverhaltnis von 1,8-2,2 als rein angesehen.
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3.2.8. mRNA-Sequenzierung

Die RNA fiur die erste Sequenzierung wurde aus jeweils 8 gepoolten Wildtyp-Mause-
Pankreata nach den unter den Punkten 3.2.3., 3.2.4. und 3.2.6. beschriebenen
Protokollen isoliert und anschlieRend wie unter Punkt 3.2.7. beschrieben vermessen.
Die RNA fur die zweite Sequenzierung setzte sich aus verschiedenen Maus-Proben
zusammen. Hierzu gehorte eine Zellgruppe aus 8 gepoolten Wildtyp-Mause-Pankreata,
zwei mit dem gentleMACS aufgearbeitete KC-Maus-Pankreata, zwei mit dem
gentleMACS aufgearbeitete Cre-Maus-Pankreata und drei kultivierten negativ/negativ
Populationen aus der dritten Passage.

In RNase freiem destilliertem Wasser wurden die einzelnen Proben in 2ml Eppendorf-
Tubes tGbernommen. Diese wurden anschliel3end mit Parafilm versiegelt und bis zum
Transport bei -80°C gelagert.

Insgesamt wurden 19 Proben an die Firma Novogene verschickt. Die Anzahl der 19
Proben ergibt sich aus den 3 Sets der Sortierung des FACS und der viermaligen
Wiederholung des Isolationsversuchs, aus 3 kultivierten und nach Zellkultur erneut
sortierten doppelt-negativen Zellpopulation und aus exemplarisch beigefligten Proben
aus KC- und CRE-Mausmodellen. Die Benennung und Qualitat der Proben wird in

Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1.
Ubersicht der an Novogene verschickten Proben mit Probenname, Bearbeitungsname durch Novogene
sowie Vermessungsdatum

Mausgruppe Sortierungsgruppe| Probe RNA in ng/uL Mykroliter | RNA gesamt (ng)
1 (8 Tiere) pp ppl 25,059 30 751,77
1 (8 Tiere) pn pnl 2,586 30 77,58
1 (8 Tiere) nn nnl 13,144 24 315,456
3 (8 Tiere) pp pp3 24,819 30 744,57
3 (8 Tiere) pn pn3 4,36 30 130,8
3 (8 Tiere) nn nn3 60,138 30 1804,14
4 (8 Tiere) pp pp4 27,223 30 816,69
4 (8 Tiere) pn pn4 2,671 30 80,13
4 (8 Tiere) nn nn4 39,899 30 1196,97
5 (8 Tiere) pp pp5 10,137 30 304,11
5 (8 Tiere) pn pn5 5,262 30 157,86
5 (8 Tiere) nn nn5 34,389 30 1031,67
WTnn (kultivierte Zellen) WTnn WTnn2 722,715 90 65.044,35
WTnn (kultivierte Zellen) WTnn WTnn3 589,126 90 53021,34
WTnn (kultivierte Zellen) WTnn WTnn4 635,585 90 57202,65
KC KCpn KCpn 3,157 30 94,71
KC KCnn KCnn 9,180 30 275,40
CRE CREpn CREpn 2,702 30 81,06
CRE CREnn CREnn 5,841 30 175,23

26



Der Versand an Novogene erfolgte durch TNT. Das Paket wurde mit rund 10kg
Trockeneis geflillt, um ein Auftauen der Proben wahrend des Transportes zu verhindern.
Nach Ankunft der Proben wurde dort ein Qualitatscheck durchgefiihrt. Dieser beinhaltet
die Uberprifung der Degradierung und Kontamination der RNA mit 1% Agarose-Gels,
der Reinheit mit dem Spektrophotometer NanoPhotometer von Implen aus Californien,
sowie der RNA-Integritdt und Menge mit dem RNA Nano 6000 Assay Kit fir das
Bioanalyzer 2000 System von Agilent Technologies aus Californien.

Der nachste Schritt ist die sogenannte ,Library Preparation®. Fur die RNA Praparation
wurden bis 1ug RNA pro Probe als Material genommen. Die Sequenzierungsbibliothek
wurde mit Hilfe des NEBNext UltraTM RNA Library Prep Kit for Illumina aus Nebraska
nach den Empfehlungen des Herstellers erstellt und Index-Codes wurden jeder Sequenz
hinzugefugt. AnschlieRend wurde aus der gesamten RNA der Proben die mRNA durch
die Verwendung von poly-T oligo-attached magnetic beads gereinigt isoliert. In NEBNext
First Strand Synthesis Reacton Buffer wurde durch zweiwertige Kationen unter erhéhter
Temperatur fragmentiert. Die Einzelstrang cDNA-Synthese erfolgte durch zufallige
hexamer primer und M-MuLV Reverse Transkriptase (RNase H-). Mit Hilfe von DNA
Polymerase | und RNase H wurde aus den cDNA-Einzelstrangen Doppelstrang-DNA
synthetisiert. Die verbleibenden Strangiberstande wurden durch Exonucleasen und
Polymerasen in blunt ends umgewandelt. Nachdem die 3’-Enden der DNA-Fragmente
adenyliert wurden, wurden NEBNext Adaptor with hairpin loop structure ligiert um die
Hybridisierung der DNA vorzubereiten. Durch das AMPure XP System von Beckman
Coulter aus Beverly (USA) wurden die cDNA-Fragmente auf Abschnitte von 150-200
Basenpaaren gereinigt. Dann wurden 3ul USER Enzyme aus Nebraska (USA) zu der
groRenselektierten und adaptorligierten cDNA hinzugegeben und 15 Minuten bei 37°C
und anschlie@end 5 Minuten bei 95°C inkubiert. AnschlieRend wurde die PCR mit
Phusion High Fidelity DNA Polymerase,Universial PCR Primern und Index (X) Primern
durchgefuhrt. Zum Schluss wurden die PCR Produkte mit dem AMPure XP System
aufgereinigt und die Qualitat der Library wurde mit dem Agilent Bioanalyzer 2100 System
bewertet.

Das clustern der Indexcodierten Proben wurde auf einem cBot Cluster Generation
System mit dem PE Cluster Kit cBot-HS von Illumina nach der Anleitung der Hersteller
durchgefuhrt. Nach der Generation der Cluster wurden die praparierten
Datenbibliotheken auf einer lllumina Plattform sequenziert und paired-end reads wurden

generiert.
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3.2.9. Daten-Analyse durch Novogene

Als erster Schritt der Daten-Analyse wurde erneut eine Qualitatskontrolle durchgefuhrt.
Die Rohdaten an gelesenen Fragmenten (raw reads) des FASTQ Format wurden mit
Novogene-eigenen Protokollen prozessiert. In diesem Schritt wurden saubere gelesene
Fragmente (clean reads) generiert. Reads mit Sequenzen des Adapters oder poly-N
sowie Reads mit niedriger Qualitat wurden entfernt. Gleichzeitig wurden die Q20-, Q30-
Werte und GC-Anteile der clean reads ermittelt. Alle weiteren Analysen basierten auf
clean reads hoher Qualitat.

Das zuordnen der Proben zum entsprechenden Referenzgenom wurde mit Hilfe von
Downloads des Referenzgenoms und der gene-model-annotation-Dateien von
Webseiten Genom Browsern (NCBI/UCSC/Ensembl) durchgefuhrt. Durch die HISAT2
Software wurden clean reads mit paarigen Enden im Referenzgenom kartiert. HISAT2
benutzt ein grol3es Set an kleinen GFM-Indizes die im Kollektiv das gesamte Genom
abdecken. Diese kleinen Indizes, auch lokale Indizes genannt, ermdglichen in
Kombination mit verschiedenen Anlagerungsstrategien, ein schnelles und akkurates
Einordnen der sequenzierten gelesenen Fragmente.

In der Regel werden bei RNA-Sequenzierungsstudien neue Gene und Transkripte
entdeckt. Um bei den RNA-Proben neue Gene herauszufiltern, wurde die Cufflinks
Reference Annotation Based Transcript (RABT) Methode benutzt, um aus jeder im
Kartierungsschritt generierten bam Datei das Set an Transkriptisoformen
herauszufiltern. Mit Hilfe des Programms Cuffcompare konnten die Cufflink
Sammlungen mit den Referenz-Annotations-Dateien verglichen werden und
ermdglichten das Herausfiltern neuer Gene, gegeniber bekannten Genen. Die
Cuffcompare Klassen markiert mit einem u, stehen fiir potentielle neue Gene. Klassen
die mit den Buchstaben j, u, i, 0 und x markiert sind, stehen fir potentiell neue Isoformen
von Genen.

Fur die Quantifizierung, also die Anzahl der reads die einem Gen zugeordnet werden
konnten, wurde HTSeq benutzt. Dies beinhaltet bekannte und neue Gene. Anschliel3end
wurde die RPKM (reads per kilobase per million) jedes Gens, basierend auf der Lange
der Gene und der gezahlten reads, die zu dem entsprechenden Gen kartiert wurden,
ermittelt. Der Wert setzt den Effekt der Sequenzierungstiefe und Genlange ins Verhaltnis
zu den ermittelten gezéahlten Reads pro Gen und ist gegenwartig die am weitesten
verbreitete Methode um das Expressionslevel eines Gens abzuschatzen.

Der nachste Schritt ist die Analyse der differentiellen Expression der einzelnen Proben.

Dafur wurden vor der Analyse die gezahlten reads pro Probe durch das Programm
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edgeR durch einen skalierenden, normalisierten Faktor adjustiert. Die differentielle
Expressionsanalyse von zwei Zustanden wurde mit dem DEGseq R Paket durchgefihrt.
Mit der Benjamini- und der Hochbergmethode wurden die p-Werte adjustiert. Der
korrigierte p-Wert von 0,005 und der Betrag des log,°'d€hange) yon 1 wurden als Schwelle
fur signifikante differentielle Expression gesetzt.

Um unter den signifikanten exprimierten Genen gemeinsame Funktionen zu entdecken,
wurde mit Hilfe von biologischen Ontologien Anreicherungsanalysen durchgeftihrt. Daftr
wurden zwei verschiedene Ontologien benutzt. Die erste, die sogenannte Gene
Ontology (GO), ordnet Gene ihren biologischen Prozessen, Molekularen Funktionen und
zellularen Komponenten einer direkten azyklischen graphischen Struktur zu.
Eingerichtet wurde die GO-Anreicherungsanalyse mit dem GOseq R package. Damit
wurden Genlangenbias korrigiert. Bei einem korrigierten p-Wert von unter 0,05 wurden
die differentiell exprimierten Gene als signifikant angereicherte Begriffe in der GO
definiert. Die zweite Ontologie, die Kyoto Enzyklopadie der Gene und Genome (KEGG),
ordnet Gene Ablaufen zu. Die KEGG ist eine Datenbank mit Hilfe derer Funktionen und
Anwendungen des biologischen Systems, wie zum Beispiel Funktionen der Zelle, des
Organismus und des Okosystems verstandlich gemacht werden. Dies basiert auf dem
Level von molekularen Informationen, vor allem auf gro3 angelegten Datensets die
durch Genomsequenzierungen und andere experimentelle Technologien mit hohem
Durchsatz entstehen. Mit der KOBAS Software wurde die statistische Anreicherung
differentiell exprimierter Gene in KEGG Ablaufen getestet.

Eine Analyse fiir alternatives Splei3en wurde mit der rMATS Software durchgefihrt. Das
ist eine statistische Methode fir die Entdeckung von SpleiBvarianten replizierter RNA-
Sequenzierungsdaten. Die Software entdeckt alternative SpleiBvarianten im Verhaltnis
zu Ublichen alternativen Spleil3mustern und berechnet den p-Wert und den FDR fur
differentielles SpleiRen. Dies beinhaltet das Auslassen von Exons, alternative
SpleilRvarianten am 5’ Ende (A5SS = A5’ splice site) sowie am 3’ Ende (A3ss = A3’ splice
site), beidseits ausgeschlossene Exons ( MXE = mutually exclusive exons) und
zurlickgehaltene Introns (RI = retained introns).

AbschlieRRend wurde eine Mutationsanalyse durchgefiuihrt. Picard- und Samtools wurden
benutzt um duplizierte reads zu sortieren und markieren. AuRerdem wurden die bam
alignment Ergebnisse der einzelnen Proben neu geordnet. Danach wurde der
HaplotypeCaller der GATK Software angewendet, um eine
Variantenentdeckungsanalyse durchzufihren. Die daraus entstehenden VCF-Dateien
wurden mit GATK Standardfiltermethoden und anderen Parametern (cluster 3,
WindowSize: 35; QD < 2.0 or FS > 30.0) gefiltert. Die gefilterten Dateien wurden mit

Annovar bearbeitet und funktionellen Genvarianten verschiedener Genome zugeordnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Durchflusszytometrie

Die FACS-Analyse und Sortierung der isolierten Zellen wurde fur jede Zellgruppe
durchgefuhrt. Fur die Versuche der Mause des Nycodenzversuches wurden
voreingestellte Gates verwendet. Fur die weiteren Versuche wurde eine Kalibrierung des
FACS durchgefuhrt. Hierfir wurden als erstes Zellen der aufgearbeiteten Pankreata
ohne Zugabe von fluoreszierenden Antikdrpern vermessen. AnschlieRend wurden nur
mit dem CD45-FITC-gelabelten Antikérper gekoppelte Zellen und nur mit dem CD146-
PE-gelabelten Antikorper gekoppelte Zellen auf ihre Emissionsspektren fir PE und FITC
untersucht. Hierbei lie3en sich die Populationen sauber trennen (Abbildung 1).

Die Gatingstrategie kann anhand von Abbildung 2 nachvollzogen werden. Als erstes
wurde das Gate P1 festgelegt. Dieses beinhaltete alle Zellen oder so genannte
Ereignisse die vom Durchflusszytometer detektiert wurden. Aus dieser Gruppe spaltete
sich das Gate P2 ab, dass alle mit DAPI-positiv gefarbten Zellen ab einer Intensitét von
tber 10”3 einschloss. Hierdurch wurden die toten Zellen herausgefiltert,

da DAPI an Bestandteile des Zellkerns bindet und dies nur bei Membrandefekten
moglich ist. Fortgefahren wurde mit allen Zellen, die nicht im Gate P2 eingeschlossen
waren. Das Gate P3 teilte die Zellen nach FSC-A und FSC-H auf, also Oberflachengréfe
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Abbildung 1

Kalibrierung des Durchflusszytometers

Reihe 1: Kalibrierung ohne Antikdrper

Reihe 2: Kalibrierung des CD45-Antikdrpers
Reihe 3: Kalibrierung des CD146-Antikorpers
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und Héhe der Zellen. Dieser Schritt wurde durchgefuhrt, um einzelne Zellen von Duplets

oder Zellkonglomeraten unterscheiden zu kénnen. Das Gate P4 sortierte die Zellen nach
FSC-A und SSC-A, also der Zelloberflache im Verhaltnis zu ihrer Granularitat. Aus P4

wurden anschlieRend die entscheidenden drei Gates gebildet. Hierbei wurden die mit

Antikérpern beladenen Zellen anhand ihrer Emissionsspektren den Farbbereichen von

PE und FITC zugeordnet. Anhand dieser Aufteilung kénnen die drei Gruppen
CD146+/CD45- (PE-positiv/FITC-negativ), CD146-/CD45- (PE-negativ/FITC-negativ)
und CD146+/CD45+ (PE-positiv/FITC-positiv) bestimmt werden.
Anhand der neuen Methode wurden folgend mehrere Mauspankreata zu einem Ansatz

kombiniert. Es entstanden Versuche mit je 2, 4 und 8 Tieren pro Ansatz. Hierbei liel sich

SSC-A (x 1,000

/ PE;A

CD146

2 3 k]

10 10 10
CD45/ Alexa Fluor 488-A

Abbildung 2
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3

2

1
TN

FSC-H (x1.000)

1
111

ATh 1

10° 10° 10*
CD45/ Alexa Fluor 488-A

10°

Sample: Gruppe 4

Population #Events %Parent %Total
W AllEvents 80,000 #u4#|  100.0
X p1 80,000 100.0/ 100.0
Il P2 10,988 137, 137
B NOT(P2) 69,012 863 863
Be3 67,378 976/ 842

W rs 67,299 999 84.1

[ CD146+/CD45- 338 0.6 05

@ CD146-/CDa5- 52811| 785 660

[ cD146+/CDa5+ 5633 84 70

Exemplarische Darstellung der Gatingstrategie
Reihe 1: Aufteilung anhand von DAPI und SSC-A, tote Zellen in P2 und rot markiert (links); Aufteilung
anhand von FSC-H und FSC-A, Zielgruppe in P3-Gate eingeschlossen (rechts)
Reihe 2: Aufteilung anhand SSC-A und FSC-A, Zielgruppe in P4-Gate eingeschlossen (links); Density-
Plot der Sortierung nach CD146 und CD45 (rechts)
Reihe 3: Dot-Plot der Sortierung der Zellen und Aufteilung in die Subgruppen (links); Tabellarische
Ubersicht des gesamten Sortierungsprozesses mit Bildung prozentualer Anteile gegeniiber der
Vorlauferpopulation (parent) oder der gesamten Population (total) (rechts)
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ein Anstieg der isolierten Zellzahlen sowohl makroskopisch bei der Zellzahlbestimmung
in der Neubauer-Zahlkammer als auch nach Ausgabe der Zellzahlen durch das
Durchflusszytometer evaluieren.

Der erste Isolationsversuch anhand der neuen Methode fir die FACS-Analyse
beinhaltete die Gruppen T1-6. Hierbei wurden die Pankreata von zwei Mausen pro
Ansatz eingesetzt. Die Zellzahlen bei Bestimmung in der Neubauer-Zahlkammer lagen
durchschnittlich bei 2.348.300 Zellen pro Ansatz. Der Anteil an toten Zellen nach der
Isolation bis zur Auftrennung im Zellsortierer lag im Durchschnitt bei 23,76%.

4.2. Zellisolation anhand der Nycodenz-Dichtezentrifugation

Der erste Versuch aus murinen Pankreata Mesenchymale Stammzellen zu isolieren
erfolgte mit der Nycodenz-Dichtezentrifugationsmethode. Hierbei wurden die Pankreata
von insgesamt 6 Mausen entnommen und einzeln fir die FACS-Analyse vorbereitet
(siehe Tabelle 2).

Tabelle 2
Auflistung der Mause fur den ersten Versuch der Isolation mit der Nycodenz-Dichtezentrifugation mit
Identifikationsnummer, Geschlecht, Lebensalter und Gewicht

Tier Identifikationsnummer Geschlecht Alter in Wochen Gewicht in Gramm
C57BI/6J 1 058849 weiblich 20 26,12
C57BI/6J 2 058850 weiblich 20 24,01
C57BI/6J 3 060024 weiblich 15 26,74
C57BI/6J 4 059131 weiblich 19 26,45
C57BI/6J 5 059131 weiblich 19 26,98
C57BI/6J 6 059120 mannlich 19 30,37

Aufgrund vorangegangener Versuche der Nycodenz-Dichtezentrifugation an C57BI/6J-
Mé&usen in unserer Arbeitsgruppe wurden in der zu entnehmenden Zellschicht unter eine
Millionen Zellen erwartet, sodass auf eine Zellzahlung vor der Sortierung verzichtet
wurde. Entsprechend wurden jeweils 2, die entsprechende Menge fur 1076 Zellen, der
bendtigten Fluorochrom-gekoppelten-Antikdrper verwendet.

Die FACS-Analyse ermd@glichte die Aufteilung der einzelnen Proben in die drei Gruppen
CD146+/CD45-, CD146-/CD45- und CD45+. Der prozentuale Anteil toter Zellen vor der
Sortierung durch die positive Kernfarbung fiir DAPI wurde bei dieser Methode noch nicht
erhoben.

Aufgrund einer fehlerhaften Einstellung der Gates, wurde bei der Einteilung der
Untergruppen anstelle CD146+/CD45+ die Untergruppe CD45+ gebildet. Aufgrund

dessen ist dieser Versuch bezogen auf diese spezifische Population nur bedingt
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vergleichbar. Die restliche Gatingstrategie entsprach dem oben beschriebenen
Standard.

Der prozentuale Anteil toter Zellen der einzelnen Fraktionen wurde bei der Nycodenz-
Methode noch nicht erhoben.

Aufgrund der geringen Zellausbeute, vor allem in der Zielfraktion wurde auf eine
Reinheitsuntersuchung der Sortierung verzichtet und die Zellen anschlieend direkt
kultiviert.

Fur die sortierten, einzelnen Untergruppen wurden die Zellzahlen bestimmt (siehe
Tabelle 3, Abbildung 3). Hierbei stellte sich eine Aufteilung mit einem Maximum der
Zellen in der einfach CD45 positiven Fraktion dar. In dieser schwanken die Zellzahlen
zwischen 29.900 und 134.000. Die CD146+/CD45- Gruppe zeigte eine deutlich
geringere Zellzahl in einem Bereich von 414 bis 3026. Die CD146-/CD45- negative
Gruppe brachte zwischen 7.500 und 15.387 Zellen hervor.

Nach der Sortierung wurden die Zellgruppen in 6-Well-Platten mit PSC-Medium
Ubernommen. In der CD146+/CD45- Zellfraktion fanden sich nur vereinzelt Zellen. Sie
bildeten im Verlauf kleine Kolonien aus unter 10 Zellen und es war nicht méglich sie zu
passagieren oder zu expandieren. Einzig die Zellen von C57BI/6J 3 liel3en sich einmalig
aus einer 6-Well-Platte in eine T25-Flasche passagieren. Die initial runden Zellen mit
unter 50um Durchmesser zeigten eine unterschiedliche Morphologie. Nach dem
Anwachsen an das Kulturgefal3 bildeten sie einzelne Zellgruppen mit 200 bis zu 500um
grolRen, runden und teilweise mehrkernig imponierenden Zellen. Im Zellkernbereich
waren sichtbare Chromatinverdichtungen erkennbar. Sie bildeten teilweise Auslaufer.
Der andere Typus Zelle, vor allem in der passagierbaren Untergruppe, hatte einen eher
langlichen Phanotyp, mit bipolaren Auslaufern und einer Zellgré3e von bis zu uber
200um. Die stark konfluent wachsenden Zellen in dieser Gruppe bildeten ein

fischzugartiges Muster.
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Tabelle 3
Darsstellung der Zellzahlen fir die Subpopulation der einzelnen Mause nach der Sortierung durch das
FACS.

Maus CD146+/CD45- | CD146-/CD45- CD45+
C57BI/6J 1 506 10737 30634
C578Bl/6J 2 750 8571 52000
C57Bl/6J 3 2204 15387 134000
C57Bl/6J 4 3026 11600 30700
C57BI/6J 5 438 7500 29900
C57Bl/6J 6 414 8110 34900

Durchschnitt 1.223 10.318 52.022
Varianz 1,036*10"6 7,230*10"6 1,402*10"9
Standardabweichung 1.018,31 2.688,94 37.450,00
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B CD146+/CD45- mCD146-/CD45- mCD45+

Abbildung 3
Graphische Darstellung der Zellverteilung fur die Subpopulationen der einzelnen Mause. Logarithmische
Skalierung. Das Fehlerintervall entspricht der Standardabweichung.

Die CD146-/CD45- Populationen zeigten insgesamt das beste Wachstum aller drei
Gruppen. Sie bildeten adharent wachsende, vor allem rundliche mit langlichen
Auslaufern wachsende Zellen, deren Zellkerne gut abgrenzbar waren. Bei groRerer
Konfluenz verwandelte sich das rundliche Erscheinungsbild eher in eine langliche Form
und bildete auch hier fischzugartige Muster. Die Zellgro3e befand sich in einem Bereich
von 100 bis 500um. Insgesamt lieRen sich alle Zellreihen mehrfach passagieren,
teilweise bis zur achten Passage.
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Die CD45+ Populationen lieBen sich teilweise bis Passage 2 und 3 kultivieren. Sie
zeigten in ihrer Morphologie ein @hnliches Erscheinungsbild wie die doppelt negativen
Populationen. Neben den CD146-/CD45- ahnlichen Zellen, fanden sich kleine runde
Zellen. Diese dhnelten morphologisch stark Erythrozyten (siehe Abbildung 4).

- - ﬂ
Abbildung 4

Morphologie und Wachstum der kultivierten Populationen in  Aufnahmen mit dem
Phasenkontrastmikroskop nach Isolation mit der Nycodenz-Dichtezentrifugation; 100x Vergrof3erung
Reihe 1 von links nach rechts CD146+/CD45- an Tag 1, Tag 5, Tag 15

Reihe 2 von links nach rechts CD146-/CD45- an Tag 1, Tag 5, Tag 15

Reihe 3 von links nach rechts CD45+ an Tag 1, Tag 5, Tag 15

4.3. Zellisolation Anhand der neuen Methode

Um Ursachen des schlechten Zellwachstums in der Zielfraktion zu beseitigen und die
Ausbeute zu optimieren, wurden verschiedene Anderungen im Vergleich zu der
Nycodenz-Methode unternommen.

Initial wurden hierbei zwei Anséatze verfolgt. Auf der einen Seite wurde versucht die
potenzielle Ausbeute pro Gruppe zu erhdhen, indem mehrere Pankreata zu einem
Ansatz kombiniert wurden. Hierbei wurden im Verlauf Gruppenstarken von je 2, 4 und 8
Méausen gebildet. Die andere Seite verfolgte die Verbesserung der Isolationsmethode.
Hierbei stie3en wir auf eine Methode zur Isolation von perivaskularen MSC aus dem
murinen Pankreas®. Hierbei wurde auf den Zwischenschritt einer Dichtezentrifugation
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verzichtet. In weiteren Studien lie3 sich ein ahnliches vorgehen, zum Isolieren
mesenchymaler Stammzellen aus unterschiedlichen Geweben ableiten 45191102 An
diese Methoden angelehnt, wurde bei der neuen Methode ebenfalls auf das Durchfiihren
der Dichtezentrifugation verzichtet. Weiterhin behaltene Schritte sind sowohl die
mechanische Dissektion der Pankreata als auch das Einwirkung von Enzymen. Der
Enzymmix der Nycodenzmethode wurde weiterhin verwendet, da er eine suffiziente
Auftrennung des Gewebes gewahrleistete.

Die erste Versuchsreihe mit der neuen Isolationsmethode, wurde mit insgesamt 6
C57BIl/6J Mausen durchgefuhrt, die in Gruppen mit je 2 Tieren aufgeteilt wurden (Siehe
Tabelle 4).

Vor der Durchflusszytometrie und Zellsortierung, wurden die Zellzahlen in der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt und die entsprechenden Antikérpermengen hinzugegeben.

Die FACS-Analyse ermdglichte die Aufteilung der einzelnen Proben in die drei Gruppen
CD146+/CD45-, CD146-/CD45- und CD146+/CD45+. Durch die Farbung mit DAPI
wurde der prozentuale Anteil an toten Zellen vor der Sortierung ermittelt. Dieser liegt bei
durchschnittlich 23,76% (siehe Tabelle 5 und Abbildung 5)

Die Zellen wurden nach der Sortierung in ihre Untergruppen entsprechend ihren
Zellzahlen in KulturgefaRe tbernommen. Die Gruppen unter 1075 Zellen wurden in 24-
Well-Platten und die Gruppen mit Gber 1075 Zellen in 6-Well-Platten ausgesat.

Die Kultivierung der CD146+/CD45- Populationen gestaltete sich erfolgreicher als in

dem vorangegangenen Versuch. Die Zielfraktion lie3 sich einmalig passagieren. Die

Tabelle 4
Auflistung der Mause fur den ersten Versuch der Isolation mit der neuen Methode mit
Identifikationsnummer, Geschlecht, Lebensalter, Gewicht und Zuordnung zur Versuchsgruppe

Tier Identifikationsnummer | Geschlecht Alter in Gewicht in Gruppe
Wochen Gramm
C57BI/6J 7 M08482 weiblich 8 13,7 T1
C57BI/6J 8 M08479 mannlich 8 27,6 T1
C57BI1/6J 9 M08481 weiblich 8 18,6 T2
C57BI/6J 10 M08478 ménnlich 8 24,5 T2
C57BI/6J 11 M08480 weiblich 8 16,8 T3
C57BI/6J 12 M08477 maénnlich 8 20,2 T3
Tabelle 5

Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des FACS. Angabe von Durchschnitt,
Varianz und Standardabweichung. Ermittlung des Anteils an toten Zellen nach der Isolation durch das FACS

Gruppe Zellzahl vor Tote CD146+/CD45- CD146- CD146+/CD45+
Sortierung Zellen in % /CD45-
T1 2.375.000 31,8 27.000 127.000 87.000
T2 3.500.000 16,7 37.000 540.000 200.000
T3 1.170.000 22,8 23.000 220.000 130.000
Durchschnitt 2.348.333,333 23,76 32.000 259.000 139.000
Varianz 9,051*107M11 1,666*10"7 4,634*10"10 2,17*10"9
Standardabweichung 951.405,393 4.082,483 215.287,405 46.568,945
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Abbildung 5
Graphische Darstellung der Zellverteilung fiir die Subpopulationen der Gruppen T1, T2, T3 und des
Durchschnittes mit logarithmischer Skalierung. Das Fehlerintervall entspricht der Standardabweichung.

Zellen zeigten einen ahnlichen Verlauf im Wachstum wie zuvor. Dennoch waren zu
Beginn deutlich mehr etwa 100um groRe Zellen zu sehen, mit einem teils triangularen
bis runden Aussehen. Zwischen diesen Zellen fanden sich auch vereinzelt langliche
Zellen, die bipolare Auslaufer bildeten. Vereinzelt und mit zunehmender
Kultivierungsdauer zeigten sich Uber 200um grof3e Zellen, die eine eher rechteckige
Form annahmen und an ihren Seiten mehrere Auslaufer @hnlich den bipolaren Zellen
zeigten. Im Kulturverlauf bildeten die bipolaren Zellen langliche Fortsatze aus und
entwickelten Zell-Zell-Kontakte. Die meisten Zellen waren am Rand des
Kultivierungsgefald zu finden. Nach der Passagierung bildeten die Zellen erneut Gber
ihre langlichen Fortsatze Zell-Zell-Kontakte aus. Insgesamt gab es aber keinen
deutlichen Anstieg des Wachstums, sodass die Kultivierung nach einmaliger Passage
beendet wurde.

Die CD146-/CD45- Populationen waren Uberraschenderweise in diesem
Kultivierungsversuch so gut wie nicht Uberlebensfahig in der Zellkultur. Vom Phanotyp

und Verlauf glichen die wenigen angewachsenen Zellen den einfach CD146-positiven.
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Die CD146+/CD45+ Populationen zeigten initial wie bei der Nycodenz-Methode ein
leicht heterogenes Bild mit den erythrozytar anmutenden Zellen und den Zellen die eher
einem fibroblastoiden Phanotyp entsprachen. Auch hier gestaltete sich die Kultivierung

schwierig und die Zellen liel3en sich nicht passagieren. (Siehe Abbildung 6)

[ B ; b -
Abbildung 6

Morphologie und Wachstum der kultivierten Populationen unter Phasenkontrastmikroskopie, 100-Fache
VergréRerung

Reihe 1 von links nach rechts CD146+/CD45- an Tag 1, Tag 2, Tag 10, Tag 13

Reihe 2 von links nach rechts CD146-/CD45- an Tag 1, Tag 2, Tag 10, Tag 13

Reihe 3 von links nach rechts CD146+/CD45+ an Tag 1, Tag 2, Tag 10, Tag 13

Tabelle 6
Auflistung der Mause fir den zweiten Zellkulturversuch mit der neuen Isolationsmethode. Angabe von
Identifikationsnummer, Geschlecht, Lebensalter, Gewicht und Zuordnung zur Versuchsgruppe.

Tier Identifikationsnummer | Geschlecht Alter in Gewicht in Gruppe
Wochen Gramm
C57BI/6J 13 M08950 weiblich 8 16,73 M1
C57BI/6J 14 M08951 weiblich 8 17,69 M1
C57BI/6J 15 M08942 maénnlich 8 23,87 M1
C57BI/6J 16 M08943 mannlich 8 24,16 M1
C57BI/6J 17 M08952 weiblich 8 17,67 M2
C57BI/6J 18 M08953 weiblich 8 17,29 M2
C57BI/6J 19 M08944 mannlich 8 24,07 M2
C57BI/6J 20 M08945 maénnlich 8 24,49 M2
C57BI/6J 21 M08954 weiblich 8 17,81 M3
C57BI/6J 22 M08947 weiblich 8 18,18 M3
C57BI/6J 23 M08946 maénnlich 8 24,48 M3
C57BI/6J 24 M08955 ménnlich 8 19,39 M3
C57BI/6J 25 M08948 weiblich 8 18,63 M4
C57BI/6J 26 M08949 weiblich 8 19,09 M4
C57BI/6J 27 M08956 maénnlich 8 22,79 M4
C57BI/6J 28 M08957 maénnlich 8 18,53 M4




Um die Zellkultur nach Isolation mit der neuen Methode zu optimieren, wurde das
Medium gewechselt. Von dem bisher eingesetzten PSC-Medium wurde auf das MSC-
Medium der Firma Promocell aus Heidelberg gewechselt. Zusatzlich wurde die Zahl der
Mause auf insgesamt 4 pro Ansatz erhéht (Siehe Tabelle 6)

Nach erneuter Isolation der Zellen wurden die Zellzahlen mikroskopisch bestimmt und
die notwendigen Antikdrpermengen zur Zellsortierung an diese angepasst. In der FACS-
Analyse lie3en sich die Zielpopulationen darstellen und die Aufteilung der Gruppen in
CD146+/CD45-, CD146-/CD45- und CD146+/CD45+ vornehmen. Entsprechend der
verdoppelten Anzahl an eingesetzten Mauspankreata pro Ansatz im Vergleich zum
Vorversuch, konnten auch die durchschnittlichen Zellzahlen, mit Ausnahme in den
CD146+/CD45- Fraktionen, mindestens verdoppelt werden. Die eigentlich Zielfraktion
blieb anhand ihrer Zellzahlen nahe dem Bereich des vorangegangenen Versuchs (siehe
Tabelle 7).

Der Beginn der Kultivierung erfolgte direkt im Anschluss an die Sortierung der Zellen.
Die doppelt negativen Kulturen wurden wegen ihrer hohen Zellzahlen in T25-Flaschen
ausgesat. Die anderen beiden Populationen wurden in 6-Well-Platten kultiviert. Alle 3
Subpopulationen wurden mit MSC-Medium Kultiviert.

Die CD146+/CD45- Fraktionen bildeten in allen 4 Anséatzen vereinzelte Kolonien aus.
Diese bestanden aus adharent wachsenden Zellen, die vom optischen Phanotyp den
Zellen in den vorangegangenen Versuchen in der entsprechenden Population glichen.
Hinsichtlich Passagierung und Expansion gestaltete sich der Umgang mit der Zellfraktion
erneut schwierig. Es formten sich vereinzelt in zentralen Bereichen der Zellkulturgefal3e
Kolonien aus unter 100 Zellen. In den Randbereichen schienen die Zellen etwas bessere
Bedingungen fiir das adharente Wachstum zu haben, da sich hier teilweise deutlichere
und aus mehr Zellen bestehende Kolonien formten. Aufgrund von teilweise stark
konfluentem Zellwachstum in den Randbereichen, wurde nach tber 10 Tagen in Kultur

der versucht diese Zellen zu passagieren. Trotz des neuen Mediums war die

Tabelle 7
Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des FACS. Angabe von Durchschnitt,
Varianz und Standardabweichung. Ermittlung des Anteils an toten Zellen nach der Isolation durch das FACS

Gruppe Zellzahl vor Tote CD146+/CD45- CD146- CD146+/CD45+
Sortierung Zellen in /CD45-
%

M1 6.150.000 6,6 22.000 1.000.000 250.000

M2 9.825.000 16,8 46.000 530.000 360.000

M3 5.350.000 27,3 34.000 928.000 400.000

M4 5.025.000 36,0 28.000 420.000 370.000

Durchschnitt 6.587.500 22 32.500 719.500 345.000
Varianz 3,661*10"12 122,967 7,875*10"7 6,194*10"10 3,225*10"9
Standardabweichung 1.913.480,141 11,044 8.874,12 248.878,99 56789,083
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Passagierung nicht moglich, da nach vollstandiger Ablésung der Zellen aus dem altem
Kulturgefal3, in dem neuen Gefal3 keine weiteren Zellen anwuchsen.

Die CD146-/CD45- Fraktionen wuchsen hingegen problemlos. Die Zellen lieRen sich bis
in Passage 5 kultivieren und konnten auf mehrere T175-Kulturflaschen aufgeteilt
werden. Wie schon in den vorherigen Ablaufen beschrieben, hatte diese Zellfraktion vor
allem ein initial rundlich, triangulares Wachstummuster dass sich optisch bei
zunehmender Konfluenz und Passage in ein eher langliches, bipolares Zellmuster
umgewandelt hat. Bei starker Konfluenz der Zellen, meist kurz vor der Passagierung,
bildet sich ein fischzugartiges Muster aus.

Die CD146+/CD45+ Fraktionen zeigten in der Kultur unterschiedliche Zelltypen. Der
Grol3teil der vorhandenen Zellen schien aus 50um grofRen runden Zellen zu bestehen,
die sich weder weiter teilten noch in der Grol3e oder Lange zu wachsen schienen. Der
zweite Zelltypus beinhaltete Zellen mit mehreren sternférmig vom Zellkern abgehenden
Auslaufern. Mit Zunahme der Kulturdauer dhnelten die mit sternférmigem Wachstum
beginnenden Zellen optisch dem Haupttypus der anderen beiden Zellreihen. Der
Versuch die beiden unterschiedlichen Zelltypen von der Plastikoberflaiche zu 18sen,
schlug fehl und somit konnten keine Passagierungen durchgefihrt werden (siehe
Abbildung 7).

Abbildung 7

Morphologie und Wachstum der kultivierten Populationen unter Phasenkontrastmikroskopie,
exemplarisch aus der Gruppe M2, 100-Fache Vergréerung

Reihe 1 von links nach rechts CD146+/CD45- an Tag 1, Tag 3, Tag 6, Tag 10

Reihe 2 von links nach rechts CD146-/CD45- an Tag 1, Tag 3, Tag 7, Tag 10

Reihe 3 von links nach rechts CD146+/CD45+ an Tag 1, Tag 3, Tag 6, Tag 10




Ein direkter Vergleich der Zellzahlen zwischen der Nycodenz-Methode und der neuen
Methode kann in Tabelle 8 nachvollzogen werden. In allen Zellfraktionen lasst sich im
Vergleich zu der Nycodenz-Methode ein Anstieg der Zellzahlen beobachten. In der
Zielfraktion lasst sich ein Anstieg der Zellzahl zwischen 564% und 1208% erheben. In
der doppelt negativen Fraktion zeigt sich ebenfalls ein deutlicher Anstieg der Zellzahlen
auf 1155 — 1643%. Lediglich in der CD146+/CD45+ Zellfraktion zeigt sich ein eher
geringer Anstieg der Zellzahlen auf 33,60-65,80%.

Tabelle 8

Zellzahlvergleich der Durchschnittswerte pro Maus gerechnet zwischen der Nycodenz-Methode und
der neuen Methode mit jeweils 2 oder 4 Tieren pro Versuch. Zellzahl vor Sortierung und der prozentuale
Anteil toter Zellen wurden in der Nycodenz-Methode nicht erhoben. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg
der Zellzahlen sowohl in der CD146+/CD45- als auch in der CD146-/CD45- Zellfraktion. In der
CD146+/CD45+ Fraktion kann nur ein geringer Anstieg der Zellzahlen im Vergleich der Methoden
untereinander erfasst werden.

Zellzahlvor | Tote Zellenin | ~pq46./cpas. | CD146-/CDA5- | CD146+/CDA5+

Methode Sortierung %

Nycodenz (1

Maus) X X 1.223 10.318 52.022
Neu (2 Mause) 1.174.167 23.76 16.000 129.500 69.500

Zellanstieg in
Prozent (Vgl.
Zu Nycodenz) 1208,26% 1155,09% 33,60%

Neu (4 Mause) 1.646.875 22 8.125 179.875 86.250
Zellanstieg in
Prozent (Vgl.
Zu Nycodenz) 564,35% 1643,31% 65,80%

Fur die zur RNA-Sequenzierung zu gewinnende RNA wurden erneut Zellen nach der
neuen Methode isoliert. Hierfiir wurden je 8 Mauspankreata zu einem aufzuarbeitendem
Ansatz zusammengenommen. Insgesamt wurden hierfir 5 Ansétze gebildet. Diese
Gruppen wurden nach den Nummern S1-5 bis aufgeteilt. Aufgrund einer verlangerten
Inkubationszeit mit den zur enzymatischen Auftrennung des Gewebes verwendeten
Enzymen, konnte die Gruppe 2 bei deutlich erhdhten abgestorbenen Zellen in der
Durchflusszytometrie fir weitere Versuche nicht verwendet werden. Im Folgenden wird
sich daher nur auf die Gruppen S1, S3, S4 und S5 bezogen. Aufgrund der gro3en Menge
an verwendeten Mauspankreata zeigt sich insgesamt eine deutlich erhdhte Ausbeute an
Zellen. Die gesamte Spannweite an gewonnenen Zellen liegt zwischen 10.400.000-
21.825.000 pro Sequenzierungsgruppe. Die Verteilung der Zellzahlen der einzelnen
Sortierungsgruppen ist kongruent mit den aus den vorangegangenen Zellisolationen

nach der neuen Methode (Siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9

Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des FACS. Angabe von
Durchschnitt, dem Durschnitt an Zellzahlen pro einzelner Maus, Varianz und Standardabweichung.
Ermittlung des Anteils an toten Zellen nach der Isolation durch das FACS

Zellzahl vor
Gruppe Sortierung tote Zellenin % | CD146+/CD45- CD146-/CD45- CD146+/CD45+
S1 21.825.000,00 12,9% 349.200,00 14.491.800,00 2.051.550,00
S3 10.400.000,00 10,9% 83.200,00 6.229.600,00 1.019.200,00
S4 10.175.000,00 13, 7% 50.875,00 6.715.500,00 712.250,00
S5 20.450.000,00 13,4% 613.500,00 10.470.400,00 1.758.700,00
Durch-
schnitt 15.712.500,00 12,725% 274.193,75 9.476.825,00 1.385.425,00
Durchschnitt
pro Maus 1.964.062,5 X 34.274,22 1.184.603,12 173.178,13
Varianz 2,9.67*10"13 0,012% 5,178*10"10 1,108*10"13 2,926*10"M1
Standard-
abweichung 5.447.318,72 1,092% 227.543,70 3.328.158,33 540.911,75
4.4. Re-Sortierung kultivierter CD146-/CD45- negativer Zellen

Die einzige Zellpopulation die suffizient in der Zellkultur anwuchs und sich zusétzlich
passagieren liel3, war die CD146-/CD45- Zellpopulation. Aufgrund ihrer Morphologie, die
nach der gangigen Beschreibung von MSC ebenfalls als eine mogliche
Ursprungspopulation fir MSC in Frage kommt, erfolgte die genauere Betrachtung der
Zellpopulation.

Nach der dritten Passage der Kulturen M1-/-, M2 -/-, M3-/- und M4-/- erfolgte der erneute
Versuch die kultivierten Zellen nach ihren Oberflachenmarkern zu sortieren. Nach
Ablosen der Zellen von der Kulturoberflache konnten zwischen 2.325.000 und 5.025.000
Zellen gewonnen werden. Nach einem Waschschritt zum Entfernen des Trypsins
wurden von jeder Probe 1/10 an Zellen entnommen (200.000-500.000 Zellen) und nach
dem Protokoll aus 3.2.4. mit den Antikérpern fur CD146, CD 45 und DAPI markiert.
AnschlieRend erfolge die erneute Sortierung.

Der Anteil toter durch das FACS detektierter Zellen betrug durchschnittlich 3,225%
Uberraschenderweise war der GroRteil der sortierten Zellen in der CD146+/CD45-
negativen Fraktion anzufinden (siehe Tabelle 10, Abbildung 8). Bei allen Populationen
waren dies durchschnittlich 59,429% der gesamten Zellen. In dem CD146-/CD45-
Ursprungscluster der Zellen wurden durchschnittlich nur noch 11,935% zugeordnet. Der

Anteil an doppelt positiven Zellen betrug durchschnittlich nur 2,021%.
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Tabelle 10

Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des FACS. Angabe von
Durchschnitt, dem Durschnitt an Zellzahlen pro einzelner Maus, Varianz und Standardabweichung.
Ermittlung des Anteils an toten Zellen nach der Isolation durch das FACS

Gruppe Zellzahl vor | tote CD146+/CD45- | CD146- CD146+/CD45+
Sortierung | Zellen /CD45-
in %
M1-/- 200.000,00 3,9% 121.000,00 2.800,00 2.200,00
M2-/- 500.000,00 1,7% 300.000,00 66.000,00 7.000,00
M3-/- 400.000,00 1,3% 242.400,00 | 54.800,00 5.600,00
M4-/- 300.000,00 6,0% 168.600,00 | 43.500,00 13.500,00
Durchschnitt 350.000,00 | 3,225% 208.000,00 41.775,00 7.075,00
Varianz 1,250*10710 | 0,035% 4,692*10"9 | 5,696*10"8 1,681*10"7
Standardabweichung 111.803,40 | 1,883% 68.499,489 | 23.866,962 4.099,619
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wo -l P4 7,684 999| 768
& [ PE+FITC- 5,998 78.1|  60.0
23 I negative 1,322 17.2| 132
E 8 PE+FITC+ 137| 18] 14
2 Illllll l. I1II|II]> TTTT lll] LI IHIHI T
102 10° 10* 10°
Alexa Fluor 488-A
Abbildung 8

Exemplarisch die Darstellung des DotPlot der Sortierung der Gruppe M2-/- nach Kultur mit der
entsprechenden Gating-Strategie

Die RNA der kultivierten Zellen wurde in einem separatem Schritt isoliert. Fir die

entsprechenden Ergebnisse wird auf das Kapitel 4.6. RNA-Vermessung verwiesen.

4.5. RNA- Isolation aus KC- und CRE-Mausmodellen

Zur Uberpriifung ob mit der neu eingefiihrten Methode ebenfalls Zellen aus genetisch
Veranderten Mausmodellen isoliert werden kdnnen, wurden Dank der freundlichen
Bereitstellung unserer Kollegen der Klinik fiir Gastroenterologie je zwei 10 Wochen alte
Mause des KC-Mausmodells und des CRE-Mausmodells zur Verfigung gestellt.
Aufgrund der zu erwartenden geringen Zellmenge in der Zielfraktion wurde erneut nach

einer Moglichkeit zur Optimierung der Zellausbeute gesucht. Hierbei zeigte sich die
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Erfahrung von Kollegen unseres Labors mit dem Gentle-MACS-System als hilfreich. Die
Gewinnung der Pankreata erfolgte nach dem standardisiertem Vorgehen. AnschlieRend
wurden der Schritt der mechanischen und enzymatischen Gewebedissoziation durch
das GentleMacs-System mithilfe des Spleen-Dissociation-Kits durchgefuihrt. Danach
erfolgten Waschschritte und Beladung der Zellen mit den Antikérpern nach dem in 3.2.4.
beschriebenem Protokoll. In der anschlieenden Sortierung konnten, wie in den
vorangegangenen Varianten, alle drei Subpopulationen isoliert werden.

Nach der Gewebsdissoziation zeigten sich sehr hohe Zahlen der insgesamt
gewonnenen Zellen. Es wurden an die 10.000.000 Zellen pro Mausmodell und 5.000.000
Zellen pro Maus isoliert. Dennoch scheint der Anteil an abgestorbenen Zellen im
Vergleich zur h&ndischen Gewebsdissoziation erhdht. Die Verteilung der einzelnen
Zellen in den drei Subgruppen ist ahnlich zu den Vorversuchen. Auffallig ist aber ein
deutlich niedriger Anteil an Zellen in der CD146+/CD45+ Fraktion (Tabelle 11).

Tabelle 11
Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des FACS. Ermittlung des
prozentualen Anteils an toten Zellen nach der Isolation durch das FACS

Zellzahl vor
Gruppe Sortierung tote Zellenin % | CD146+/CD45- CD146-/CD45- CD146+/CD45+
KC1 9.875.000,00 35,7% 52.000,00 4.000.000,00 5.000,00
CRE1 10.650.000,00 36,4% 75.500,00 5.300.000,00 6.550,00

4.6. RNA-Vermessung

Die Vermessung der RNA erfolgte Uber den Nanodrop One von Thermo Fischer
Scientific. Die erstmalige RNA-Analyse erfolgte mit jeweils drei Proben aus je zwei
Mausen. Die gewonnenen Mengen der RNA-in den einzelnen Subgruppen waren gering.
Am ehesten Aufgrund von geringen Zellzahlen zur Gewinnung der RNA ohne
vorangehende Kultivierung der einzelnen Population war die Ausbeute der gewonnen
RNA zu erwarten gering.

Um die Menge an isolierter RNA fiir eine folgend suffiziente mRNA-Sequenzierung zu
erhohen, wurde aus den kombinierten Pankreata von je acht Mausen die einzelnen
Subgruppen mit der neuen Methode isoliert und anschlieRend vermessen.

Zusétzlich erfolgte die RNA-Isolation aus zwei KC-Mausen sowie von zwei CRE-

Mausen.
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Tabelle 12

Daten der RNA-Vermessung mittels Nanodrop aller zu sequenzierenden Proben. Angabe des

Nukleinsauregehalts, der Emissionsspektren sowie der Gesamtmenge an gewonnener Nukleinsiure

Nukleinsaure-gehalt Gesamtmenge
Proben-name (ng/ul) IA260/A280 IA260/A230 |A260 IA280 Mykroliter |Nukleinsaure (ng)
ppl 25,059 1.852 1.797 0.626 0.338 30 751,77
pnl 2,586 1.507 0.523 0.065  [0.043 |30 77,58
nnl 13,144 1.758 1.048 0.329 0.187 24 315,456
pp3 24,819 1.869 1.390 0.620 0.332 30 744,57
pn3 4,36 1.423 0.777 0.109  [0.077 |30 130,8
nn3 60,138 1.917 1.980 1.503 0.784 30 1804,14
pp4 27,223 1.887 1.189 0.681  [0.361 |30 816,69
pn4 2,671 1.519 0.625 0.067  [0.044 |30 80,13
nn4 39,899 1.951 1.894 0.997 [0.511 |30 1196,97
pp5 10,137 1.812 1.572 0.253 0.140 30 304,11
pn5 5,262 1.600 0.732 0.132  [0.082 |30 157,86
nn5 34,389 1.880 1.283 0.860  [0.457 |30 1031,67
KC1-/- 9,18 1.828 0.127 0.229  [0.126 |30 275,4
KC1+/- 3,157 1.704 0.245 0.079  [0.046 |30 94,71
CRE1-/- 5,841 1.692 1.576 0.146  [0.086 |30 175,23
CRE1+/- 2,702 1.433 0.873 0.068  [0.047 |30 81,06
WTnn2 722,715 2,043 2,189 18,068 8,842 |90 65.044,35
\WTnn3 589,126 2,02 2,213 14,728 7,292 |90 53021,34
WTnn4 635,585 2,018 2,211 15,89  |7,.874 |90 57202,65

Ebenfalls RNA-isoliert wurde aus den kultivierten Zellen der Zellen der Gruppen M2-M4.
Die Verteilung der isolierten RNA I&sst sich in Tabelle 12 nachvollziehen. Auffallig ist der
Qualitatsabfall der Reinheit der RNA in den CD146+/CD45- Populationen (pnl, pn3, pn4,
pn5, KC1+/-,CRE1+/-). Dieser ist am ehesten auf die geringe isolierte Menge an RNA
zurtickzuftihren die am wabhrscheinlichtsen aus den geringen isolierten Zellmengen
resultierte. Dies ist sowohl an der gesamt gewonnenen Menge an Nukleinsaure

ersichtlich als auch am ermittelten Nukleinsaure /ul -Gehalt.

4.7. mRNA-Sequenzierung

Die initiale mRNA-Sequenzierung erfolgte durch die Firma Novogene als Poly-A
Sequenzierung. Da die gesamten Proben in zwei Anldufen an die Firma Novogene
gesendet wurden, erfolgte eine Zusammenfiihrung der Daten durch unseren Kollegen
des Helmholtz Proteinzentrums Halle Herrn Dr. rer. nat. Markus Glaf3. Anhand der

zusammengefihrten Rohdaten wurde eine erneute Analyse vorgenommen.
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In sowohl der Sequenzierung durch die Firma Novogene als auch durch unseren
Kollegen wurde initial die Qualitat der Daten gepriuft. Nachdem alle Proben den
Qualitatscheck erfolgreich passiert haben, erfolgte nun die Zuordnung der generierten
Reads zum Mausgenom Mus_musculus.GRCm38.100.gtf.

AnschlieBend erfolgte die Uberpriifung der sogenannten RawReads auf ihre Verteilung
(Abbildung 9 und Tabelle 13). Insgesamt konnten 18-25*1076 Reads pro Probe generiert
werden. Hiervon konnten bei allen 80-90% dem Mausgenom zugeordnet werden. Nur
die Proben des Cre-Mausmodells und die Probe nn1 wiesen niedrigere Werte auf, wobei
die Probe nnl deutlich aus allen Proben herausfallt.

Fur die weitere Datenanalyse wurde mit allen Proben fortgefahren und es erfolgte eine
Analyse der Genexpression. Um die Proben miteinander zu vergleichen wurden
verschiedene Korrelationsindizes berechnet. Anhand der proteincodierenden
zugeordneten Reads erfolgte tiber die FPKM-Werte die Darstellung der Korrelation der
einzelnen Proben zueinander in einer Pearson-Correlation (Abbildung 10). Hier zeigte
sich vor allem ein gutes Clustering der Kultivierten negativen Zellen sowie der

positiv/positiven Fraktionen. Sowohl in der negativ/negativen als auch in der

Tabelle 13

Die Verteilung der generierten Raw Reads der Sequenzierung mit dem Anteil der erfolgreich dem
Mausgenom zugeordneten Reads als Zahl und in Prozent sowie der Anteil an nicht zuzuordnenden
als Zahl und in Prozent.
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Graphische Darstellung der Verteilung der Raw reads der einzelnen Proben und welchem RNA-Typus
diese zugeordnet werden. Es zeigt sich ein weitgehend konsistentes Verteilungsmuster mit einem zu
erwartendem Grof3teil an mRNA in allen Proben.
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positiv/negativen Zielfraktion zeigten sich Unterschiede der Populationen untereinander.
Die Proben Pn3/4 korrelieren sehr gut miteinander und die Proben pnl/pn5 korrelieren
sehr gut miteinander. Der Korrelationsindex von pnl/5 zu pn3/4 zeigt zwar eine gute
Korrelation auf, ist aber dennoch etwas geringer als in den anderen Proben. Diese
Verteilung spiegelt sich auch ahnlich bei den negativ/negativen Population wieder. Dies
kobnnte mit einer moglichen unsauberen Auftrennung im Bereich der
Untergruppenbildung nach Sortierung im FACS einhergehen. Bezuglich der KC- und
CRE-Mausproben lasst sich feststellen, dass diese untereinander sehr gut korrelieren
sowie etwas inkonsistent mit den negativ/negativen als auch mit den positiv/negativen
Zellpopulationen. Aufgrund der Tatsache, dass diese Proben jeweils nur einmalig
erhoben wurden, ist ihre wissenschaftliche Aussagefahigkeit stark eingeschrank.

Im Vergleich zur Pearson-Correlation erfolgte ebenfalls eine Principal Component
Analyse. Hier zeigt sich ein deutlich bessere Aufteilbarkeit der einzelnen Proben zu ihren
Subgruppen. Lediglich die Probe nnl clustert weit entfernt von den anderen Proben der
Gruppe CD146-/CD45-. Im Vergleich zur Pearson-Correlation zeigt sich ein
homogeneres Clustern der CD146+/CD45- und der CD146-/CD45- Proben (Abbildung

11). Dieser Schluss lasst sich ebenfalls aus der graphischen Darstellung der Heatmap
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Abbildung 10
Pearson-Correlation der Sequenzierten Proben mit Angabe des Korrelationsindexes von 0-1. Ein
Korrelationsindex von 1 spricht fiir eine Korrelation von 100%, 0 fir eine Korrelation von 0%
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ziehen. Hier scheint die Gruppe nnl ein wesentlich anderes Expressionsprofil im Bereich
der proteinkodierenden Gene zu haben als alle anderen untersuchten Proben
(Abbildung 12).

Zusammenfassend ist das Clustering der Proben nicht konsistent in den einzelnen
Untersuchungsvarianten. Im Hinblick auf die Auftrennung der Population lasst sich aber
feststellen, dass sowohl die CD146+/CD45+ Zellfraktion sowie die kultivierten CD146-
/ICD45- Proben sich sicher und eindeutig von den anderen Populationsgruppen
unterscheiden und eine sichere Einteilung in diese vorgenommen werden kann. Im
Hinblick auf die CD45- Fraktionen ist diese klare Trennung der einzelnen Populationen
deutlich schwieriger und in den erhobenen Subgruppen inkonsistent zueinander.
Dennoch erscheint es moglich, zum Beispiel Anhand der Principal Component Analyse
die CD146-/CD45- Zellfraktion eindeutig von der CD146+/CD45- Zellfraktion zu trennen.
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Abbildung 11
Principal Component-Analyse der sequenzierten Proben. Auffallend konsistentes Clustering aller
Subgruppen mit Ausnahme der Population nnl.

Abbildung 12
Heatmap der exprimierten protiencodierenden Gene aller Sequenzierungsproben. Die Sortierung der
Proben erfolgte nach Zugehdrigkeitsdendrogramm der einzelnen Proben.
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Diese Unscharfe bei der Auftrennung der pn- und nn-Gruppen zeigt sich auch an den
einzelnen Proben der KC- und CRE-Méausen. Dies kdnnte an einer zu niedrig gewéhlten
Expression von CD146 zur Separation der Populationen liegen, oder aber an einer
insuffizienter Auftrennung der Populationen anhand von CD146. Dennoch scheint auf
die CD146-Expression und auf die generelle Expression von Oberflachenmarkern die
adhérente Zellkultur einen deutlichen Einfluss zu haben. Die kultivierten CD146-/CD45-
negativen Zellen unterscheiden sich in jedem Clustering deutlich von ihren
urspriinglichen Vorlauferzellen.

Die Frage um welchen Zelltyp es sich bei den unterschiedlichen Populationen handelt,
konnte mit den bisher erfolgten Analysen nicht beantwortet werden. Um einen Anhalt zu
bekommen um welche Zellen es sich in der isolierten Population handeln kénnte, wurde
aus mehreren Studien und aus den Vorgaben des ISCT fir mesenchymale Stammzellen
versucht Signaturgene zu vergleichen.

Fur die weiteren Vergleiche der Gensignaturen wurden die Daten der genetisch
veranderten Mausmodelle nicht einbezogen, da diese aufgrund von jeweils nur
einmaliger Durchfiihrung eine geringe wissenschaftliche Aussagekraft haben.

Um einen Vergleichswert zu generieren ab welchem Expressionsniveau ein
Oberflachenmarker vorhanden sein musste, wurden die FPKM-Werte der
Oberflachenmarker die zur Sortierung genutzt wurden, also CD146 und CDA45,
verwendet. Der niedrigste Durchschnittswert, bei dem einer der Oberflachenmarker in
der Sortierung vorhanden ist, liegt bei einem FPKM von 1,797. Dieser Wert wurde flr
das Gen CD146 bei der CD45-positiven und CD146-positiven Fraktion bestimmt
(Tabelle 14).

Als erste Vergleichsgene fir Signaturgene von MSC wurden die Oberflachenmarker der
bereits in der Einleitung erwahnten Minimalkriterien zur Klassifikation mesenchymaler
Stammzellen des ISCT verwendet (Kapitel 1.3, Seite 3) 3. Die Oberfachenmarker CD90,
CD105 und CD73 sind positive Marker. Die Oberflachenmarker CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD79B, CD19 sind negative Marker. Hierbei zeigt sich ein gemischtes Bild. Die
CD146 positive und CD45 negative Zellfraktion sowie die CD146 negative und CD45
negative Zellfraktion sind positiv fur 2 von 3 (CD90, CD105) Oberflachenmarkern die
vorhanden sein sollten und negativ fur 4 von 6 (CD45, CD11b, CD79B, CD19)
Oberflachenmarker die nicht vorhanden sein sollten. Nur die kultivierte negativ-negative
Population (WTnn) stimmt mit allen Oberflaichenmarkern auRer einem der MSC nach
ISCT uberein. Hier zeigen sich ebenfalls 2 von 3 (CD90, CD105) Oberflachenmarkern
die vorhanden sein sollten positiv und 6 von 6 (CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79B,
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CD19) Oberflachenmarker die nicht vorhanden sein sollten negativ. Die doppelt positive
Zellfraktion ist fUr alle Oberflachenmarker auRer CD73 positiv. Hieraus lasst sich bei den
unterschiedlichen Populationen noch kein MSC-Status belegen, wobei die kultivierte
doppelt negative Zellfraktion am ehesten dem Typus der MSC nach Maf3gaben des ISCT
entspricht.

Tabelle 14

FPKM-Werte (fragment per kilobase million) fiir die Genexpression von Signaturgenen von MSC nach den Empfehlungen
des ISCT. Zusétzlich als Vergleichswerte die Oberfachenmarker die zur Sortierung der Zellen mittels Durchflusszytometer
verwendet wurden.

MW = Mittelwert/Durchschnitt, STD = Standardabweichung, griin = Oberflachenmarker die vorhanden sein sollten, rot =
Oberflachenmarker die nicht vorhanden sein sollten

Oberer Teil: Mesenchymale Stammzellen Oberflachenmarker nach ISCT2006)

Unterer Teil: Oberflachenmarker die fur Sortierung durch FACS verwendet wurden

MSC-Oberfl&-
chenmarker Chromo-
(ISCT2006) Gen som nn (MW)|nn (STD)jpn (MW) |pn (STD)|pp (MW) fpp (STD)IWTnn (MW) [WTnn (STD)
CD90 (thymus
cell antigen 1) [Thyl 9 133,311 |31,812 26,764 ]12,426 16,793 3,960 165,699 5,046
CD105
(endoglin) Eng 2 45,433 [2,961 234,311 [99,937 21,788 ]1,182 31,008 4,085
CD73 (5'
nucleotidase,
ecto) Nt5e/Cd73 |9 0,492 [0,0960 [0,347 0,089 0,895 0,274 0,222 0,015
CD45 (protein
tyrosine
phosphatase,
receptor type,
C) Ptprc 1 0,432 [0,3145 10,638 0,346 29,959 14,350 0,002 0,002
CD34
(hematopoietic|
progenitor
celll antigen
CD34) Cd34 1 254,205 41,678 [76,051 10,903 |6,736 5,537 0,361 0,159
CD14
(monocyte
differentiation
antigen CD14 )|Cd14 18 4,960  [2,710 22,629 [9,004 539,587 |72,708 [1,332 0,037
CD11b
(integrin alpha

Itgam 7 0,352 [0,245 0,942 0,751 56,396 9,392 0 0

CD79B (B-Cell
antigen
receptor
complex-
associated
protein beta
chain) Cd79b 11 0,770  [0,548 1,467 0,157 18,902 |5,380 0 0
CD19 (B-
lymphocyte
surface
antigen B4)  |Cd19 7 0,274 [0,205 0,996 0,302 9,961 3,061 0,005 0,007

FACS-Oberfla- Chromo-
chenmarker  |Gen som nn (MW)|nn (STD)jpn (MW) |pn (STD)|pp (MW) fpp (STD)]WTnn (MW) [WTnn (STD)
CD146
(melanoma
cell adhesion
molecule) Mcam 9 0,143 [0,100 75,428 [30,272  |1,797 0,929 2,696 0,305
CD45 (protein
tyrosine
phosphatase,
receptor type,
C) Ptprc 1 0,432 [0,314 0,638 0,346 29,959 4,350 0,002 0,002
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In der Studie von Freeman et al. von 2015 wurden mit Hilfe von Single-Cell RNA-
Sequenzierung mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark mehrere Signaturgene
fir murine MSCs detektiert. Hierbei sind Ly6a, CD9, CD44, Sdc4, Lamp2 positive
Signaturgene mit einer hochregulierten Expression. Anpep, Itgam, Eng, Nt5e, Pecam
und Nanog sind Signaturgene mit einer herunterregulierten Expression. Einige Gene
werden nach der Studie als mdoglich hoch- oder herunterregulierte Signhaturgene
gewertet. Hierbei handelt es sich um Pdgfra, CD80, CD34 und Tfrc 1. Auffallig ist in
dieser Auflistung vor allem das Gen Endoglin (CD105) sowie das Gen Nt5e, welche
beide beim ISCT zu den definierenden positiven Oberflachenmarkern gehdren. Im
Vergleich zu den Signaturgenen von MSC zeigt sich in der Genexpression in dieser
Arbeit ebenfalls eine nicht komplette Ubereinstimmung mit den Signaturgenen nach der
Studie von Freeman et al.. Aufféllig ist das bei allen isolierten Subpopulationen die
hochregulierten Gene fir MSC ebenfalls positiv sind. Bei den herunterregulierten Genen
fur MSC treten jedoch Unterschiede auf. Sowohl bei der doppelt negativen Zellfraktion
als auch bei der kultivierten doppelt negativen Zellfraktion sind 2 von 6 negativen
Signaturgenen positiv. Bei der Zielfraktion, den positiv-negativen Zellen, sind 3 von 6
positiv. Auffallig ist hierbei, dass es sich vor allem um Gene handelt, die bei Perizyten
und Endothelzellen positiv sind. Die doppelt positive Zellfraktion ist nur bei 2 von 6
negativen Signaturgenen ebenfalls negativ und damit am weitesten von Typus der
mesenchymalen Stammzellen entfernt siehe Tabelle 15).

Ein weiterer Vergleich wird mit Signaturgenen nach der Arbeit von Sunami et al.
durchgefiihrt 4. In dieser Arbeit werden Signaturgene fir MSC aus verschiedenen
Geweben, CAFs und fir Stellatumzellen aufgelistet. Hierbei stimmt die positiv-negative
Zellfraktion vollstandig mit den positiven Marker fir von MSC abstammenden CAFs
Uberein und exprimiert 4 von 5 positiven Marker fur aus Fettgewebe isolierten MSC. Die
Ubereinstimmung mit den weiteren Zelltypen ist gering. Die negativ-negative Zellfraktion
exprimiert ebenfalls alle Gene fir von MSC abstammenden CAFs, allerdings exprimiert
sie nur 3 von 5 Marker fir MSC aus Fettgewebe. Die kultivierte negativ-negative
Population stimmt ebenfalls mit 4 von 5 positiven Markern der MSC aus Fettgewebe
Uberein (Siehe Tabelle 16).
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Tabelle 15

FPKM-Werte (fragment per kilobase million) nach Freeman BT, Jung JP, Ogle BM (2015) Single-Cell RNA-Seq of Bone
Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells Reveals Unique Profiles of Lineage Priming ;

MW = Mittelwert/Durchschnitt, STD = Standardabweichung, griin = Oberflichenmarker mit hoher Expression in
murinenMSC, rot = Oberflachenmarker mit niedriger Expression in murinenMSC, blau = variable Verteilung mdglich/nicht
eindeutig positiv oder negativ nach Sequenzierung zuzuordnen

mbm-MSC- Chromo pp WTnn | WTnn
Gene Gen -som nn (MW) | nn (STD) pn (MW) pn (STD) pp (MW) | (STD) (MW) (STD)

lymphocyte
antigen 6
complex Ly6a 15 | 732,304 177,395 311,335 88,537 25,740 | 17,439 | 23,593 2,349

CD9 antigen
(Tetraspanin
-29) Cd9 6 40,855 12,732 88,054 9,631 24,009 4,885 | 23,727 4,635

CD44
(homing
function and
indian blood
group
system) Cd44 2 5,064 0,500 5,001 0,716 32,401 5,225 | 29,539 3,711

syndecan 4 Sdc4 2 43,772 10,476 49,904 17,023 68,878 | 13,872 | 55,322 3,792

lysosomal-
associated
membrane
protein 2 Lamp2 | x 49,719 14,678 27,575 6,671 69,386 6,927 | 52,446 2,761

alanyl

(membrane)
aminopeptid
ase Anpep 7 68,885 23,278 21,811 5,877 13,071 1,470 5,074 0,433

CD11b
(integrin
alpha M) Itgam 7 0,352 0,245 0,942 0,751 56,396 9,392 0,000 0,000

CD105
(endoglin) Eng 2 45,433 2,961 234,311 99,937 21,788 1,182 | 31,008 4,085

CcD73 (5'
nucleotidase | Nt5e/
, ecto) Cd73 9 0,492 0,096 0,347 0,089 0,895 0,274 0,222 0,015

platelet/end
othelial cell
adhesion Peca
molecule 1 ml 11 1,122 1,520 188,821 83,255 1,825 0,674 0,021 0,011

Nanog
homeobox Nanog 6 0,000 0,000 0,023 0,041 0,012 0,021 0,034 0,034

platelet
derived
growth
factor
receptor,
alpha Pdgfra 5 90,845 36,043 7,846 7,809 1,778 1,686 | 29,506 3,098

CD80 (T/B-
lymphocyte
activation
antigen
CD80/B7) Cd80 16 1,047 0,437 0,425 0,286 9,895 1,149 | 16,489 0,274

CD34
(hematopoie
tic
progenitor
celll antigen
CD34) Cd34 1| 254,205 41,679 76,051 10,903 6,736 5,537 0,361 0,159

transferrin
receptor Tfrc 16 0,600 0,374 4,480 0,265 32,936 1,351 4,544 0,239
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Tabelle 16

FPKM-Werte (fragment per kilobase million) nach Sunami, Yoshiaki; HauBler, Johanna; Kleeff, Jorg (2020): Cellular
Heterogeneity of Pancreatic Stellate Cells, Mesenchymal Stem Cells, and Cancer-Associated Fibroblasts in Pancreatic
Cancer.

MW = Mittelwert/Durchschnitt, STD = Standardabweichung, griin = Oberflachenmarker die vorhanden sein sollten

Pancreatic Chromo- | nn nn pn pn pp pp WTnn WTnn
stellate cell Gen som (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD)
desmin Des 1 12,852 8,209 | 15,236 3,684 0,343 0,196 14,680 1,533
glial fibrillary acidic

protein Gfap 11 0,073 0,055 0,346 0,229 0,032 0,013 0,014 0,013
MSC-derived Chromo- | nn nn pn pn pp pp WTnn WTnn
CAFs Gen som (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD)
interleukin 6 116 5 28,080 | 12,873 6,536 3,147 | 33,914 | 11,009 24,904 1,715
wingless-type

MMTV integration

site family,

member 5A Wnt5a 14 20,344 9,467 3,770 2,956 0,466 0,297 7,929 0,452
bone

morphogenetic

protein 4 Bmp4 14 13,651 2,767 6,677 3,974 0,508 0,344 0,013 0,019
Bone-marrow Chromo- | nn nn pn pn pp pp WTnn WTnn
derived MSC Gen som (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD)
chemokine (C-C

motif) ligand 5 Ccl5 11 0,299 0,280 0,137 0,203 | 77,399 | 38,209 0,446 0,071
Cancer-

associated MSC

(pancreatic Chromo- | nn nn pn pn pp pp WTnn WTnn
cancer) Gen som (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD)
colony stimulating

factor 2

(granulocyte-

macrophage) Csf2 11 0,000 0,000 0,157 0,175 0,075 0,131 1,410 0,627
CD44 (homing

function and indian

blood group

system) Cd44 2 5,064 0,500 5,001 0,716 | 32,401 5,225 29,539 3,711
CD73 (5'

nucleotidase, ecto) | Nt5e/Cd73 9 0,492 0,096 0,347 0,089 0,895 0,274 0,222 0,015
CD90 (thymus cell

antigen 1) Thyl 9 | 133,311 | 31,812 | 26,764 | 12,426 6,793 3,960 | 165,699 5,046
integrin alpha 4 ltgad 2 0,171 0,201 0,152 0,070 0,610 0,247 12,823 2,075
Adipose-derived Chromo- | nn nn pn pn pp pp WTnn WTnn
MSC Gen som (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD) (MW) (STD)
actin, alpha 2,

smooth muscle,

aorta Acta2 19 0,586 0,361 | 85,755 | 34,553 1,230 0,766 | 346,822 | 70,538
vascular

endothelial growth

factor A Vegfa 17 39,202 | 16,717 | 35,881 7,026 7,454 2,770 | 106,341 8,988
fibroblast

activation protein Fap 2 18,917 2,861 2,854 2,443 0,588 0,234 3,456 0,185
S100 calcium

binding protein A4 | S100a4 3 2,363 3,624 0,196 0,156 6,701 3,290 0,690 0,566
chondroitin sulfate

proteoglycan 4 Cspg4 9 0,424 0,127 6,175 2,460 0,028 0,027 8,222 0,541

4.8. Enrichment Analysen

Da zwar bisher die Aufteilung in verschiedene Subgruppen suffizient erfolgt ist, aber
noch keine eindeutige Zuordnung des Zelltypus erfolgen konnte, wurde nach weiteren
Mdglichkeiten der Zellbestimmung gesucht. Hierfiir wurden eine Zelltyp-Enrichment-
Analyse sowie eine Gen-Set-Enrichment-Analyse durchgefiihrt. Die Zelltyp-Enrichment

Analyse erfolgte tber die Plattform xCell. Bei der Plattform xCell handelt es sich um ein
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bioinformatisches Programm, das den Vergleich von 64 Genexpressionsprofilen
verschiedener Zelltypen aus humanem Gewebe ermdoglicht. Daflr wurden aus
insgesamt 3 sequenzierungsbasierten (Fantom5, Encode Projet, Blueprint epigenomics)
und 3 microarraybasierten (Iris, Novershtern et al., Human Primary Cell Atlas)
Datenbanken aus 64 Zelltypen Gensignaturen generiert. Anhand dieser spezifischen
Gensignaturen kann man die nun isolierten Zellen vergleichen und erhalt einen
sogenannten Enrichment Score (ES). Dieser variiert von 0-2. Hierbei steht O fur die
geringste mogliche Ubereinstimmung und 2 fir die Hochste, Das Programm beinhaltet
Signaturen fur lymphatische Zellen, myeloische Zellen Stammzellen, Stromazellen und
fur andere Zellen wie zum Beispiel Epithelzellen. Zu den Stromazellen gehdrt ebenfalls
eine Signatur fir mesenchymale Stammzellen. Spezifische Signaturen fir pankreatische
Zellen bestehen nicht 1%, Ein Vergleichbares Programm fiir murine Gensignaturen gibt
es nicht. Nach Einfigen der Daten in das Programm zeigte sich ein uneindeutiges Bild
(Abbildung 13). Fur eine Anreicherung im Gensignaturprofii mesenchymaler
Stammzellen zeigte nur die Gruppe nnl eine signifikante Anreicherung. Fir alle anderen
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Abbildung 13

Heatmap der Zelltyp Anreicherungsanalyse via xCell. X-Achse mit Auflistung der Proben. Y-Achse mit
Auflistung der Zelltyen. Farkodierung des Enrichment-Scores. Nicht signifikante Anreicherungen mittels
n.s. markiert.

54



Zellen war die Anreicherung im Bereich der MSC nicht signifikant. Die héchsten ES im
Bereich von 0,814 bis 1,081 in der positiv-negativen Zielfraktion wurden flir das Profil
der Hamatopoetischen Stammzellen generiert. Weitere signifikante Anreicherungen
zeigten sich bei den Profilen fir Endothelzellen, Fibroblasten, Pericyten, Astrozyten,
Epithelzellen, Chondrozyten, Mesangiumzellen, Neurone (auf3er pn3) und Keratinozyten
(Auflistung in absteigender Reihenfolge). Ein eindeutige Identifizierung der Pn-
Populationen als MSC ist somit nicht moglich. Vielmehr scheint es sich um eine am
ehesten stromale Mischpopulation zu handeln. Interessanterweise zeigen die Zellen
ahnliche Profile von stromalen Zelltypen und von potentiellen
Differenzierungsmoglichkeiten von MSC wie zum Beispiel von Chondrozyten. Nach der
Zellisolationsmethode ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei der pn Fraktion am
ehesten, wie es der ES impliziert um hdmatopoetische Stammzellen handelt.

Die negativ-negativen Populationen haben die hochsten signifikanten Anreicherungen
fur Fibroblasten mit einem ES zwischen 0,441 und 0,543. Zusatzlich gibt es signifikante
Anreicherungen im Bereich der Pericyten, Praadipozyten, glatten Muskelzellen und
hamatopoetische Stammzellen, sowie sehr geringe aber signifikante Anreicherungen fur
Astrozyten, Chondrozyten, Plasmazellen, Neurone, Skelettmuskulatur und
Melanozyten. Nach den bisherigem Verhalten der Zellen und dem Phanotyp in der
Zellkultur, ist die héchste Anreicherung fur fibroblastoide Zellen nachvollziehbar.

Die positiv-positive Zellfraktion erzielt einen ES von 1,855 bis 2,047 fir unreife
dendritische Zellen und zusétzlich signifikante Anreicherungen nahe einem ES von 1 fir
konventionelle dendritische Zellen, Monozyten und verschiedene Typen von B-Zellen.
Weiter signifikante Anreicherungen aber mit einem ES von unter 0,5 werden fir
Pericyten, NK-Zellen, basophile Granulozyten, Mast-Zellen, plasmazytoide dendritische
Zellen, Myeloische Progenitorzellen, neutrophile Granulozyten, Macrophagen,
Plasmazellen und gamma-delta T-Zellen erzielt. Hiermit zeigt sich eine deutliche
Anreicherung vor allem in lymphoiden Zellreihen, mit einem eindeutigem Maximum bei
antigenprasentierenden dendritischen Zellen. Dieses Clustering stimmt mit der
Sortierung nach dem Oberflachenmarker CD45 (lymphocyte common antigen) sehr gut
uberein.

Die kultivierten negativ-negative Populationen hat ihren hdchsten signifikanten ES fur
Fibroblasten. Dieser liegt je Population zwischen 0,408 und 0,438. Weitere signifikante
Anreicherungen aller WTnn-Populationen bestehen fir Pericyten, glatte Muskelzellen
und Astrozyten. Geringere signifikante Anreicherungen wurden bei Praadipozyten, Th2-
Zellen, Plasmazellen, gewothnlichen lymphoiden Vorlauferzellen, Neuronen und CD4+-
T-Zellen festgestellt. Mit den optischen Ergebnissen der Zellkulturversuche stimmt die

hdchste Anreicherung in xCell bei einem fibroblastoidem Zelltypus tberein.

55



Zusammenfassend kann keine Population eindeutig dem Typus einer mesenchymalen
Stammzelle anhand der durchgefiihrten Enrichment Analyse zugeordnet werden.
Eindeutig gezeigt wurde, dass es sich bei den PP-Populationen am ehesten um Zellen
lymphoiden Ursprunges handelt. Bei allen anderen Populationen lasst sich am ehesten
auf einen stromalen Zelltypus schlieBen, wobei die NN- und die WTnn-Population am
ehesten einem fibroblastoiden Zelltypus entsprechen. Die Pn-Zellfraktion ist nach xCell
am ehesten einem hdmatopoetischen Stammzelltypus sowie einem stromalen Zelltypus
zuzuordnen. Der hdmatopoetische Stammzelltypus ist in diesem Rahmen schwer zu
interpretieren. Interessanterweise bestehen fur die Pn-Zellfraktionen verhaltnismafig
hohe Anreicherung im Bereich von Endothelzellen, die es bei den anderen stromalen
Populationen nicht gibt.

Da mit der xCell-Methode zwar eine gewisse Richtung des Zelltypus vermutet aber nicht
sicher klassifiziert werden konnte, erfolgte anschlieBend die bereits vorangehend
erwahnte Gen-Set-Enrichment-Analyse.

Hierflr wurden die Zelltyp Signaturgensets (Kollektion 8) von der Molecular Signature
Database verwendet. Diese Datenbank enthadlt 671 spezifische Gensets fir
unterschiedlich Zelltypen 195107 Auch hier stammten die Daten von Untersuchungen an
humanem Gewebe. Die einzelnen Signaturgencluster wurden mittels Single-Cell
Sequenzierungen bestimmt. Aufgrund der Diskrepanz des murinen und des humanem
Genoms, erfolgte eine Homologisierung des Mausgenoms an das humane um eine
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Nachteilig war hierbei, dass keine spezifische
Signatur fir mesenchymale Stammzellen unter den 671 Gensets vorhanden war. Dafiir
bestehen Signaturen mesenchymaler Stromazellen sowie verschiedene Zelltypen des
Pankreas. Bei der GSEA wird die Anreicherung mittels eines normalisierten Enrichment
Scores (NES) angeben sowie einem p-Wert fur die Signifikanz der Anreicherung. Die
NES wurden bei dieser Form der Analyse jeweils im Vergleich zu einer anderen
Zellpopulation gebildet. Aufgrund der Fille an 671 Gensets unterschiedlicher Zelltypen
die verglichen wurden, wurden jeweils die 5 Gensets mit dem hdchsten NES und der
hochsten Signifikanz der einzelnen Populationen verglichen, sowie die 5 Gensets mit
dem héchsten NES und der hdchsten Signifikanz, die das Wort Pankreas enthielten.
Tabelle 17 listet jeweils die entsprechenden Top5 Gensets fur alle Populationen im
Vergleich zu den anderen Populationen auf.

Die hochsten signifikanten NES fir die Pn-Populationen wurden gegentber allen
anderen Untergruppen bei Gensignaturen von Endothelzellen festgestellt. Im genaueren
Vergleich zu der Nn-Population erfolgte zusatzlich noch ein Anreicherung fir
myeloischen Zellen. Im Vergleich zu der Pp-Population zeigte sich neben den

Anreicherungen in endothelialen Profilen die hchste Anreicherung bei einem stromalem
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Zelltypus. Gegeniber der Wtnn-Populationen zeigte sich ebenfalls die groRdte
Anreicherung bei einem endothelialen Zelltypus. Zuséatzlich zeigte sich erneut eine hohe
Anreicherung bei einer myeloischen Zellsignatur und bei einer epithelialen Zellsignatur.
Bezogen auf Pankreasspezifische Signaturen zeigten sich gegeniber allen anderen
Population die hoéchsten NES fur Zellsignaturen von Endothelzelle und myeloischen
Zellen. Auffallig ist eine signifikante und hohe Anreicherung fur duktale Zellen im
Vergleich zu allen anderen Population.

Die hochsten NES fir die Nn-Population erzielten mit Ausnahme im Vergleich zur Wtnn-
Population stromale sowie fibroblastoide Zellsignaturen. Im Vergleich zur Wtnn-
Population zeigten sich erneut erhdhte NES bei myeloischen Zellsignaturen. Den
hochsten NES der Nn-Populationen bezogen auf pankreasspezifische Signaturen im
Vergleich zu den Pn- und Pp-Populationen zeigte mit Abstand eine stromale Signatur.
Im Vergleich zur WTnn-Population wurde der héchste NES erneut bei einer myeloischen
Zellsignatur erhoben.

Die Pp-Population erzielte ihre hodchsten signifikanten NES im Vergleich zu allen
anderen Population bei Zellsignaturen fur Microglia, Makrophagen, Immunzellen und im
Vergleich zur WTnn-Population bei einer myeolischen Zellsignatur. Bezogen auf
pankreasspezifische Gensignaturen zeigte sich im Vergleich zu allen anderen
Populationen bei einer myeloischen und anschliel3end lymphoiden Zellsignatur.

Die WTnn-Population zeigte vor allem Signaturen von proliferierenden Zelllen
(Granulosazellen, Stromazellen, Eryhroblasten). Bezogen auf das Pankreas wurden die
hdchsten signifikanten NES bei einer stromalen Signatur generiert, mit deutlichen
abfallenden Werten im Vergleich zu allen anderen signifikanten Zellsignaturen.
Zusammenfassend konnte man auch mit Hilfe der GSEA nicht eindeutig bestimmen um
welchen Zelltypus es sich bei den einzelnen isolierten Populationen handelt. Eindeutig
ist der lymphoide Ursprung der Pp-Population bei denen es sich am ehesten um
Macrophagen beziehungsweise dendritische Zellen zu handeln scheint.

Sowohl die Nn-Populationen als auch die WTnn-Populationen bestanden vor allem aus
stromalen Zellen, am ehesten aus Fibroblasten. Deutlich scheint eine Bereinigung der
Zellkultur von myeloischen Zellen mit Zunahme der Kulturdauer stattgefunden zuhaben.
Auch bei den Pn-Populationen handelte es sich am ehesten um einen stromalen
Zelltypus. Hier zeigten sich sowohl in der Analyse von xCell als auch in der Analyse der
GSEA endotheliale Signaturen. Eine erfolgreiche Isolation von hamatopoetischen
Stammzellen, wie es die Zelltypanalyse durch xCell schlieBen Il&asst, war

unwahrscheinlich.
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Tabelle 17
Gen Set Enrichment Analyse

Auflistung der top 5 angereicherten Gensets mit den héchsten Signifikanzen und dem niedrigstem p-

Wert links. Auflistung der top 5 Gensets mit bezogen auf das Pankreas.
Farbkodierung zur Ubersicht: pn=hellblau, nn=hellgriin, WTnn=grin, pp=rot

GSEA i vs. pntop 5

GSEA 11 vs. pn top 5 Pancreas

Zelllinie NES p.adjust Zelllinie NES p.adjust
DFCV_ENDOTHELIAL CELLS 8,020 5,73E-10 MP_ENDOTHELIAL CELL 6,864 5,73E-10
DFK_MYELOID_CELLS 7,288 5,73E-10 DFP_MYELOID_CELLS 6,687 5,73E-10
MMN_HENDO 7,554 5,73E-10 MP_DUCTAL CELL 5,390 5,73E-10
DFAV_ENDOTHELIAL_CELLS 7,178 5,73E-10 DFP_DUCTAL_CELLS 5,466 5,73E-10
DFIMYELOID_CELLS 7,145 5,73E-10 DFPV_ENDOTHELIAL_CELLS 4,886 5,73E-10
GSEA 111 vs. pp top five GSEA 1 vs. pp top 5 Pancreas

DFC_MICROGLIA 14,108 3,26E-10 DFP_MYELOID_CELLS 11,071 3,26E-10
HFR_MICROGLIA 13,166 3,26E-10 DFP_LYMPHOID CELLS 7,546 3,26E-10
CDHC8 MACROPHAGE 12,931 3,26E-10 MP_DUCTAL_CELL 4,205 3,26E-10
BG_IMMUNE_CELLS 12,843 3,26E-10 MP_ENDOTHELIAL CELL 3,169 2,65E-06
ZPFCMT_MICROGLIA 12,525 3,26E-10 DFPV_ENDOTHELIAL CELLS 2,185 0,00379334
GSEA 1 vs. WTnn top five GSEA nnvs. WTnn top 5 Pancreas

HBM_ERYTHROBLAST 10,641 5,22E-10 MP_MESENCHYMAL _STROMAL CELL 4,780 5,22E-10
TL_PROLIFERATING BASAL CELL 8,905 5,22E-10 MP_ACINAR_CELL 1,931 0,012519779
TL_PROLIFERATING_MACROPHAGE

CELL 7,808 5,22E-10

FECTX_NSC 2 6,906 5,22E-10

FOCL10_PUTATIVE_EARLY_ATRESIA

GRANULOSA CELL 6,703 5,22E-10

GSEA pn vs. pp top five GSEA pn vs. pp top 5 Pancreas

HBM_STROMAL -15,115 2,63E-10 MP_ENDOTHELIAL_CELL -6,454 2,63E-10
GLIACJ_IMMUNE_CELLS -11,805 2,63E-10 MP_MESENCHYMAL_STROMAL_CELL -5,805 2,63E-10
DFCV_ENDOTHELIAL_CELLS -10,760 2,63E-10 DFP_DUCTAL CELLS -5,253 2,63E-10
DFCEV_ENDOTHELIAL_CELLS -10,457 2,63E-10 DFPV_ENDOTHELIAL_CELLS -5,081 2,63E-10
FECTXB_ENDOTHELIAL -9,402 2,63E-10 DFP_SMOOTH MUSCLE_CELLS -4,829 2,63E-10
DFC_MICROGLIA 15,019 2,63E-10 DFP_MYELOID_CELLS 10,966 2,63E-10
HFR_MICROGLIA 13,266 2,63E-10 DFP_LYMPHOID_CELLS 8,139 2,63E-10
CUIDHC8 MACROPHAGE 13,014 2,63E-10

BG_IMMUNE_CELLS 12,633 2,63E-10

ZPFCMT_MICROGLIA 12,602 2,63E-10

GSEA pn vs. WTnn top five GSEA pn vs. WTnn top 5 Pancreas

MMN_HENDO -8,824 4,22E-10 DFP_MYELOID _CELLS -7,274 4,22E-10
DFCEV_ENDOTHELIAL CELLS -7,986 4,22E-10 MP_ENDOTHELIAL_CELL -5,666 4,22E-10
DFI_MYELOID_CELLS -7,732 4,22E-10 DFP_DUCTAL CELLS -5,439 4,22E-10
DFL_CILIATED_EPITHELIAL _CELLS -7,495 4,22E-10 DFPV_ENDOTHELIAL_CELLS -5,155 4,22E-10
ALC10_MVECS -7,458 4,22E-10 DFP_ACINAR_CELLS -4,780 4,22E-10
HBM_ERYTHROBLAST 10,342 4,22E-10 MP_MESENCHYMAL_STROMAL CELL 7,161 4,22E-10
TL_PROLIFERATING BASAL CELL 9,470 4,22E-10 DFP_ENS NEURONS 1,707 0,022116378
TL_PROLIFERATING_MACROPHAGE_CELL 8,928 4,22E-10

FOCL10_PUTATIVE_EARLY_ATRESIA

GRANULOSA CELL 7,958 4,22E-10

FOCL8_MATURE_CUMULUS

GRANULOSA CELL 2 7,583 4,22E-10

GSEA pp vs. WTnn top five GSEA pp vs. WTnn top 5 Pancreas

DFCE_MICROGLIA -12,675 4,94E-10 DFP_MYELOID_CELLS -10,137 4,94E-10
BG_IMMUNE_CELLS -11,310 4,94E-10 DFP_LYMPHOID_CELLS -7,047 4,94E-10
DFI_MYELOID_CELLS -10,676 4,94E-10 DFP_ACINAR_CELLS -4,812 4,94E-10
GLI24WC11 PANETH LIKE CELL -10,337 4,94E-10 MP_DUCTAL_CELL -3,424 3,89E-08
HFR_MICROGLIA -10,260 4,94E-10 DFP_ISLET_ENDOCRINE_CELLS -3,441 2,14E-07
HBM_STROMAL 10,443 4,94E-10 MP_MESENCHYMAL_STROMAL _CELL 9,239 4,94E-10
MPM_STROMAL_CELL 9,239 4,94E-10 DFP_ENS_NEURONS 2,169 0,003312217
HBM_ERYTHROBLAST 8,528 4,94E-10 DFP_ENS GLIA 1,909 0,011764936
TL_PROLIFERATING BASAL_CELL 8,173 4,94E-10 DFP_STROMAL_CELLS 1,822 0,02014509
FOCL8_MATURE_CUMULUS

GRANULOSA CELL 2 7,497 4,94E-10 DFP_SMOOTH_MUSCLE_CELLS 1,663 0,03756021
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Ob sich mesenchymale Stammzellen in den Pn-Zellpopulationen befanden, ist weder

sicher zu bestatigen noch sicher auszuschlief3en.
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5. Diskussion

5.1. Gewebsgewinnung und Methodenvergleich

Die Isolation der Zellen aus dem murinen Pankreas erfolgte nach verschiedenen
Methoden in dieser Arbeit. Die ersten Versuche erfolgten nach der Nycodenz-
Dichtezentrifugation. Mit dieser Methode wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits gute
Erfolge bei der Gewebsauftrennung des murinen Pankreas gemacht und mit Hilfe dieser
Methode konnten suffizient pankreatische Stellatumzellen, also Zellen die dem Stroma
angehoren, isoliert werden. Eine wissenschatftliche Evidenz, ob mithilfe der Nycodenz-
Methode MSC aus dem murinen Pankreas isoliert werden kdnnen, gibt es nicht.
Aufgrund der sehr geringen Zellzahlen, die mit Hilfe der Nycodenz-Methode generiert
wurden, und dem moglichen heraussortieren der MSC-Population aus den Uber die
Dichtezentrifugation isolierten Zellen, zeigte sich dieser Ansatz als nicht
vielversprechend. Daher wurde nach Literaturrecherche eine Umstellung des Versuches
durchgefihrt und hierbei auf eine neue Methode zur Zellisolation gewechselt 45101102,
Gemein haben diese Studien alle, dass hierbei keine Dichtezentrifugation zur Isolation
der MSC durchgefiihrt wurde. Ebenfalls haben diese Studien den Schritt der direkten
Zellkultur nach der Gewebsgewinnung gemeinsam, ohne eine direkt durchgeflihrte
Sortierung der Zellen nach Oberflachenmarkern. Demnach handelt es sich bei den
gewonnenen Daten um Ergebnisse nach in vitro Kultivierung der Zellen. Die
anschlie3ende Verifizierung des Status als MSC erfolgt Giber und nach der Zellkultur.
Die neue Methode ist stark angelehnt an die Gewebsgewinnungsmethode von Crisan et
al. 3 Anhand dieser Methode ist eine deutlich hohere Zellausbeute im Vergleich zur
Nycodenz-Dichtezentrifugation generierbar gewesen. Allerdings bestehen hier ebenfalls
gewisse Unterschiede. Das Ursprungsgewebe beider Versuche unterscheidet sich von
humanen Gewebsproben bei Crisan et al. im Vergleich zu murinen Proben. Bei Crisan
et al. wurden drei Oberflachenmarker zur negativen Selektion verwendet. Zu diesen
Oberflachenmarkern z&hlen CD45, CD34 und CD56. CD34 sollte hierbei die
Kontamination der primar perizytdren Population durch Endothelzellen verhindern.
CD56 sollte die Kontamination durch Myozyten vermeiden. Je mehr Oberflachenmarker
zur Sortierung verwendet werden, desto sicherer kann man die Population als eine
spezifische Zellpopulation eingrenzen. Allerdings schliel3t man hierbei weitere Zellen
aus. Gerade der Oberflachenmarker CD34 ist umstritten, ob dieser als ein sicheres
Ausschlusskriterium fur das Vorhandensein von MSCs gilt 34, Dieser Marker scheint
auf verschiedenen Typen von Progenitorzellen zu finden zu sein'®. Hierzu zéhlen zum
Beispiel hamatopoetische Stammzellen, mesenchymale Stammzellen, epithelialie

Progenitorzellen und Endothelzellen. Dieses Thema wird ebenfalls in einem neuen
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Positionspapier des ISCT von 2019 erfasst und CD34 als mdglicher positiver Marker fiir
MSC festgestellt 1°°. Bellagamba et al. vermuteten sogar eine hthere CD34-Expression
fur Zellen in vivo im Vergleich zu in vitro kultivierten Zellen 11°, Das ISCT vermutet, dass
nach den Ergebnissen von Simmons et al. die negative Expression von MSC bezogen
auf CD34 an der Plastikadharenz in der Zellkultur liegen kann 3%, Grundsatzlich
erscheinen hierbei beide Varianten sinnvoll zur méglichen Isolation von MSC. Sowohl
mit CD34 als negativem Marker, als auch ohne diesen, scheint es moglich zu sein eine
MSC-Population zu isolieren. Letztendlich war bei Crisan et al. allerdings das Ziel,
Perizyten zu isolieren, die nach ihren Ergebnissen CD34 negativ sind®. Im diesem
Rahmen bleibt es fraglich, ob zur suffizienten MSC-Isolation weitere Marker verwendet
werden sollten.

Wenn auch nicht im biologischen Triplikat nachgewiesen, so scheint die
Isolationsmethode mittels GentleMACS ein deutlicher Fortschritt im Vergleich zur
Gewebsauftrennung nach der neuen Methode zu sein und ist fir weitere Versuche
definitiv in Betracht zu ziehen. Mit Hilfe des GentleMACS Spleen Dissociation Kits, war
es mdglich, mit jeweils nur zwei Mauspankreata, ausreichend Zellen zu isolieren um
anschlieRend geniigend RNA fir eine mRNA-Sequenzierung zu gewinnen. Mit der
neuen Methode ist dies zwar ebenfalls moglich, allerdings wird hierfir die vierfache
Menge an murinen Pankreata benétigt, um eine ausreichende RNA-Menge in der
CD146+/CDA45- Fraktion zu generieren. Dies bietet ein deutliches Optimierungspotential.
Im Hinblick auf die Sequenzierung scheint die Gewebsdissoziation mittels GentleMACS
die weiteren Ergebnisse nicht zu beeinflussen. Ob das auch die Zellkultur betrifft, bleibt
in weiteren Versuchen zu bestatigen. Auffallig ist jedoch ein héherer prozentualer Anteil
an abgestorbenen Zellen, der im FACS detektiert wurde. Das spricht flir eine héhere

Belastung der Zellen bei der Isolation mittels GentleMACS.

5.2.  Zellkultur

Die Ergebnisse der Zellkultur sind schwierig einzuordnen. Auf der einen Seite erfillen
die CD146+/CD45- Population die Charakteristiken der Morphologie und des
Plastikadharenten Wachstums fir MSC. Auf der anderen Seite ist ihr
Wachstumsverhalten nicht einhergehend mit den gangigen Annahmen fir MSC33. Die
beschriebenen fischzugartigen Muster bei Konfluenz, waren in den CD146+/CD45-
Populationen kaum nachzuvollziehen, da diese nur sporadisch groRere Kolonien
formten. Im Vergleich hierzu zeigte die CD146-/CD45- Population alle Kriterien des
adharenten Wachstums fur MSC und bildeten fischzugartige Muster bei Konfluenz.

Diese liel3en sich ebenfalls mehrfach passagieren. Allerdings sollte nicht allein an der

61



Optik der Zellen in der Kultur festgestellt werden ob es sich um MSC handelt 33
Differenzierungsversuche konnten aufgrund der geringen Zellzahlen in der Zielfraktion
nicht durchgefiihrt werden, sodass das Differenzierungspotential der Zellen weder
bestatigt noch negiert werden kann. Hierfiir konnte erneut das GentleMACS-System in
weiteren Versuchen Optimierungspotential bieten. Sollten nach der Isolation im
GentleMACS-System und nach der Durchflusszytometrie die Zellen kultiviert werden, ist
aufgrund der hoheren Zellzahl die Wahrscheinlichkeit fur ein plastikadharentes
Wachstum deutlich hoher. Eventuell wéare dadurch moglich direkt nach der
Durchflusszytometrie die Zellen in Differenzierungsmedium zu geben, um ihr
Differenzierungspotential zu evaluieren.

Interessanterweise zeigten die CD146-/CD45- sortierten Populationen eine in vitro
Differenzierung im Bereich des Oberflachenmarkers CD146, welcher nach Zellkultur
exprimiert wurde. Dies kdnnte suggerieren, dass CD146 als positiver Marker fur Zellen
mit MSC-Potential sich erst in der adharenten Zellkultur bildet. Mégliche Veranderungen
durch die Zellkultur bei MSC wurden bereits angedeutet (Kapitel 5.1.)1%°. Umso wichtiger
sollte es sein, MSC zu generieren die am ehesten dem in vivo Status entsprechen.

Im Bereich der CD146+/CD45+ Populationen zeigten sich ebenfalls vereinzelt Zellen mit
bipolaren Auslaufern und fraglichem fibroblastoider Morphologie. Aufgrund von nahezu
nicht nachvollziehbaren Zellteilung und keiner Bildung von Kolonien, wird hierbei nicht

von mesenchymalen Stromazellen ausgegangen.

5.3. mRNA-Sequenzierung

Neben den Eigenschaften in der Zellkultur sind ebenfalls die Prasentation von
Oberflachenmarkern und das Gensignaturprofil relevant zur Klassifizierung von Zellen
als MSC 20109 Hierfir erfolgte die Untersuchung der Zellen mittels mRNA-
Sequenzierung. Die mRNA-Sequenzierung ermdglicht eine Aufteilung in die
verschiedenen Subpopulationen. Vor allem eine klare Abgrenzung zu der pp-Zelifraktion
und der WTnn-Population ist méglich. Bei der genauen Differenzierung zwischen der nn-
Population und der pn-Population ist die Aufteilung und die Konsistenz der Population
untereinander inhomogen. Eine Ursache hierfiir kann die ungenaue Auftrennung anhand
CD146 im FACS sein, wohingegen eine eindeutige und sichere Trennung der
Populationen im Bereich CD45+ zu CD45- mdglich war. Der Ubergang und Grenzwert
von CD146- zu CD146+ war unscharf und eine genaue Auftrennung dementsprechend
erschwert. Aufgrund der unscharfen Auftrennung in positiv und negativ mittels CD146
allein, ware es sinnvoll einen zweiten positiven Oberflachenmarker in die Sortierung

mittels FACS einzubeziehen. Hierbei wéare zum Beispiel CD105 ein passender
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Oberflachenmarker. Dieser wird zwar in beiden Populationen exprimiert, zeigt aber eine
deutlich starkere Expression in der CD146+ Population. Endoglin (CD105) gilt ebenfalls
als positiver Oberflachenmarker fir MSC.

Der nachste Versuch anhand der RNA-Sequenzierung den MSC-Status zu Uberprifen
erfolgte mit Hilfe von Signaturgenen. Mit dieser Methode kdénnen Gene und ihr
Expressionshniveau mittels, in dieser Arbeit den FPKM, gemessen werden. Anhand eines
Expressionslevels, sicher sagen zu kdnnen ob ein Gen wirklich exprimiert wird oder
nicht, ist nicht moglich. Jedoch ist es, je groRer der FPKM-Wert ist, umso
wahrscheinlicher, dass eine Expression stattfindet. Mit Hilfe des Uber die
Durchflusszytometrie gesicherten Vorhandenseins des Oberflachenmarkers CD146,
wurde der niedrigste bestimmte Durchschnittswert als Grenzwert fiir das Vorhandensein
oder nicht Vorhandensein von Genen gewertet. Der Wert lag bei einem FPKM von 1,797
fur CD146 in der CD146+/CD45+ Population. Dieser gewahlte Wert ist kritisch zu
hinterfragen. Ob in dem Wertebereich zwischen dem gewéhltem Grenzwert und dem
hochstem gesichertem Wert fir eine nicht vorhandene Expression, 0,143 FPKM fur
CD146 bei den NN-Populationen und 0,638 FPKM fur CD45 bei den PN-Populationen,
Gene exprimiert werden oder nicht, kann nicht sicher beurteilt werden. Zusatzlich ist eine
Verallgemeinerung der Grenzwerte flir CD146 auf alle untersuchten Gene mdglich, aber
nicht gesichert, sodass hierbei auch der Grenzwert bei anderen Genen in beide
Richtungen verschoben sein konnten. Dennoch lasst sich ein grobes Bild der
Oberflachenexpression mit Hilfe des gewahlten Grenzwertes vermuten. Zur
biologischen Sicherung des Vorhandenseins oder nicht Vorhandenseins anderer
Oberflachenmarker oder Gene, missten diese entweder durch die Durchflusszytometrie
oder aber durch PCR-Analysen bestétigt werden. Aufgrund des geringen biologischen
Materials in der Zielfraktion wurde auf diese Untersuchungen vorerst verzichtet. Anhand
der Signaturgene konnte die Zellzugehdorigkeit zu einer MSC-Population nicht gesichert

werden.

5.4. Isolation pankreatischer mesenchymaler Stromazellen

Mit den Gesamtergebnissen der durchgefuhrten Experimente kann der Status der
CD146+/CD45- Zellfraktion nicht sicher als mesenchymale Stammzellen bestéatigt
werden. Hierfir fehlt die Verifizierung des Differenzierungspotentials mittels
Differenzierungsversuchen. Dennoch deuten viele der gewonnen Ergebnisse darauf hin,
dass es sich um eine pankreatische mesenchymale Stromazellpopulation handeln
konnte. Die minimalen Kriterien des ISCT geben eindeutig vor, welche Eigenschaften

eine Zelle besitzen muss, um als mesenchymale Stammzelle bezeichnet zu werden.
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Diese Kriterien bestehen aus plastikadharentem Wachstum, der Expression spezifischer
Oberflachenantigene und dem  Differenzierungspotential in  Osteoblasten,
Chondroblasten oder Adipozyten®. Die entsprechenden positiven Oberflachenmarker
sind CD105, CD90 und CD73. Die entsprechenden negativen Oberflachenmarker sind
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 und HLA-II.

In den durchgefihrten Experimenten zeigte sich die CD146+/CD45- Zielfraktion im
Wachstum plastikadharent. In der Untersuchung der Oberflachenmarker via mRNA-
Sequenzierung, zeigten sich sowohl CD105 und CD90 als positiv in ihren
Genexpressionsprofilen. CD73 hingegen scheint negativ zu sein. Bezogen auf die
Negativen Oberflichenmarker, trifft die Einteilung ebenfalls weitestgehend zu.
Ausnahmen sind CD14 und CD34. Uber die ambivalente Bedeutung von CD34 wurde
bereits ausfuhrlich gesprochen. Differenzierungsversuche wurden aufgrund der
geringen Zellzahlen nicht durchgefuhrt. Zusammenfassend wurde der Status einer
mesenchymalen Stammzellpopulation nach den Kriterien ISCT fir keine der isolierten
Populationen bestétigt.

Dennoch ist es moglich, dass es sich bei der CD146+/CD45- Zellfraktion zumindest um
pankreatische mesenchymale Stromazellpopulation handelt, die das Potential besitzt,
sich in andere Zelltypen zu differenzieren. Nicht auszuschlie3en ist eine unreine
Population in der CD146+/CD45- Zielfraktion. Das suggerieren sowohl die
Untersuchungen auf Signaturgene, die Untersuchung via xCell und die GSEA. Es
bestehen starke Hinweise darauf, dass sich Zellen endothelialen und hamatopeotischen
Ursprungs in der Zielfraktion befinden. Das keine sichere Zuordnung zu MSC in den
beiden Enrichment-Analysen erfolgte, liegt am ehesten an der Verunreinigung der
Population mittels Endothelzellen, die rein von ihrer Menge den groé3ten Teil der
Population bilden sollten, zum anderen daran, dass es bei der GSEA kein spezifisches
Profil fir MSC gab.

Interessanterweise zeigen sowohl die initial negativ/negative Population, als auch ihre
kultivierte Population, in den meisten Untersuchungen nahezu &hnlich Ergebnisse in
Bezug auf die Oberflachenmarkerexpression oder auf den Zelltypus. Hierbei handelt es
sich am ehesten um vor allem stromale/fibroblastoide Zellen. Zuséatzlich ist bei den
kultivierten negativen Zellen im Verlauf durch die Zellkultur eine erfolgreiche Bereinigung
der Kultur von hamatopoetischen Zellen als auch von Zellen endothelialen Ursprunges
erfolgt. Besonders interessant ist hierbei der Effekt der veranderten
Oberflachenexpression von CD146 bei den negativ/inegativen Populationen aus der
Zellkultur. Das konnte auf ein gewisses Differenzierungspotential hinweisen, oder aber

fur eine Verdnderung der Population durch Plastikadharentes Wachstum sprechen.
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Insgesamt besteht am gesamten Versuchsaufbau sowie an der Methode weiterhin
Optimierungspotential. Es sollte eine Wiederholung der Zellkulturversuche mittels
GentleMACS erfolgen, um hoéhere Zellkulturzahlen zu generieren und mit den isolierten
Populationen Differenzierungsversuche durchfiihren zu kénnen. Diese sollten sowohl in
der CD146+/CD45- negativen Zellfraktion durchgefiihrt werden, als auch in der CD146-
/CDA45- Zellfraktion. Sollten sich die Zellen hierbei differenzieren, so ist sehr stark von
dem Bestehen einer mesenchymalen Stammezellpopulation auszugehen. Sollte dies
moglich sein, kann man das Experiment auf genetisch veranderte Mausmodelle
Ubertragen.

Sollten die Differenzierungsversuche nicht durchfihrbar sein, so sollte die
Sortierungsstrategie mittels FACS eventuell um weitere positive und negative
Oberflachenmarker erweitert werden. Hiermit sollte es mdglich sein, eine saubere MSC-

Population zu generieren.
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6. Zusammenfassung

Die 5 Jahres-Uberlebensrate des PDAC in Deutschland liegt bei 9%2 90% des
Tumorgewebes konnen hierbei aus Extrazellularmatrix und stromalen Komponenten
bestehen®. Dies gehort zur Tumormicroenvironment. Wichtiger Bestandteil des
Tumormicroenvironment sind Cancer-associated fibroblasts (CAF). Diese haben ihren
Ursprung in Stellatumzellen (PSC), Fibroblasten, Adipozyten, Endothelzellen, Perizyten
und aus mesenchymalen Stammzellen %1%, Die MSC aus dem Pankreaskarzinom
férdern das Wachstum des Tumors, die Invasion in das umliegende Gewebe und die
Metastasierung*®. Um den Einfluss von MSC auf das PDAC weiter untersuchen zu
konnen, wurde versucht eine Methode zu entwickeln, um MSC aus dem murinen
Pankreas zu isolieren. Sollte die Methode Erfolg haben, wére es mdglich den Aufbau
des Experimentes auf genetisch veranderte Mausmodelle zu tbertragen.

Zur lsolation der Zellen wurde eine Gewebesauftrennung mit anschlielender
Zellsortierung mittels FACS, anhand der Oberflachenmarker CD146 und CD45 geplant.
CD146 ist in mehreren Arbeiten als potentieller Oberflachenmarker fir MSC aus
unterschiedlichen Geweben festgestellt worden®.

Initial erfolgte die Gewebsdissoziation mit Hilfe der Nycodenz-Dichtezentrifugation. Da
die hierbei generierten Zellzahlen und auch die Ergebnisse in der Zellkultur, nicht
ausreichend fir weitere Versuche waren, erfolgte die Umstellung der Methode. Mit Hilfe
der neuen Methode konnten suffizient héhere Zellzahlen generiert werden und somit
ausreichend biologisches Material fir Versuche in der Zellkultur und eine mRNA-
Sequenzierung isoliert werden. In der Zellkultur gelang es die CD146+/CD45-
Zielfraktion zu kultivieren, jedoch nicht zu passagieren. Demnach war keine Expansion
fur weitere Versuche in der Zellkultur moglich. Bei der CD146-/CD45- Fraktion erfolgte
dies komplikationslos. Von der optischen Morphologie, entsprachen sowohl die
Zielfraktion als auch die Vergleichsgruppe der Optik von Stromazellen und von
maglichen MSC. Da unerwarteterweise die CD146-/CD45- Fraktion ausgesprochen gut
wuchs, dem MSC-Phanotyp entsprach und haufig Zellen nach Kulturbedingungen auf
MSC-Status untersucht werden?®3%-41  erfolge eine Re-Sortierung der Zellen mittels
FACS. Uberraschenderweise zeigte sich eine nun nahezu vollstandig CD146+/CD45-
Population. Diese Anderung der Oberflachenmarkerexpression wurde am ehesten als
eine durch die Zellkultur induzierte Verdnderung der Oberflichenmarker gewertet,
konnte aber auch ein Anzeichen fir eine Differenzierung der Zellen sein.

AnschlieRend erfolgte die mRNA-Sequenzierung der mit der neuen Methode isolierten
Proben sowie exemplarisch der Proben, die mittels GentleMACS-System aus genetisch

veranderten Mausmodellen isoliert wurden. Hierbei zeigte sich vor allem in der Principal
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Component Analyse eine gute Aufteilung der Zellpopulationen in die verschiedenen
Subpopulationen. In der Genexpressionsheatmap und in der Pearson-Correlation ist die
Aufteilung in Subpopulation mdglich, aber deutlich schwieriger. Vor allem im Bereich der
CD146+/CD45- Populationen und der CD146-/CD45- Populationen ist diese
Auftrennung unscharf. Dies spricht zum einen dafiir, dass die Auftrennung anhand des
Markers CD146 in saubere Populationen erschwert ist, zum anderen dafir, dass es sich
um &hnliche Zellpopulationen handeln konnte.

Im Versuch mit Hilfe der Daten der RNA-Sequenzierung der Zielpopulation dem MSC-
Status zuzuordnen, erfolgte der Vergleich der Genexpression von typischen MSC-
Genen nach unterschiedlichen Studien*3*1%, Hierbei erfolgte nicht nur der Vergleich mit
typischen Genen von MSC, sondern auch von typischen pankreatischen Stromazellen.
Hierbei zeigte die Zielfraktion eine hohe, aber nicht komplette Ubereinstimmung mit den
typischen Signaturgenen von MSC. Interessanterweise zeigen sowohl die CD146-
/CDA45- Population als auch die WTnn-Population ein sehr &hnliches Expressionsprofil
wie die Zielfraktion und zeigten ebenfalls eine hohe aber nicht komplette
Ubereinstimmung mit den Signaturgenen der MSC. Dies konnte ein Indiz dafiir sein,
dass es maglich ist aus den kultivierten Zellen MSC zu isolieren.

Anhand der durchgefuhrten Enrichment Analysen liel3 sich ebenfalls nicht sicher der
Zelltypus der einzelnen Fraktionen bestimmen, aber dennoch gut eingrenzen und gab
einen Anhalt um welche Zelltypen es sich vermutlich handelte. Die Zielfraktion konnte
man sowohl dem Status von hamatopoetischen Stammzellen als auch im Vergleich zu
den anderen stromalen Populationen vor allem dem Status von Endothelzellen
zuordnen. Im Vergleich zu den CD146+/CD45+ Zellpopulationen, zeigte sich eine sehr
starke Anreicherung im Bereich von stromalen Zellen. Aufgrund der Ergebnisse wird
vermutet, dass es sich um eine Mischpopulation, bestehend aus vor allem
Endothelzellen, handelt, die aber ebenfalls MSC enthalten kann. Eine signifikante
Anreicherung fur ein MSC-Profil, konnte nur in der Population nnl erzielt werden. Die
CD146-/CD45- Zellpopulationen bestehen am ehesten aus pankreatischen
Fibroblasten. Die Zellen der kultivierten CD146-/CD45- Zellpopulationen bestehen
ebenfalls vorrangig aus Fibroblasten. Bei den CD45+ Zellfraktionen handelt es sich wie
zu erwarten um Zellen lymphoiden Ursprunges, am ehesten um Makrophagen und
dendritische Zellen.

Grundsatzlich konnte der MSC-Status der CD146+/CD45- Populationen nicht bestatigt
werden. Die zur Definition als MSC von dem ISCT gestellten Kriterien werden nur
teilweise erfillt>3, Dennoch ist es nicht sicher ausgeschlossen, dass es sich bei der
isolierten Population um derartige Zellen handelt, da aufgrund des schlechten

Wachstums in der Zellkultur keine Differenzierungsversuche durchgefihrt werden
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konnten. Solange dies nicht bestéatigt ist, wird von die CD146+/CD45- Population als
Mischpopulation aus Endothelzellen und pankreatischen mesenchymalen Stromazellen
bezeichnet.

Mit weiteren Optimierungen der Zellzahlen fur die Zellkultur, zum Beispiel Anhand von
Auftrennung des Gewebes mittels GentleMACS, konnten im  Verlauf
Differenzierungsversuche durchgefihrt werden.

Um eine sauberere Population zu erhalten, konnte man in méglichen Folgeversuchen
die Oberflachenmarker zur Zellsortierung mittels FACS um weitere positive oder
negative Marker erweitern.

Sollten die Differenzierungsversuche suffizient sein, kbnnte man den Versuchsaufbau
auf genetisch veranderte Mausmodelle Ubertragen. Hierbei kénnte man sowohl das
Expressionsprofil CD146+/CD45- Zellen von Wildtypmé&usen mit dem von M&ausen mit
dem Pankreaskarzinomen vergleichen. Dadurch konnte der genauere Einfluss von MSC
auf das Tumormicroenvironment untersucht werden und der Einfluss von MSC auf das
Wachstum des PDAC.
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8. Thesen

1. Es wurde eine neue Methode zur Isolation mesenchymaler stromaler Zellen aus dem

murinen Pankreas entwickelt.

2. Eine gesichert mesenchymale Stammzellpopulation aus dem murinen Pankreas zu
isolieren ist gescheitert. Dennoch ist eine Isolationsoptimierung anhand eines breiter
aufgestellten Markierungspanels in weiteren Versuchen maoglich.

3. Mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD146 kann eine stromale Population aus dem

murinen Pankreas isoliert werden, die potenziell MSC beinhalten kdnnte.

4. CD146 ist als alleiniger Oberflachenmarker und auch in Kombination mit CD45 nicht
ausreichend, um sicher MSC aus dem murinen Pankreas zu isolieren und zu
klassifizieren. Die hierdurch isolierten Zielzellfraktionen sind als Mischpopulationen zu

betrachten.

5. Es verbleibt Optimierungspotential fir die adharente Zellkultur. Aufgrund der aktuell
eingeschrankten Passagierbarkeit der isolierten Zielfraktionen lassen sich keine
Differenzierungsversuche zur Bestatigung oder Negierung des mesenchymalen
Stammzellpotentials in der CD146+/CD45- Zielfraktion durchftihren.

6. Limitierende Faktoren fur die eingeschrankten Ergebnisse in der Zellkultur kdnnten
die erhohte Belastung der Zellen durch die Durchflusszytometrie sowie die geringen

hierbei in der Zielpopulation generierbaren Zellzahlen sein.

7. Die Re-Sortierung kultivierter Zellen hat gezeigt, dass die adharente Zellkultur den
Charakter und die Beurteilbarkeit sowie die Aussagekraft isolierter stromaler Zellen im

Hinblick auf die Bedeutung und ihre Funktion in vivo verandert.

8. Um falschliche Rickschlisse aufgrund von Zellkulturartefakten zu vermeiden, sollte
bei weiteren Versuchen der Ablauf einer Vorsortierung mittels Durchflusszytometrie mit

Bestimmung des Zelltypus beibehalten werden.
9. Eine Ubertragung der Methodik auf Mause des KC- sowie Cre-Mausmodells ist

moglich. Hierdurch kénnten Rickschlisse auf mégliche Veranderungen der MSC-

Populationen in der Tumormicroenvironment gezogen werden.

76



9. Anhang

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 26
o Ubersicht der an Novogene verschickten Proben
Tabelle 2 32
o Auflistung der Mause fir den ersten Versuch der Isolation mit der Nycodenz-
Dichtezentrifugation
Tabelle 3 34

o Darsstellung der Zellzahlen fiir die Subpopulation der einzelnen Mause nach
der Sortierung durch das FACS
Tabelle 4 36
o Auflistung der Mause fir den ersten Versuch der Isolation mit der neuen
Methode
Tabelle 5 36
o Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des
FACS
Tabelle 6 38
o Auflistung der Mause fur den zweiten Zellkulturversuch mit der neuen
Isolationsmethode

Tabelle 7 39
o Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des
FACS
Tabelle 8 41

o Zellzahlvergleich der Durchschnittswerte pro Maus gerechnet zwischen der
Nycodenz-Methode und der neuen Methode

Tabelle 9 42
o Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des
FACS
Tabelle 10 43
o Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des
FACS
Tabelle 11 44
o Bestimmung der Zellzahlen vor und nach der Zellsortierung anhand des
FACS
Tabelle 12 45
o Daten der RNA-Vermessung mittels Nanodrop aller zu sequenzierenden
Proben
Tabelle 13 46
o Die Verteilung der generierten Raw Reads der Sequenzierung
Tabelle 14 50

o FPKM-Werte (fragment per kilobase million) fir die Genexpression flr
Signaturgene von MSC nach den Empfehlungen des ISCT
Tabelle 15 52
o FPKM-Werte (fragment per kilobase million) nach Freeman BT, Jung JP,
Ogle BM (2015)
Tabelle 16 53
o FPKM-Werte (fragment per kilobase million) nach Sunami, Yoshiaki;
Hauller, Johanna; Kleeff, Jérg (2020):
Tabelle 17 58
o Gen Set Enrichment Analyse

77



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 30
o Kalibrierung des Durchflusszytometers

Abbildung 2 31
o Exemplarische Darstellung der Gatingstrategie

Abbildung 3 34

o Graphische Darstellung der Zellverteilung fir die Subpopulationen der
einzelnen Mause
Abbildung 4 35
o Morphologie und Wachstum der kultivierten Populationen in Aufnahmen mit
dem Phasenkontrastmikroskop nach Isolation mit der Nycodenz-
Dichtezentrifugation
Abbildung 5 37
o Graphische Darstellung der Zellverteilung fir die Subpopulationen der
Gruppen T1, T2, T3
Abbildung 6 38
o Morphologie und Wachstum der kultivierten Populationen unter
Phasenkontrastmikroskopie
Abbildung 7 40
o Morphologie und Wachstum der kultivierten Populationen unter
Phasenkontrastmikroskopie
Abbildung 8 43
o Exemplarisch die Darstellung des DotPlot der Sortierung der Gruppe M2-/-
nach Kultur mit der entsprechenden Gating-Strategie

Abbildung 9 46
o Graphische Darstellung der Verteilung der Raw reads der einzelnen Proben
Abbildung 10 47

o Pearson-Correlation der Sequenzierten Proben mit Angabe des
Korrelationsindexes von 0-1.

Abbildung 11 48
o Principal Component-Analyse der sequenzierten Proben
Abbildung 12 48

o Heatmap der exprimierten protiencodierenden Gene aller
Sequenzierungsproben
Abbildung 13 54
o Heatmap der Zelltyp Anreicherungsanalyse via xCell

78



lll. Selbststandigkeitserklarung

Ich erklare an Eides statt, dass ich die Arbeit selbststdndig und ohne fremde Hilfe verfasst
habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden eingehalten. Es wurden
keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und die den
benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich

gemacht.

Matthias Sommerer, 21.02.2025, Halle (Saale)



I\VV. Erklarung tUber friihere Promotionsversuche

Ich erklare, dass ich mich an keiner anderen Hochschule einem Promotionsverfahren
unterzogen beziehungsweise eine Promotion begonnen habe.

Ich erklére, die Angaben wahrheitsgemald gemacht und die wissenschaftliche Arbeit an
keiner anderen wissenschaftlichen Einrichtung zur Erlangung eines akademischen

Grades eingereicht zu haben.

Matthias Sommerer, 21.02.2025, Halle (Saale)

Vi



V. Danksagung

Ich méchte mich bei Allen bedanken, die mich bei der Anfertigung und Durchfiihrung der
Arbeit begleitet, unterstitzt, motiviert und weitergebildet haben. Ohne euren tatkraftigen
Einsatz ware dies nicht mdglich gewesen.

Ein besonderer Dank gilt meinen Wissenschaftlichen Mentoren. Hierbei méchte ich mich
vor allem bei Prof. Dr. med Lutz P. Muller und Prof. Dr. Christoph Michalski bedanken,
die mit ihren Ideen das Projekt initiiert haben und immer wieder neuen fachlichen und
kreativen Input geliefert haben. Bei PD Dr. rer. medic. Bogusz Trojanowicz und Kathrin
Hammje mdchte ich mich fir die Expertise und Unterstiitzung bei der Durchfliihrung der
Laborarbeiten, sowie fur die stets angenehmen Kaffee- und Mittagspausen bedanken.
Ebenfalls ein grol3er Dank gebuhrt Dr. rer. nat. Markus GlaR fur das Fachwissen und die
groRe Hilfe bei der Auswertung der Sequenzierungsdaten. Auf3erdem moéchte ich
meinem Betreuer Prof. Dr. med. Jorg Kleeff danken, fir die Ausdauer, Begleitung und
schlussendlich auch Korrektur der Arbeit.

Weiterer Dank gebuhrt ebenfalls meiner Frau und meiner Familie, die mich die gesamte

Zeit unterstitzt und motiviert haben die Arbeit fertigzustellen.

VIl



