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1. Einleitung

1.1. Pankreaskarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms betrigt in Deutschland bei Frauen 18,3 und bei Méannern
14,4 pro 100.000 Einwohner und Jahr. Mit einer Zahl an jihrlichen Neuerkrankungen von
etwa 7700 bei Frauen und 5700 bei Minnern macht das Pankreaskarzinom 3,5% aller
Krebserkrankungen aus. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fiir Frauen bei 75 Jahren, fiir
Mainner bei 68 Jahren. Pankreaskarzinome sind mit einer ausgesprochen niedrigen Fiinf-
Jahres-Uberlebensrate (ca. 2%) die vierthdufigste Krebstodesursache bei Frauen und die
fiinfthiufigste bei Miannern [Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
e.V. 2004; Bohmig and Rosewicz 2004].

1.1.2. Risikofaktoren

Fortgeschrittenes Lebensalter sowie Zigarettenrauchen werden durchgehend als
Risikofaktoren fiir das Pankreaskarzinom genannt. Auch das Vorkommen von Pankreas-
karzinomen in der Familie und andere genetische Pridispositionen (u.a. familidre
Pankreatitis) sind als Risiko zu werten [Li et al. 2004].

Mogliche Risikofaktoren konnen auch in der individuellen medizinischen Vorgeschichte
liegen. So hat eine Studie mit mehr als 2000 Patienten, die an chronischer Pankreatitis
erkrankt waren, gezeigt, dass diese Patienten ein signifikant hoheres Risiko hatten, in den
Folgejahren ein Pankreaskarzinom zu entwickeln. In einem Beobachtungszeitraum von fiinf
Jahren war das Risiko dabei um das Vierzehnfache erhoht [Lowenfels et al. 1993]. Diabetes
mellitus Typ II wird sowohl als eine mdgliche Ursache als auch als ein frithes Symptom des
Pankreaskarzinoms diskutiert. Eine Analyse verschiedener Studien zeigt, dass ein moderater
kausaler Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus Typ II und der Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms besteht [Huxley et al. 2005].

Als mogliche Risikofaktoren werden zudem noch viele weitere Erkrankungen (z.B. Tumore
der Schilddriise oder andere benigne endokrine Tumore) und Lebensgewohnheiten (z.B.

Fleischkonsum) diskutiert [Lillemoe et al. 2000].



1.1.3. Pathologie

Uber 90% aller humanen Pankreastumore entstammen den exokrinen Organanteilen und sind
histologisch als duktale Adenokarzinome zu klassifizieren. Azinuszellkarzinome sowie
zystische Neoplasien des Pankreas, die ihren Ursprung ebenfalls im exokrinen Teil des
Organs haben, sind sehr viel seltener. Endokrine Tumore und zu einem geringen Anteil
Lymphome stellen den iibrigen Teil der primdren Pankreastumore dar.

Die haufigste Primérlokalisation des duktalen Adenokarzinoms ist mit ca. 65% der
Pankreaskopf. Pankreaskorpus und -schwanz sind in ca. 15% der Félle primdr betroffen,
wihrend ca. 20% der duktalen Adenokarzinome das gesamte Pankreas diffus involvieren.

Die Ausbreitung erfolgt zundchst in das peripankreatische Gewebe (umgebendes
retroperitoneales Fettgewebe, Mesenterium, Mesokolon, grofes und kleines Netz sowie
Peritoneum). Der Tumor kann durch die weitere lokale Ausbreitung das Duodenum, den
Magen, die Milz, das Kolon und die Nebennieren infiltrieren. Hiufig findet auch eine
perineurale Tumorinfiltration sowie eine Invasion der benachbarten groen GefiBle (Vena
portae, Vena mesenterica superior, Arteria mesenterica superior) statt. Frithzeitig metastasiert
das Adenokarzinom in die regionalen Lymphknoten sowie hd@matogen in Leber, Lunge,
Pleura, Skelettsystem, Nebennieren und Peritoneum [Bohmig and Rosewicz 2004; Lillemoe
et al. 2000].

Charakteristisch fiir das duktale Pankreasadenokarzinom ist eine ausgeprigte desmoplastische
Stromabildung. Der Anteil an Stromazellen, hauptséchlich nicht-neoplastische Fibroblasten,
Endothelzellen und Leukozyten, tibersteigt dabei denjenigen der neoplastischen Epithelzellen
[Ryu et al. 2001; Seymour et al. 1994].

Komplexe Interaktionen zwischen den neoplastischen Pankreasepithelzellen und den
zelluldren und nicht zelluldren Stromakomponenten haben Einfluss auf das Wachstum [Hartel
et al. 2004; Miyamoto et al. 2004], auf die Invasivitit, die Migration und das angiogenetische
Potential [Tomioka et al. 2001] sowie auf die Chemoresistenz [Miyamoto et al. 2004;
Muerkoster et al. 2004] von Pankreasadenokarzinomen.

Ferner ist das Pankreaskarzinom durch eine Reihe molekularbiologischer Veridnderungen
gekennzeichnet, die u.a. als Ursache fiir eine deregulierte Zellteilung und damit einhergehend
dereguliertes Wachstum gesehen werden konnen. So weisen 90% aller Pankeaskarzinome
eine Mutation im k-ras Gen auf, 80-90% der Tumore Mutationen im CDKN2a/INK4a/p16
Gen und 50% Mutationen im p53 Gen [Schneider and Schmid 2005; Schneider et al. 2005].
Auch wird die konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors “Nuclear Factor kappa B *
(NF-xB) in 67-90% der Pankreaskarzinome gefunden [Muerkoster et al. 2005; Wang et al.



1999] und vor allem im Zusammenhang mit einer verminderten Apoptosefdhigkeit
verstanden, so dass dadurch nicht nur die Karzinogenese, sondern auch die Therapieresistenz

dieser Tumore zu erkldren ist [Arlt et al. 2001; Schneider and Schmid 2005].

1.1.4. Therapie

Die einzige Therapieform mit kurativer Zielsetzung ist die Tumorresektion, die in der Regel
bei Pankreaskopftumoren als partielle Duodenopankreatektomie bzw. pyloruserhaltende
partielle Duodenopankreatektomie durchgefiihrt wird. Dieser kurative Ansatz ist jedoch nur
bei 15-20% der Patienten moglich, bei denen der Tumor zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
die umliegenden groflen Gefdlle noch nicht infiltriert hat. Obwohl es die Methode mit den
grolten Erfolgsaussichten ist, iiberleben lediglich 20% dieser Patienten die folgenden fiinf
Jahre. Als adjuvante Therapie kommen eine kombinierte Radiochemotherapie oder eine
systemische Chemotherapie in Frage [Li et al. 2004].

Aufgrund des hohen Malignitdtsgrades und des Fehlens spezifischer Symptome wird das
duktale Pankreasadenokarzinom jedoch in iiber 80% der Fille erst in einem bereits
fortgeschrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert [Brand and Tempero 1998], so dass sich
der Tumor als nicht resezierbar erweist. Zusétzlich weisen mehr als 60% der Patienten bei der
Erstdiagnose bereits Fernmetastasen auf [Hohenberger and Kastl 2000]. In diesen Fillen ist
der Therapieansatz eine rein palliative Chemotherapie. Die objektive Ansprechrate des
Tumors liegt dabei unter 20%, komplette Remissionen werden so gut wie nie erreicht
[Bohmig and Rosewicz 2004]. Bei der Chemotherapie gilt es, mogliche palliative Vorteile ge-
gen eine zusdtzliche Patientenbelastung durch die Therapie abzuwégen. Als Standardtherapie
beim metastasierten Pankreaskarzinom gelten zur Zeit Gemcitabine oder 5-Fluorouracil [Li et
al. 2004].

Neben diesen Standardverfahren (Operation, Radiotherapie, Chemotherapie mit Zytostatika)
werden in klinischen Studien neue, ergédnzende Therapieansitze -wie z.B. die Immuntherapie-
erprobt, mit deren Hilfe die Effizienz der bisherigen Behandlungsstrategien verbessert werden

soll.



1.2. Chemoresistenz

Eine Chemotherapie zur Behandlung von Neoplasien kann aus verschiedenen Griinden
versagen. Die individuelle  Stoffwechsellage des Patienten beeinflusst die
pharmakokinetischen Eigenschaften des Zytostatikums, z.B. die Metabolisierung, so dass
unter Umstdnden ein ausreichender Wirkspiegel am Zielort nicht erreicht werden kann.
Dieses kann zur Auspriagung einer klinischen Resistenz beitragen. Den entscheidenden Faktor
fiir das schlechte Ansprechen verschiedener Neoplasien auf Zytostatika stellen aber
Resistenzmechanismen der Tumorzellen selbst dar [Gatti and Zunino 2005].

Die Chemoresistenz der Tumorzellen kann bereits vor einer Behandlung vorhanden sein
(intrinsische Resistenz) [Arlt et al. 2002; Muerkoster et al. 2004] oder sich erst wihrend der
Zytostatikatherapie enwickeln (extrinsische Resistenz) [Banerjee et al. 2002; Kang et al.
2004]. Eine besondere Rolle bei der Resistenzentwicklung spielen autokrine oder parakrine
Mechanismen wie z.B. die Sekretion von IL1B, die durch Interaktionen der Tumorzellen

untereinander oder mit dem umgebenden Stroma entstehen konnen [Muerkoster et al. 2006].

Verschiedene Chemoresistenzmechanismen sind beschrieben worden. Sie umfassen zum
einen solche, durch die die Tumorzelle direkten Einfluss auf die Aufnahme des Pharmakons
in die Zelle, auf dessen Verteilung in der Zelle, auf dessen Interaktion mit der Zielstruktur,
auf dessen Biotransformation sowie auf dessen Elimination aus der Zelle nimmt.

Zum anderen sind Chemoresistenzmechanismen beschrieben, durch die die Zelle sich auf
andere Weise dem Einfluss des Zytostatikums entzieht. Dazu gehoren u.a. die Reparatur

geschidigter DNA, die Regulation des Zellzyklus sowie die Apoptoseresistenz.

Die Aufnahme des Zytostatikums in und die Elimination aus der Zelle werden beeinflusst
durch den Membrantransport, der in Tumorzellen dahingehend veréndert sein kann, dass die
Zytostatikumkonzentration in der Zelle gesenkt wird. Erreicht wird dieses u.a. durch eine
Uberexpression des Transporters “P-glycoprotein“ (P-gp), der ein Produkt des “Multidrug
Resistance (MDR) Gens ist. Unter physiologischen Bedingungen schiitzt P-gp die Zelle
gegen Toxine, wohingegen es in Tumorzellen zur Auspragung von Chemoresistenz beitragt.
Das Spektrum von Substraten, die von P-gp transportiert werden, schliet dabei viele
gebriuchliche Zytostatika ein (z.B. Doxorubicin, Etoposid) [Jamroziak and Robak 2004].
Andere Transporter, wie z.B. das “Multidrug Resistance Related Protein 1“ (MRP-1) senken

ebenfalls die Konzentration des Zytostatikums in der Zelle, indem sie dessen Aufnahme



vermindern und/oder dessen Elimination beschleunigen [Cole et al. 1992; Ichihashi and
Kitajima 2001].

Zu einer verdnderten intrazelluldren Verteilung fiihrt u.a. die Aufhahme des Zytostatikums in
zytoplasmatische Organellen. Die Interaktion zwischen Medikament und Zielstruktur wird
gestort und auf diese Weise die Zytotoxizitit vermindert [Larsen et al. 2000]. Ein Beispiel ist
das “Lung Resistance Protein“ (LRP), das eine Verteilung von Doxorubicin vom Zellkern in
das Zytoplasma bewirkt, ohne die Gesamtkonzentration des Zytostatikums in der Zelle zu
erniedrigen [Kitazono et al. 1999].

Eine gestorte Interaktion mit der Zielstruktur kann die Wirkung des Zytostatikums
schwichen. Die Zielstruktur kann entweder von vorneherein fiir das Zytostatikum schwer
angreifbar sein oder sich diesem durch Verdnderungen entziehen. Verdnderungen der
Zielstruktur konnen z.B. die DNA-Topoisomerase II betreffen. Das Enzym ist Angriffspunkt
einiger Zytostatikaklassen, zu denen u.a. Anthrazykline (Doxorubicin) und Epipod-
phyllotoxine (Etoposid) zdhlen. Thre Wirkung besteht vor allem darin, stabile DNA-
Topoisomerase [I-Komplexe zu bilden, die zu vermehrten DNA-Doppelstrangbriichen fiihren.
Die Zelle versucht, sich der Zytostatikawirkung durch verminderte Expression oder
Deaktivierung der Topoisomerase II zu entziehen [Shain and Dalton 2001].

Die vermehrte Detoxifikation von Zytostatika durch eine verdnderte Expression von
metabolischen Enzymen, z.B. der Glutathion-S-Transferase [Townsend and Tew 2003; Zhang

et al. 2001] ist ebenfalls als Chemoresistenzmechanismus beschrieben.

Zellen konnen sich der toxischen Wirkung eines Zytostatikums auch entziehen, ohne direkt
auf das Zytostatikum einzuwirken. Ein Mechanismus ist die verstirkte Reparatur geschéddigter
DNA durch z.B. “Nucleotide Excision Repair (NER) [Mukai et al. 2002; Park et al. 2002].
Ein anderer Mechanismus ist die Deregulation des Zellzyklus, z.B. durch die Uberexpression
von Zyklin D [Kornmann et al. 1999].

Eine weitere Strategie, durch die sich Tumorzellen der Wirkung von Zytostatika entziehen,
sind Imbalancen von pro- und antiapoptotischen Molekiilen, die zu einer verminderten
apoptotischen Antwort (Apoptoseresistenz) fithren [Morisaki and Katano 2003; Soengas and
Lowe 2003]. In diesem Zusammenhang sind der Funktionsverlust des Tumorsuppressors p53
[Gasco and Crook 2003], die Hochregulation von antiapoptotischen Molekiilen wie z.B.
clAP1, cIAP2, XIAP [Deveraux and Reed 1999] und die Herunterregulation von
proapoptotischen Molekiilen wie z.B. Bid [Erler et al. 2004] oder Smac/DIABLO [Mizutani
et al. 2005] beschrieben worden.



Weiterhin ist die konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB in einen
Zusammenhang mit der Apoptoseresistenz verschiedener Krebsarten gebracht worden
[Schmid and Adler 2000; Wang et al. 1999]. Die Inhibition von NF-kB fiihrt daher in vitro
und in vivo zu einem besseren Ansprechen von Pankreaskarzinomzellen auf eine
Chemotherapie [Arlt et al. 2001; Muerkoster et al. 2003].

Adhéasionsmolekiile konnen bei der Resistenzausprigung ebenfalls eine wichtige Rolle
spielen [St Croix and Kerbel 1997]. Adhision sowohl an Komponenten der extrazelluldren
Matrix als auch an umliegende Zellen vermittelt Tumorzellen ein Uberlebenssignal gegeniiber
physiologischen = und  chemotherapeutischen =~ Apoptosemediatoren. ~ Verschiedene
Mechanismen konnen zu einer adhdsionsvermittelten Resistenz beitragen [Shain and Dalton
2001]. Dazu gehort eine reduzierte Zellproliferation, z.B. vermittelt durch den
zyklinabhingigen Kinaseinhibitor p27"', der durch interzellulire Kontakte verstirkt
exprimiert wird [St Croix et al. 1996]. Adhdsionsmolekiile scheinen zudem durch eine
verdnderte subzellulare Verteilung der Zielstrukturen den zytotoxischen Effekt von
Chemotherapeutika regulieren zu kdnnen [Shain and Dalton 2001].

Adhésionsmolekiile konnen verschiedene Regulationspunkte der Apoptose angreifen. So
schiitzt die Uberexpression des “Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule
6“ (CEACAMG6) Pankreasadenokarzinomzellen vor Gemcitabine-induzierter Apoptose,
indem die Aktivierung der Caspase 3 gehemmt wird [Duxbury et al. 2004]. Zur
Apoptoseresistenz fiihrt als weiteres Beispiel auch die Hochregulation der antiapototischen
Molekiile Bcl-2 und Bel-Xp durch Integrin-vermittelte Adhdsion in Leukdmiezellen [de la

Fuente et al. 2002; Matsunaga et al. 2003].

1.3. Verschiedene Formen von Zelltod

Grundsitzlich werden mehrere Arten von Zelltod unterschieden, von denen Nekrose und
Apoptose -als eine Form des programmierten Zelltodes- von besonderer Bedeutung sind
[Broker et al. 2005].

Nekrose ist ein passiver Prozess, der durch externe Einfliisse wie hypoxische Zustdnde,
physikalische oder chemische Traumen hervorgerufen wird und mehrere Zellen eines
Gewebes gleichzeitig betrifft. Charakteristisch ist eine Volumenzunahme der Zelle, die in der
Ruptur der Zellmembran resultiert. Durch die Freisetzung des intrazelluldiren Materials

kommt es zu Entziindungserscheinungen in der Zellumgebung [Vermeulen et al. 2005].



Die Apoptose ist dagegen ein genetisch determinierter und daher kontrolliert ablaufender,
physiologischer Prozess, dessen energiefordernde, intrazellulire Maschinerie evolutionér
hoch konserviert ist [Boyce et al. 2004]. Apoptose betrifft asynchron einzelne Zellen.
Entziindungsreaktionen in der Umgebung bleiben typischerweise aus, da kein intrazelluldres
Material aus den apoptotischen Zellen austritt [ Vermeulen et al. 2005].

Im folgenden soll nur auf den apoptotischen Zelltod genauer eingegangen werden.

1.3.1. Bedeutung und charakteristische Merkmale der Apoptose

Apoptose ist von groBler Bedeutung fiir die Homoostase von Organen und Geweben sowie flir
die Morphogenese wihrend der Embryonal- und Fetalphase. Es ist weiterhin ein notwendiger
Prozess, um den lebenden Organismus vor infizierten, transformierten oder auf sonstige
Weise geschidigten und damit potentiell schiadlichen Zellen zu schiitzen [Vermeulen et al.
2005]. Fehlsteuerungen des Apoptoseprogramms sind beteiligt an verschiedenen
Erkrankungen. Mit einer Reduktion der Apoptose hidngen z.B. Erkrankungen wie Krebs,
Xeroderma pigmentosum, Atherosklerose sowie Autoimmunerkrankungen (z.B. Systemischer
Lupus Erythematodes) zusammen. Eine iiberméBig gesteigerte Apoptose ist z.B. beteiligt an
Infektionskrankheiten wie AIDS, neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und
Parkinson, aber auch an Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ I oder der
Hashimoto-Thyreoditis sowie an vielen weiteren Erkrankungen. Deregulierte Apoptose-
mechanismen spielen aulerdem eine Rolle bei der vorzeitigen Alterung, wie sie bei Progerie
und Trisomie 21 (Down Syndrom) auftritt [Fadeel et al. 1999].

Apoptotische Zellen sind durch spezifische morphologische und biochemische
Verianderungen charakterisiert. Die Zellmembran, deren Integritit zunichst erhalten bleibt, ist
verschiedenen Verdnderungen unterworfen. Es kommt zu charakteristischen Ausstiilpungen
(“membrane blebbing ) und zur Externalisierung von Phosphatidylserin, das sich in der
gesunden Zelle auf der Membraninnenseite befindet und auf der AuB3enseite der apoptotischen
Zelle als Phagozytosesignal dient [Savill and Fadok 2000; Vermeulen et al. 2005].

Weitere morphologische Charakteristika umfassen die Zellschrumpfung, die Kondensation
des Chromatins und die Fragmentation der DNA. Die Zelle zerfillt schlieBlich in
membranumgebene apoptotische Korperchen (“apoptotic bodies ), die von Phagozyten
beseitigt werden [ Vermeulen et al. 2005].

Die genannten morphologischen Verdnderungen sind Resultate komplexer biochemischer

Signalkaskaden, die im folgenden kurz dargestellt werden.



1.3.2. Molekulare Mechanismen der Apoptose-Signalwege
1.3.2.1. Caspasen

Apoptotische Signalwege miinden in der Aktivierung von Caspasen, die die zentralen Enzyme
der Apoptose darstellen.

Caspasen sind Proteasen, die in ithrem aktiven Zentrum die Aminosédure Cystein enthalten und
Proteine nach der Aminosdure Aspartat schneiden (“Cysteinyl-Aspartate-Cleaving
Proteases ).

Alle Caspasen werden als inaktive Zymogene (Procaspasen) synthetisiert, die aus einer N-
terminalen Prodoméne gefolgt von einer groen und einer kleinen Untereinheit bestehen. Thre
Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung zwischen den beiden Untereinheiten, die
zunichst ein Heterodimer und schlieBlich mit einem weiteren Heterodimer ein aktives
Tetramer bilden.

Vierzehn verschiedene Caspasen sind zur Zeit bei Sdugetieren identifiziert, von denen
mindestens sieben eine Rolle bei der Apoptose spielen. Entsprechend ihrer Funktion wéhrend
der Apoptose werden diese sieben Caspasen in zwei Gruppen unterteilt: in die Initiator-
Caspasen, zu denen diejenigen mit einer langen Prodoméne gehoren (Caspase 2, 8, 9 und 10)
und in die Effektor-Caspasen, zu denen diejenigen mit einer kurzen Prodomidne gehoren
(Caspase 3, 6, und 7) [Riedl and Shi 2004].

Die Aktivierung von Initiator-Caspasen wird durch Polyproteinkomplexe vermittelt, fiir deren
Bildung es zu einer Interaktion der Caspase-Prodoméne mit bestimmten Co-Faktoren kommt
[Thornberry and Lazebnik 1998]. Die nachgeschalteten Effektor-Caspasen konnen sowohl
durch aktive Initiator-Caspasen als auch autokatalytisch aktiviert werden. So wird z.B. die
Procaspase 3 durch die aktiven Initiator-Caspasen 8 und 9, aber auch durch die aktive eigene
Form gespalten und somit aktiviert [Kroemer and Martin 2005].

Einmal aktiviert, sind die Effektor-Caspasen verantwortlich fiir die proteolytische Spaltung
einer Vielzahl von zelluldren Proteinen wichtiger Signalwege (z.B. “Poly-ADP-Ribose-
Polymerase* (PARP), “Caspase Activated DNAase* (CAD), Laminin). Deren Funktions-
verlust fithrt zu den charakteristischen morphologischen und biochemischen Verdnderungen
wihrend der Apoptose und unweigerlich zum Tod der Zelle [Riedl and Shi 2004].

Die Initiierung der Caspase-Kaskade kann je nach Induktionsart der Apoptosestimuli {iber
mehrere Wege laufen. Hauptwege sind der extrinsische, Todesrezeptor-abhingige Signalweg
und der intrinsische, mitochondriale Signalweg, die beide in Abbildung 1.1. vereinfacht

dargestellt sind.
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Abb. 1.1. Apoptose-Signalwege, vereinfacht dargestellt

1.3.2.2. Extrinsischer Signalweg

Externe Apoptosesignale werden iiber Todesliganden (“Fas-Ligand“ (Fas-L), “TNF-related
Apoptosis-inducing Ligand*“ (TRAIL), “Tumor Necrosis Factor alpha“ (TNFa)) und deren
membranstindige Rezeptoren (Fas/CD95, TRAIL-Rezeptoren, TNF-Rezeptor) vermittelt.
Nach erfolgter Ligation wird der zur Aktivierung der Initiator-Caspasen notwendige
Polyproteinkomplex gebildet. Der “Death-inducing Signaling Complex* (DISC) entsteht
durch Interaktion der “Death Domain“ (DD) des Rezeptors mit der “Death Effector Domain “
(DED) der Procaspase 8 unter Mithilfe des Adapterproteins “Fas-associated Death Domain
Protein” (FADD) bzw. “TNF-receptor-associated Death Domain Protein” (TRADD)
[Vermeulen et al. 2005]. Dieser Komplex kann durch Aktivierung der Caspase 8 auf zwei
Wegen zum Tod der Zelle durch Apoptose fiihren. Aktive Caspase 8 spaltet und aktiviert zum
einen direkt die Effektor-Caspasen 3 und 7 (Typ I Apoptose) und fithrt zum anderen iiber die
Spaltung des Proteins Bid zur Aktivierung des intrinsischen, mitochondrialen Signalweges

(Typ II Apoptose) [Kroemer and Martin 2005].
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1.3.2.3. Intrinsischer Signalweg

Interne Todessignale nach Noxen wie z.B. DNA-Schddigung durch Zytostatika,
Wachstumsfaktorentzug oder Verlust des Kontaktes zur extrazelluldren Matrix werden iiber
Mitochondrien als zentrale Schaltstelle vermittelt. Die Permeabilisierung der #dufBeren
Mitochondrienmembran fiihrt zur Freisetzung von apoptogenen Faktoren wie Cytochrom c.
Im Zytosol fiihrt die Interaktion von Cytochrom ¢ mit dem Co-Faktor “Apoptotic Protease
Activating Factor-1* (Apaf-1) sowie der “Caspase Recruitment Domain“ (CARD) der
Procaspase 9 im Beisein von ATP zur Bildung des Apoptosoms. Die durch diesen
Polyproteinkomplex aktivierte Initiator-Caspase 9 aktiviert im folgenden die Effektor-
Caspasen.

Zu weiteren mitochondrial freigesetzten Faktoren zdhlen Smac/DIABLO und Omi/HtrA2, die
den inhibitorischen Effekt der “Inhibitor of Apoptosis Family“ (IAP-Familie) antagonisieren
und dadurch die Caspaseaktivitit steigern. Weiterhin werden der “Apoptosis Inducing
Factor” (AIF) und die Endonuklease G freigesetzt, die fiir eine Caspase-unabhédngige DNA-
Fragmentation verantwortlich sind [Gukovskaya and Pandol 2004].

Die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran wird u.a. gesteuert durch Proteine der Bcl-
2-Familie, die durch wenigstens eine “Bcl Homology“ (BH)-Doméne gekennzeichnet sind.
Nach Apoptoseinduktion bilden proapoptotische Multidomédnen-Mitglieder wie Bax und Bak
porendhnliche Strukturen in der Mitochondrienmembran und stellen so eine Moglichkeit der
Freisetzung von Cytochrom ¢ dar. Proapoptotische Mitglieder mit nur einer BH-Doméne wie
z.B. Bid triggern diesen Effekt. Bid, das durch Caspase 8 aktiviert wird, stellt dabei eine
Verbindung zwischen dem Todesrezeptor-Apoptoseweg und dem mitochondrialen

Apoptoseweg dar.

1.3.2.4. Inhibitorische Regulation von Apoptose-Signalwegen

Zum Schutz der Zelle stehen Apoptose-Signalwege unter der Einwirkung einer Vielzahl von
inhibitorischen Mechanismen, die ein unkontrolliertes Ablaufen der Caspasekaskade
verhindern.

Als zentrale Enzyme der Apoptose unterliegen besonders Caspasen einer vielschichtigen
Regulation ihrer Expression, ihres Abbaus, ihrer Aktivierung und ihrer Enzymaktivitit.

Die Menge an Procaspasen wird zum einen transkriptional gesteuert [Riedl and Shi 2004] und
zum anderen iiber den Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System reguliert [Friedman and

Xue 2004].
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Mitglieder der IAP-Familie (u.a. cIAPI1, cIAP2 und XIAP) hemmen sowohl die Aktivierung
der Caspasen als auch die enzymatische Aktivitdt der bereits aktivierten Caspasen 3, 7 und 9.
Zusétzlich konnen Mitglieder der [AP-Familie Caspasen sowie deren Aktivatoren ubi-
quitinieren und dem proteasomalen Abbau zufiihren [Friedman and Xue 2004]. IAP-Proteine
konnen ihrerseits durch Smac/DIABLO, das bei Apoptoseinduktion aus den Mitochondrien
freigesetzt werden kann, negativ reguliert werden [Riedl and Shi 2004].

Inhibitorische Effekte sowohl auf die Aktivierung als auch auf die Enzymaktivitit bereits pro-
zessierter Caspasen iiben noch einige andere Faktoren aus, zu denen z.B. Stickstoffmonoxid
(NO) gehort, das Caspasen durch Nitrosylierung inakivieren kann [Earnshaw et al. 1999].
Antiapoptotische Wirkung haben zudem weitere Regulatoren, die an anderen Punkten der
Apoptose-Signalwege eingreifen und so indirekt Einfluss auf die Caspasen nehmen.

Endogene Inhibitoren des Todesrezeptor-abhéngigen Signalweges sind Proteine, die zu der
Familie der “FADD-like Interleukin 1 Converting Enzyme (ICE) Inhibitory Proteins‘ (FLIP)
gehoren. Sie verhindern die Einbindung der Initiator-Caspasen in den DISC und damit die
Aktivierung der Caspase-Kaskade [Vermeulen et al. 2005]. Antiapoptotische Mitglieder der
Bcl-2-Familie wie Bcl-2 und Bcl-X; verhindern auf verschiedenen Wegen die Cytochrom c
Freisetzung und unterbrechen so die Signalkaskade des intrinsischen Weges [Debatin 2004].
Bei der Regulation von Apoptose spielen Transkriptionsfaktoren und Signalmolekiile eine
wichtige Rolle, hervorzuheben ist hier der “Nuclear Factor kappa B*“ (NF-xB). Der
Transkriptionsfaktor NF-kB ist ubiquitér verbreitet und in eine Vielzahl von physiologischen
und pathologischen Prozessen involviert. So kann NF-kB durch transkriptionelle Induktion
von Genen mit apoptoseinhibierender Wirkung Einfluss auf die Regulation des zelluldren
Uberlebens nehmen. NF-kB reguliert u.a. die Expression der Apoptoseinhibitoren cIAPI,
clAP2, Bcl-2 und Bcel-X;. sowie des Caspase-8-Inhibitors FLIP.

1.3.2.5. Aktivierung von Apoptose-Signalwegen durch Zytostatika

Zytostatika-induzierter Zelltod basiert {iberwiegend auf der Induktion von Apoptose in den
Zielzellen. Die Initiation kann sowohl iiber den Rezeptor-abhéngigen als auch iiber den
mitochondrialen Signalweg erfolgen. Die relative Beteiligung der verschiedenen
Mechanismen variiert dabei abhéngig von der Art des zytotoxischen Stimulus sowie des
Tumorzelltyps. Die meisten Zytostatika induzieren Apoptose iliber den mitochondrialen
Signalweg durch Aktivierung von Caspase 9. Einige Zytostatika, z.B. Etoposid, konnen in
Tumorzellen jedoch auch iiber eine Aktivierung der Caspase 8 zur Apoptose fithren [Debatin

2004; Debatin and Krammer 2004].



12

1.4. Ziel dieser Arbeit

Einer erfolgreichen Therapie des duktalen Pankreasadenokarzinoms steht in der
tiberwiegenden Zahl der Fille die von vornherein bestehende oder im Therapieverlauf
erworbene Chemoresistenz der Karzinomzellen entgegen. Die Aufkldrung der zugrunde
liegenden Resistenzmechanismen kann zu neuen Moglichkeiten fiihren, die Sensitivitdt der
Tumorzellen gegeniiber Zytostatika entscheidend zu verstirken.
Ziel dieser Arbeit war es, Einblicke in die Bedeutung von Tumor-Stroma-Interaktionen bei
der Entstehung und Manifestation von Chemoresistenz in Pankreaskarzinomzellen zu
erhalten. In einem mehrwochigen Co-Kulturmodell in vitro sowie in einem SCID-Maus-
Modell in vivo -jeweils bestehend aus der humanen Pankreaskarzinomzelllinie Panc89 und
murinen Pankreasfibroblasten- sollten dafiir folgende Punkte untersucht werden:
a) in vitro
e Sensitivitit der mono- und cokultivierten Panc89-Zellen gegeniiber einer
Zytostatikabehandlung mit Etoposid
e Fidhigkeit der Panc89-Zellen, einen resistenten Phédnotyp auch nach Ende der Co-
Kultur zu erhalten
e NF-«xB Status der mono- und cokultivierten Panc89-Zellen
e Sckretion des Zytokins IL1J in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen
e Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen
e Aktivierung der Caspasen 8, 9, 3 und 7 in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen
nach Behandlung mit Etoposid
e mdgliche Regulationsmechanismen fiir die Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7
in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen
b) in vivo
e Wachstum der Mono- und Co-Tumore
e Ansprechrate der Mono- und Co-Tumore auf Etoposid anhand von Tumorvolumen
und immunhistologischer Apoptose-Farbungen (TUNEL)
e Epithelialer und stromaler Anteil der Mono- und Co-Tumore anhand immun-
histologischer Farbungen (Pan-Cytokeratin und “a-Smooth Muscle Actin* (a-SMA))
e Proliferation der Mono- und Co-Tumore anhand immunhistologischer Farbungen
(Ki67)
e Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 in den Mono- und Co-Tumoren anhand

immunhistologischer Farbungen
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2. Materialien und Gerite

2.1. Zellen und Zelllinien

e  Murine Pankreasfibroblasten

e Pankreasadenokarzinom-Zelllinie Panc89 (Synonym T3M4)

2.2. Materialien und Gerite fiir die Isolierung und Expansion von murinen

Pankreasfibroblasten

e 10mM CaCl,-Losung (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e 1ml-Spritzen (Becton Dickinson, Heidelberg)

e Besteck: Pinzette, Schere, Skalpell

e CO,

e Kaniilen (Sterican Gr.17: 0,55x25mm BL/LB 24gauge) (Becton Dickinson, Heidelberg)
e  “Phosphate Buffered Saline‘ (PBS), steril (PAA Laboratories, Colbe)

e “Soy Bean Trypsin Inhibitor“ (SBTI) (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e Zellkultur-Petrischalen mit einem Durchmesser von 10cm (Sarstedt, Niimbrecht)

e Zellsieb Nylon, 100pm Porengrofe (Becton Dickinson, Heidelberg)

2.3. Zellkultur

2.3.1. Medien und Medienzusiitze

e DMEM low glucose Medium (PAA Laboratories, Colbe)

e Fetales Kélberserum (FCS) (Biochrom AG, Berlin)

e Gentamicin (Konzentration 100pg/ml, Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

e Hepes-Puffer IM (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

¢ [-Glutamin (Konzentration 200mM, PAA Laboratories, Colbe)

e Penicillin-Streptomycin (Konzentration 100U/ml bzw. 100pg/ml, Biochrom AG, Berlin)
e RPMI 1640 Medium (PAA Laboratories, Colbe)

2.3.2. Sonstige Materialien und Geriite fiir die Zellkultur

e 1x Trypsin/EDTA in PBS (0,5g/1 Trypsin und 0,2g EDTA/I) (PAA Laboratories, Colbe)
e 50ml und 15ml Réhrchen (Sarstedt, Niimbrecht)

e 70% Ethanol, vergéllt (Walter, Kiel)
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e Brutschrank (Kendro, Langenselbold)

e Einmal-Pipetten 5ml, 10ml, 25ml (Sarstedt, Niimbrecht)

e QGasbrenner (Integra Biosciences, Schweiz)

e Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss, Jena)

e Pasteurpipetten Glas, 230mm (Assistent, Sondheim)

e Pipet-Boy (Integra Biosciences, Schweiz)

e Saugpumpe

e Sixwell-Platten (Nunc, Wiesbaden oder Corning Costar, Bodenheim)

e Sterilbank (Kendro, Langenselbold)

e Transwelleinsdtze: Transwell Clear Polyester Membrane, 24mm Durchmesser, 0,4um
Porengrofe (Corning Costar, Bodenheim)

e Zellkulturflaschen 75cm? (Sarstedt, Niimbrecht)

e Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht)

e Zentrifuge (Kendro, Langenselbold)

2.4. Substanzen fiir die Behandlung der Zellen

e Etoposid (Bristol-Myers Squibb, Miinchen)

e MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 (Calbiochem, Bad Soden)

e DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)
e Proteasominhibitor MG132 (Calbiochem, Bad Soden)

2.5. Materialien und Gerite fiir die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

e 1x Annexin V Binding Puffer (Becton Dickinson, Heidelberg)
e Ix Trypsin/EDTA in PBS (0,5g/1 Trypsin und 0,2g EDTA/I) (PAA Laboratories, Cdlbe)
e Annexin V-FITC (Caltag Laboratories, Hamburg oder Becton Dickinson, Heidelberg)
e Dead Cell Discriminator (Propidiumiodid) (Caltag Laboratories, Hamburg)
e Durchflusszytometer GalaxyArgon Plus (DakoCytomation, Hamburg)
Software Flomax (DakoCytomation, Hamburg)
e PBS (PAA Laboratories, Colbe)
e Sheath Puffer (DakoCytomation, Hamburg)
e Zentrifuge (Kendro, Langenselbold)



2.6. Materialien und Gerite fiir die Proteingewinnung

2.6.1. Materialien und Ger:ite fiir die Herstellung von Kernextrakten
e Aprotinin (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e DTT (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)
e EDTA (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e Hepes-Puffer IM (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

e Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt)

e Minishaker (IKA Works, Staufen)

e Natriumchlorid (Mallinckrodt Baker, Niederlande)
e PBS (PAA Laboratories, Colbe)

e PMSF (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht)

e Zentrifuge (Kendro, Langenselbold)

2.6.2. Materialien und Ger:iite fiir die Herstellung von Ganzzelllysaten
e (Glycerol (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e SDS (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)

e Sonicator Sonopuls (Bandelin, Berlin)

e Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg)

e Tris Base (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)

o Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht)

2.7. Materialien und Gerite fiir die Proteinbestimmung

o DC-Protein-Assay (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)
e Microtest Plate 96-well (Sarstedt, Niimbrecht)
e Photometer: Opsys MR (Dynex Technologies, USA)

Software: Revelation QuickLink



16

2.8. Materialien und Geriite fiir die SDS-Gelelektrophorese und Western Blotting

e 10% Ammoniumpersulfat in HyOpjgest (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e 100% Methanol (Merck, Darmstadt)

o 40% Acrylamid 4x cryst. (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)

e 6-Aminocapronsdure (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e [(-Mercaptoethanol (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)

e Blotkammer: Fastblot (Biometra, Géttingen)

e Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)

e BSA (Serva, Heidelberg)

e ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
Software: Quantity One

e Fertiggele: ProGel-Tris-Glycin-Gel 4-20% (Anamed, Darmstadt)

e Gelkammer fiir Fertiggele: XCell SureLock (Invitrogen, Karlsruhe)

e Gelkammer fiir selbstgegossene Gele (Biometra, Gottingen)

e Glycin (Merck, Darmstadt)

e Immobilon-PVDF Transfer Membran (Millipore, USA)

e LumiGlo Losung (Cell Signaling, Frankfurt am Main)

e Magermilchpulver (Roth, Karlsruhe)

e Natriumchlorid (Mallinckrodt Baker, Niederlande)

e Netzgerit: Standard Power Pack P25 (Biometra, Gottingen)

e Proteinmarker: MultiMark Multi-Colored Standard 1x (Invitrogen, Karlsruhe)

e Proteinmarker: Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen)

e Schiittler: Tumbling Table (Biometra, Géttingen)

e SDS (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)

e SuperSignal West Dura (Pierce Perbio Science, Bonn)

e TEMED (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e Tris Base (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)

e Whatman Filterpapier (Biometra, Gottingen)
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2.9. Antikorper fiir Western Blotting

2.9.1. Primérantikorper

Antikorper Spezies/Isotyp (Klon) Bezugsquelle

anti-a-Tubulin Maus monoklonal (B-5-1-2) Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
anti-Caspase 3 Kaninchen polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Caspase 7 Kaninchen polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Caspase 8 Maus IgG1 monoklonal (1C12) | Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Caspase 9 Kaninchen polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-cIAP-1 Ziege IgG polyklonal R&D Systems, Wiesbaden
anti-clAP-2 Kaninchen polyklonal Chemicon, Hotheim

anti-cleaved Caspase 3
(Aspl75)

Kaninchen monoklonal (5A1)

Cell Signaling, Frankfurt am Main

anti-cleaved Caspase 9
(Asp315)

Kaninchen polyklonal

Cell Signaling, Frankfurt am Main

anti-Hsp 90 o/

Kaninchen polyklonal

Santa Cruz, Heidelberg

anti-LICAM /CD171

Maus IgG1 monoklonal (UJ127)

Acris, Hiddenhausen

anti-Phospho-p44/42 Map-

Kinase (Erk1/Erk2) Kaninchen polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
(Thr202/Tyr204)
anti-XIAP Ziege 1gG polyklonal R&D Systems, Wiesbaden

2.9.2. Sekundirantikérper

Antikorper-Konjugat Spezies/Isotyp Bezugsquelle
anti-Kaninchen-HRP Ziege 1gG polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Maus-HRP Pferd IgG polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Ziege-HRP Esel IgG polyklonal Santa Cruz, Heidelberg

2.10. Materialien und Geriite fiir die RNA-Isolierung

e 100% und 70% Ethanol (Merck, Darmstadt)

e [(-Mercaptoethanol (Biomol Feinchemikalien GmBH, Hamburg)
e PBS (PAA Laboratories, Colbe)

e Photometer GeneQuant II (Pharmacia Biotech, Freiburg)
e QIAshredder (Qiagen, Hilden)

e RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Hilden)
o Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht)

e Zentrifuge (Kendro, Langenselbold)
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2.11. Materialien und Gerite fiir die Herstellung von cDNA

e Brutschrank (Kendro, Langenselbold)

e dJATP (10mM) (Roche Applied Biosystems, Weiterstadt)
e dCTP (10mM) (Roche Applied Biosystems, Weiterstadt)
e dGTP (10mM) (Roche Applied Biosystems, Weiterstadt)
e dTTP (10mM) (Roche Applied Biosystems, Weiterstadt)
e Minishaker (IKA Works, Staufen)

e M-MLV-5x First Strand Buffer (Invitrogen, Karlsruhe)

e M-MLV-Reverse Transkriptase (200U/ul) (Invitrogen, Karlsruhe)
e Oligo(dT) 15 Primer (500ng/ml) (Promega, Mannheim)
e Ribonuklease-freies Wasser (Qiagen, Hilden)

e RNAsin RNase Inhibitor (40U/pul) (Promega, Mannheim)
e Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg)

e Tischzentrifuge PicoFuge (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)

2.12. Materialien und Geriite fiir die Realtime-PCR
e 96well PCR-Platten (Corning Costar, Bodenheim)
e Adhesive PCR Film Clear (Abgene, Hamburg)

e iCycler MyiQ Single Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen)
Software: MyiQ
e Primer:
o PB-Aktin (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)
Vorwirtsprimer 3": CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC
Riickwiartsprimer 5: ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG
o Caspase 3 Primer-Mix (Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostica Vertrieb, Eching)
Vorwirtsprimer 3": TGCCACAGTCCAGTTCTGTACC
Riickwiartsprimer 5: TGGTACAGATGTCGATGCAGC
o Caspase 7 Primer-Mix (Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostica Vertrieb, Eching)
Vorwirtsprimer 3": CATCTTTGTCTGTTCCGTTTCGAAC
Riickwiartsprimer 5: CTACCGCCGTGGGAACGATG
o Caspase 8 Primer-Mix (Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostica Vertrieb, Eching)
Vorwirtsprimer 3': TGTGAAAGTAGGCTGAGGCATCTG
Riickwértsprimer 5': TGAGCTGACATCTCAGTTCACTGT
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o Caspase 9 Primer-Mix (Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostica Vertrieb, Eching)
Vorwirtsprimer 3": CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG
Riickwiartsprimer 5: GGCTGTCTACGGCACAGATGG

Ribonuklease-freies Wasser (Qiagen, Hilden)

SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

2.13. Materialien und Gerite fiir ELISA

1x Trypsin/EDTA in PBS (0,5g/1 Trypsin und 0,2g EDTA/I) (PAA Laboratories, Colbe)
Neubauer Zdhlkammer (0,Imm Tiefe) (Omnilab, Hamburg)

Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss, Jena)

Quantikine High Sensitivity human IL1p (R&D Systems, Wiesbaden)

TransAM NF-«kB ELISA (Active Motif, Belgien)

Photometer: Opsys MR (Dynex Technologies, USA)

Software: Revelation QuickLink

2.14. Materialien und Gerite fiir die Tierhaltung

Einstreu (SSNIFF Spezialdidten GmbH, Soest)

Fertigfutter (SSNIFF Spezialdidten GmbH, Soest)

Standardkédfige Typ 3 Makrolon (E. Becker & Co GmbH, Castrop-Rauxel) mit
Innenausstattung: Plastikhaus, Papprolle, Zellstoff

Tierwaage

Trinkwasser

2.15. Materialien und Substanzen fiir die Behandlung der Tiere sowie fiir die

Organentnahme
CO;
Diethylether (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz)

Einmalrasierer

Etoposid (Bristol-Myers Squibb, Miinchen)
Fliissigstickstoff (Messer Griesheim GmbH, Krefeld)
Instrumente: Pinzette, Schere, Ohrstanze zur Markierung
Insulinspritzen (Becton Dickinson, Heidelberg)

NaCl-Losung 0,9%, steril (Braun, Melsungen)
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2.16. Materialien und Gerite fiir die Inmunzytologie und Immunhistologie

e Aceton (Merck, Darmstadt)
¢ Biotin Blocking System (DakoCytomation, Hamburg)
e BSA (Serva, Heidelberg)
e Deckgldschen (Menzel Gléaser, Braunschweig)
e FEinbettmedium (Leica, Bensheim)
e Feuchtkammer
e (Glasfirbekiivetten
e Kaisers Glyceringelatine (Merck, Darmstadt)
e Mayers Himalaunlosung (Merck, Darmstadt)
e Mikroskop Axiophot 2 (Carl Zeiss, Jena)
Kamera: Axiocam (Carl Zeiss, Jena)
Software: Axiovision (Carl Zeiss, Jena)
e Mikrotom: Cryocut 1800 (Leica, Bensheim)
e PBS (PAA Laboratories, Colbe)
e sterilisierte, runde Deckgldaschen (Menzel Glédser, Braunschweig)
e SuperFrost Objekttrager (Menzel Glédser, Braunschweig)
e Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen)
o Wasserstoffperoxid (Merck, Darmstadt)

2.17. Antikorper und Detektionssysteme fiir die Immunzytologie und Immunhistologie

2.17.1. Priméarantikorper

Antikorper Spezies/Isotyp (Klon) Bezugsquelle

anti-Caspase 3 Ziege polyklonal Santa Cruz, Heidelberg
anti-Caspase 7 Ziege polyklonal Santa Cruz, Heidelberg
anti-Caspase 8 Maus monoklonal (1C12) Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Caspase 9 Kaninchen polyklonal Cell Signaling, Frankfurt am Main
anti-Cytokeratin (pan) Maus monoklonal (Lu-5) BMA Biomedicals, Schweiz
anti-Desmin Kaninchen polyklonal Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
anti-Ki67 Maus Monoklonal (B56) BD-Pharmingen, Heidelberg
anti-Vimentin Ziege polyklonal Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
anti-o-Smooth-Muscle-Actin | Maus monoklonal (1A4) Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
In Situ Cell Death Detection Kit, POD (TUNEL-Kit) Roche Applied Biosystems, Weiterstadt
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2.17.2. Sekundirantikorper und immunhistologische Detektionssysteme

Sekundirantikérper und Detektionssysteme

Bezugsquelle

Biotin-SP-konjugiertes Esel Anti-Ziege 1gG

Jackson ImmunoResearch Laboratories
iiber Dianova, Hamburg

Biotin-SP-konjugiertes Ziege Anti-Kaninchen IgG

Jackson ImmunoResearch Laboratories
iiber Dianova, Hamburg

EnVision System Anti-Maus

DakoCytomation, Hamburg

EnVision System Anti-Kaninchen

DakoCytomation, Hamburg

Peroxidase-konjugiertes Streptavidin

Jackson ImmunoResearch Laboratories iiber
Dianova, Hamburg

Peroxidase-konjugiertes Esel Anti-Maus IgG

Jackson ImmunoResearch Laboratories
iiber Dianova, Hamburg

Peroxidase-konjugiertes Ziege Anti-Ratte IgG

Jackson ImmunoResearch Laboratories
iiber Dianova, Hamburg

Peroxidase Substrat Kit DAB

Vector Laboratories tiber Alexis, Grinwald
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3. Methoden

3.1. Isolierung und Expansion von murinen Pankreasfibroblasten

Fiir die Co-Kulturexperimente in vitro und in vivo wurden als Stromakomponente murine
Pankreasfibroblasten verwendet. Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen aus den
Pankreata von weiblichen SCID-Maiusen, Stamm C.B-17/IcrHsd-scid (Harlan-Winkelmann,
Borchen) isoliert.

Die Tiere wurden mit CO, betidubt und anschlieBend durch Genickbruch getotet. Aus dem
Herz der Miduse wurde zur Gewinnung von Serum Blut mit Hilfe von Iml Spritzen und
24gauge Kaniilen abgenommen. Es folgte die Entnahme des Pankreas, welches in sterilem
PBS mit 2uM des Trypsininhibitors SBTI auf Eis aufbewahrt wurde.

Das Pankreas wurde mit Hilfe eines Skalpells an einer Sterilbank in Stiicke mit einer
Maximalgréfe von 2x2x2 mm zerteilt. In einer Kulturpetrischale wurden zur Befestigung und
als Migrationsstimulus pro Gewebeteil je 1ul Mausserum und 1pl 10mM CaCly-Lésung zu
einem Tropfen gemischt. Nach Aufbringen der Pankreasstiicke musste eine Koagulationszeit
von 30 Minuten abgewartet werden, ehe in jede Schale 10ml Medium gegeben wurden. Als
Medium wurde DMEM low glucose verwendet, das mit 1% L-Glutamin, 20% FCS, 1%
Penicillin-Streptomycin, 0,2% Gentamicin und 1% Hepes-Puffer versetzt wurde. Die
Gewebestiicke wurden bei 37°C, 5% CO,-Gehalt und 85% Feuchtigkeit in Kultur gehalten;
ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Die beschriebene Art der Aufarbeitung und die
genannten Kulturbedingungen ermdglichten eine hoch selektive Expansion von
Pankreasfibroblasten.

Eine ausreichende Migration von Fibroblasten war nach etwa drei Wochen erreicht, so dass
die Zellen zu diesem Zeitpunkt mit Sml 1x Trypsin/EDTA in PBS pro Petrischale und unter
Zuhilfenahme eines Zellschabers vom Untergrund abgeldst wurden. Die noch vorhandenen
Gewebestiicke wurden mit einem Zellsieb ausgefiltert. Nach zehnminiitiger Zentrifugation
wurde der Uberstand verworfen, das Pellet resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. 5x10°
Fibroblasten wurden in eine Zellkulturflasche mit 10 ml Medium gegeben. Abhidngig vom
Wachstum der Zellen wurde fiir die weitere Kultivierung das oben beschriebene Medium mit
einem FCS-Gehalt von 10% benutzt.

Bevor die gewonnenen Fibroblasten fiir weitere Versuche verwendet worden sind, wurde
durch eine immunzytologische Farbung auf o-SMA, Vimentin und Desmin der

myofibroblastische Phidnotyp der Zellen {iberpriift (siche Punkt 3.9.1.).
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3.2. Zellkultur

3.2.1. Mono-Kultivierung von humanen Panc89-Zellen und murinen
Pankreasfibroblasten

Die Zelllinie Panc89 (Synonym T3M4) ist eine adhdrent wachsende Pankreaskarzinom-

zelllinie, die aus einer Lymphknotenmetastase eines duktalen Pankreasadenokarzinoms eines

64jdhrigen Patienten isoliert worden ist [Monti et al. 2004].

Diese Tumorzelllinie wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. Kalthoff (Forschungs-

gruppe Molekulare Onkologie, Klinik fiir Allgemeine und Thoraxchirurgie des Universitéts-

klinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel) zur Verfiigung gestellt.

Diese humanen Pankreaskarzinomzellen sowie die murinen Pankreasfibroblasten wurden bei

37°C, 5% CO,-Gehalt und 85% Feuchtigkeit in Kultur gehalten.

Die Panc89-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium supplementiert mit 1% L-Glutamin und

10% FCS kultiviert.

Als Medium fiir die murinen Fibroblasten wurde DMEM low glucose verwendet, das mit 1%

L-Glutamin, 10% oder 20% FCS, 1% Penicillin-Streptomycin, 0,2 % Gentamicin und 1%

Hepes-Puffer versetzt wurde.

Grundsitzlich fanden alle Zellkulturarbeiten an einer Sterilbank statt. Die Zellen wurden bei

Erreichen einer ca. 80%igen Konfluenz des Zellrasens entsprechend ihrer Wachstumsrate

geteilt. Bei dieser Passagierung wurde das verbrauchte Medium in den Zellkulturflaschen mit

einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen zur Ablosung mit 1x Trypsin/EDTA in PBS

iiberschichtet. Der Lysevorgang wurde nach ca. 10 Minuten durch die Zugabe von Medium

im Verhéltnis 1:1 zum Trypsinvolumen abgestoppt. Die entstandene Zellsuspension wurde

bei 1200 Umdrehungen pro Minute (U/min) fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des

Uberstandes wurde das Pellet in frischem Medium aufgenommen und auf neue

Zellkulturflaschen aufgeteilt.

3.2.2. Co-Kultivierung von humanen Panc89-Zellen und murinen
Pankreasfibroblasten, Generierung von ,,Mono-aus-Co*“ (MaC)-Zellen

Der Speziesunterschied zwischen Tumorkomponente (human) und Stromakomponente

(murin) ermdglichte eine differenzierte Aussage hinsichtlich der Herkunft aller 16slichen

Faktoren.

Zur Untersuchung von Tumor-Stroma-Interaktionen wurde fiir diese Arbeit ein

Transwellsystem gewdhlt, das einen Zell-Zell-Kontakt der beiden Komponenten nicht
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ermdglichte, wohl aber den Austausch von l6slichen Faktoren durch Mikroporen in der
Membran des Transwell-Einsatzes (siche Abbildung 3.1.).
Durch diese Art der Kultivierung konnten Tumor- und Stromazellen getrennt aufgearbeitet

und analysiert werden.

Transwelleinsatz
mit Fibroblasten

2,5x 105
S S N A )
OO T D Sixwell
— mit Panc89
1,0 x 105

Abb. 3.1. Prinzip der Co-Kultur

Zur Co-Kultivierung wurden Sixwell-Platten und die genannten Transwelleinsitze verwendet.
In die Sixwell-Platte, die das untere Kompartiment des Co-Kultursystems darstellte, wurden
1x10° Panc89-Zellen in 2,0ml Tumorzellmedium pro well ausgesit. In die eingesetzten
Transwells wurden je 2,5x10° murine Fibroblasten in 1,5ml Fibroblastenmedium eingebracht.
Das Medium in beiden Kompartimenten wurde nach 24 Stunden gewechselt und die Co-
Kultur entweder fiir weitere 72 Stunden fortgesetzt und fiir Versuche verwendet oder zur
Weiterkultivierung genutzt. Zur Weiterkultivierung wurden einerseits die Fibroblasten aus
dem oberen und andererseits die Tumorzellen aus dem unteren Kompartiment mittels
Trypsin/EDTA in PBS abgelost, in Medium aufgenommen, zentrifugiert, in Medium
resuspendiert, gezdhlt und wie oben beschrieben erneut ausgesit.

Die Co-Tumorzellen sowie die Co-Fibroblasten befanden sich demnach iiber einen liangeren
Zeitraum kontinuierlich in diesem Transwell-Co-Kultursystem, in dem sie einmal
wochentlich flir Versuche ausgesit und zur Weiterkultivierung passagiert wurden.

Zusétzlich wurden jede Woche Tumorzellen aus der Co-Kultur entnommen und wieder ohne
Fibroblasten monokultiviert. Auf diese Weise entstanden jede Woche sogenannte ,,Mono-aus-
Co-Zellen* (MaC-Zellen), die von mindestens einer Woche an aufwirts unterschiedlich lange
cokultiviert wurden, bevor sie wieder ohne Fibroblasten fiir eine Woche monokultiviert
worden sind. Mac-Zellen z.B. der Woche zwei verbrachten somit eine Woche in Co-Kultur
und im Anschluss wieder eine Woche in Mono-Kultur, solche der Woche vier drei Wochen in
Co-Kultur und eine Woche in Monokultur. Anhand dieser Zellen sollte gekldrt werden, ob
sich die durch die Co-Kultur gewonnenen Eigenschaften auch iiber diese hinaus erhielten. Fiir

die Versuche wurden MaC-Zellen in Sixwell-Platten mit einer Konzentration von 1x10°
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Zellen pro well in einem Gemisch aus 2,0ml Tumorzellmedium und 1,5ml
Fibroblastenmedium ausgest.

Die Mono-Tumorzellen und die Mono-Fibroblasten wurden iiber die Dauer der parallel
laufenden Co-Kultur weiter in Zellkulturflaschen gehalten, so dass die in den Versuchen
gegeniibergestellten Mono-, Co- und MaC-Tumorzellen eine identische Zeitspanne in Kultur
waren.

Zum Vergleich zu den Co- und MaC-Zellen wurden bei den Versuchen monokultivierte
Tumorzellen in Sixwell-Platten mit einer Konzentration von 1x10° Zellen pro well in einem

Gemisch aus 2,0ml Tumorzellmedium und 1,5ml Fibroblastenmedium ausgesit.

3.3. Messung der Apoptoserate mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

3.3.1. Prinzip der Methode

Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie ermoglicht eine Analyse der physikalischen und
molekularen Eigenschaften von einzelnen Zellen in einer Suspension.

Das Prinzip basiert auf optischen Signalen, die die Zellen als Streulicht aussenden, wenn sie
einzeln einen Laserstrahl passieren. Eigenschaften wie Grofe und Granularitit der Zellen
beeinflussen dabei den Streuwinkel des Lichtes. Man unterscheidet das Vorwirtsstreulicht
(Forward Scatter = FSC), das mit der ZellgroBe korreliert und das Seitwirtsstreulicht (Side
Scatter = SSC), das mit der Granularitit der Zelle korreliert. Ferner konnen Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Trifft der Laserstrahl auf diese markierten Zellen,
werden neben dem Streulicht auch Fluoreszenzsignale erzeugt, indem die gebundenen
Farbstoffe anregt werden, Licht ihrer spezifischen Wellenldnge zu emittieren. Durch Spiegel-
und Filtersysteme werden sowohl das Streulicht als auch das emittierte Licht verstirkt und je
nach Streuwinkel bzw. Wellenldnge auf verschiedene Lichtsensoren gelenkt.

Zur Bestimmung der Apoptoserate werden die Zellen mit Annexin V, an das der
Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt ist, und mit Propidiumiodid
(PI) angefirbt. Zellen, die sich im Prozess der Apoptose befinden, externalisieren
Phosphatidylserin. An dieses bindet das Annexin V-FITC, so dass apoptotische Zellen durch
diesen Farbstoff markiert werden. In der frithapoptotischen Phase besteht noch eine intakte
Zellmembran, so dass eine zusétzliche Farbung mit dem interkalierenden Farbstoff PI nicht
stattfinden kann. Im spétapoptotischen Stadium ist die Integritdt der Membran nicht mehr
gegeben, so dass die Zelle nun sowohl durch Annexin V-FITC als auch durch PI markiert

wird. Nekrotische Zellen werden nur durch PI gefarbt.
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3.3.2. Durchfiihrung
Die Zellen wurden ausgesit und kultiviert wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben.
Das Medium in allen wells wurde nach 24 Stunden gewechselt. Nach weiteren 48 Stunden
blieben die Zellen unbehandelt oder wurden mit 20ug/ml Etoposid behandelt. Die
Aufarbeitung erfolgte weitere 24 Stunden spéter.
Zusiétzlich wurden bei einigen Versuchen folgende Substanzen in der angegebenen
Endkonzentration einzeln verwendet:

e [uM 5-Azacytidin direkt nach dem Mediumwechsel und eine Stunde vor der

Behandlung mit Etoposid
e 50uM MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 eine Stunde vor der Behandlung mit
Etoposid

Nachdem das Medium aus den wells in 15ml Rohrchen pipettiert worden war, wurden die
Tumorzellen mit 1x Trypsin/EDTA in PBS von ihrer Unterlage gelost und zu ihrem Medium
in das entsprechende Rohrchen gegeben. Die Zellsuspension wurde bei 1350 U/min 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen, das Zellpellet mit 5 ml
PBS gewaschen und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde jede Probe mit einem zuvor angesetzten Gemisch aus 200ul 1x Annexin
V Binding Puffer, S5ul Annexin V-FITC und 5pl Propidiumiodid resuspendiert. Nach einer
anschlieBenden 20miniitigen Inkubationszeit (lichtgeschiitzt und bei Raumtemperatur)
erfolgte die Analyse per Fluoreszenz-Durchflusszytometrie mit dem GalaxyArgon Plus unter

Gebrauch der Flomax Software.

3.4. Proteintechniken

3.4.1. Proteingewinnung

3.4.1.1. Herstellung von Kernextrakten

Kernextrakte wurden fiir die semiquantitative Bestimmung von aktiviertem NF-kB mittels
ELISA benotigt.

Die Zellen wurden ausgesit und kultiviert wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben.

Das Medium in allen wells wurde nach 24 Stunden gewechselt. Nach weiteren 72 Stunden
wurde das Medium verworfen und der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen. Fiir die
folgenden Schritte wurden die Reagenzien und Gefale durchgehend auf Eis aufbewahrt. Die
Zellen wurden mit 200ul EMSA-Puffer I pro well lysiert, mittels eines Zellschabers vom
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Boden der wells gelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Diese wurden bei 4°C mit
13.000 U/min 5 Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in
200ul EMSA-Puffer I resuspendiert und erneut bei gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand wiederum verworfen worden war, wurde das Pellet mit 50-80 ul
EMSA-Puffer II gemischt und fiir 25 Minuten bei 4°C in einen Minishaker gestellt. Nach der
abschlieBenden zehnminiitigen Zentrifugation bei 4°C und 13.000 U/min wurde der
Uberstand, in dem nun durch die beschriebene Aufarbeitung die nukleéren Proteine enthalten

waren, abgenommen und bei -80°C eingefroren.

Pufferzusammensetzung

EMSA-Puffer I EMSA-Puffer II

10mM Hepes-Puffer pH 7,9 10mM Hepes-Puffer pH 7,9

10mM Kaliumchlorid 0,4mM Natriumchlorid

0,2mM EDTA pH 8,0 0,2mM EDTA pH 8,0

ImM DTT ImM DTT

0,5mM PMSF 0,5mM PMSF

H;Obidest H;Obidest

10pug Aprotinin pro ml Puffer vor Gebrauch | 10png Aprotinin pro ml Puffer vor Gebrauch
frisch dazugeben frisch dazugeben

3.4.1.2. Herstellung von Ganzzelllysaten

Ganzzelllysate wurden fiir die Detektion von Proteinen mittels Western Blotting benétigt.
Die Zellen wurden ausgesit und kultiviert wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben.
Das Medium in allen wells wurde nach 24 Stunden gewechselt. Nach weiteren 48 Stunden
bliecben die Zellen unbehandelt oder wurden mit 20pg/ml Etoposid stimuliert. Die
Aufarbeitung erfolgte weitere 24 Stunden spéter.
Zusitzlich wurden bei einigen Versuchen folgende Substanzen in der angegebenen
Endkonzentration einzeln verwendet:

e 5,25uM Proteasominhibitor MG132 sechs Stunden vor der Aufarbeitung

e [uM 5-Azacytidin direkt nach dem Mediumwechsel und 24 Stunden vor der

Aufarbeitung

e 50uM MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 24 Stunden vor der Aufarbeitung
Das Medium wurde von den wells abgenommen, in ein 15ml Rohrchen iiberfiihrt und 2
Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 100pl
2xLammli-Puffer resuspendiert und in ein 1,5ml Reaktionsgefdl {iiberfiihrt. Die noch
adhirenten Zellen wurden mit 200ul 2xLammli-Puffer pro well und einem Zellschaber aus

dem Sixwell geldst und in das entsprechende Reaktionsgefdll zu dem schon lysierten Pellet
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hinzugegeben. Es schloss sich eine flinfminiitige Denaturierung bei 95°C im Thermoblock an,
ehe das Lysat auf Eis stehend mittels eines Sonicators homogenisiert wurde.

Die Ganzzelllysate wurden bei -20°C aufbewahrt.

Pufferzusammensetzung

2xLammli-Puffer

128 mM Tris Base
4,6% w/v SDS
10% v/v Glycerol
H>Opigest

pH 7,6

3.4.2. Proteinkonzentrationsbestimmung

Der Proteingehalt der Ganzzelllysate und Kernextrakte wurde mit einem Proteinassay
entsprechend den Anweisungen des Herstellers bestimmt. Die Analyse erfolgte mit dem
Photometer Opsys MR von Dynex Technologies unter Gebrauch der Revelation QuickLink

Software.

3.4.3. Proteinnachweis

Um einzelne Proteine in Ganzzelllysaten nachzuweisen, wurden diese Proteingemische
zunichst elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend auf
eine Membran transferiert (Western Blotting), auf der dann die gesuchten Proteine mit

spezifischen Antikdrpern nachgewiesen wurden.

3.4.3.1. Einstellung der Proben auf identischen Gesamtproteingehalt

Der Proteinnachweis mittels Gelelektrophorese und Western Blotting ermdglichte nicht nur
eine qualitative, sondern auch eine semiquantitative Aussage hinsichtlich der zu
untersuchenden Proteine. Fiir einen semiquantitativen Vergleich verschiedener Proben war es
notwendig, gleiche Mengen an Gesamtprotein einzusetzen.

Die Proteinmenge wurde anhand des Proteinassays bestimmt. Von jeder Probe wurde eine
festgelegte Proteinmenge zwischen 6pug und 10pg fiir den Western Blot verwendet.

Jede Probe wurde mit dem Lysispuffer 2xLammli-Puffer auf ein Endvolumen von 10ul
aufgefiillt, so dass alle Proben die gleiche Menge an Protein bei identischem Volumen
enthielten. Zum Schluss wurde jeder Probe noch 2xLammli-Puffer hinzugefiigt, der mit
0,02% Bromphenolblau und 2,5% B-Mercaptoethanol versetzt wurde, und zwar in der Menge,

die einem Viertel des Endvolumens der Probe entsprach.
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3.4.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Prinzip: Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht. Dabei wandern die Proteine entlang einer angelegten Spannung durch ein
Polyacrylamidgel. Die Polyacrylamidmolekiile bilden entsprechend ihrem prozentualen
Anteil an der Gelsubstanz ein mehr oder weniger engmaschiges Netz, durch das kleine
Proteine aufgrund geringerer Reibungskraft schneller als grof3ere Proteine wandern kdénnen.
Durchfiihrung: Je nach Fragestellung wurde mit selbstgegossenen SDS-Polyacrylamid-Gelen
oder mit Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid-Fertiggelen gearbeitet. Die im Rahmen dieser
Arbeit selbstgegossenen Gele bestanden aus einem Trenngel mit einem Acrylamidgehalt von
8% und einem Sammelgel, dessen Acrylamidanteil bei 4,5% lag. Die Fertiggele waren
Gradientengele, deren Acrylamidgehalt abgestuft von 4-20% reichte, so dass ein breites
Spektrum unterschiedlich grofer Proteine aufgetrennt werden konnte.

Nachdem die Gele in die entsprechenden Gelkammern eingesetzt worden waren, wurden
diese mit Laufpuffer aufgefiillt. Die Geltaschen konnten nun mit den vorbereiteten Proben
und mit den Proteinmarkern, die ein Gemisch unterschiedlich schwerer Proteine bekannter
GroBe enthalten, beladen werden.

Durch Anlegen der Spannung begannen die durch die Aufarbeitung negativ geladenen
Proteine mit einer ihrem Molekulargewicht entsprechenden Geschwindigkeit durch das Gel in
Richtung der Anode zu wandern. Bei selbstgegossenen Gelen wurde das Netzgerit zundchst
auf 100 Volt eingestellt, solange sich die Lauffront im Sammelgel befand. Sobald die Proben
das Trenngel erreicht hatten, wurde die Spannung auf 150 Volt hochgeregelt. Gradientengele
wurden durchgehend bei 125 Volt belassen. Die Gelelektrophorese wurde gestoppt, als die
Lauffront aus dem Gel austrat.

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden anschliefend auf eine Membran transferiert, auf

der der Proteinnachweis mit Hilfe spezifischer Antikdrper durchgefiihrt wurde.

Pufferzusammensetzung

8%iges Trenngel 4,5%iges Sammelgel

7,25ml HyOpigest 3,0ml HyOpigest

4,0ml 30%iges Acrylamid 0,75ml 30%iges Acrylamid

3,75ml Trenngelpuffer 1,25ml Sammelgelpuffer

50ul 10%iges Ammoniumpersulfat 15ul 10%iges Ammoniumpersulfat
20ul TEMED 10ul TEMED
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Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
1,5M Tris Base 0,5M Tris Base
0,4% w/v SDS 0,4% w/v SDS
HoOpidest HoOpidest

pH 8,8 pH 6,8
Laufpuffer

25mM Tris Base

192mM Glycin

0,1% w/v SDS

HOpidest

3.4.3.3. Proteintransfer (Western Blotting)

Nach der Gelelektrophorese waren die Proteine entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt. Der
Transfer aus dem Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran erfolgte mittels des
Semidry-Blotverfahrens. Dabei wurden folgende Schichten in dieser Reihenfolge in einer
Blotkammer gestapelt:

1. sechs Whatman-Filterpapiere, getriankt in Blotting-Puffer 1
drei Whatman-Filterpapiere, getriankt in Blotting-Puffer 2
die Membran, je eine Minute gewaschen in 100%igem Methanol und H;Opjigest

das Gel

wok wD

sechs Whatman-Filterpapiere, getrdnkt in Blotting-Puffer 3

Die Filterpapiere und die Membran entsprachen in ihrer Grof8e dem Gel. Die Kathode befand
sich bei dieser Anordnung auf der Seite des Gels (oben), die Anode auf der Seite der
Membran (unten), so dass die nach wie vor negativ geladenen Proteine das Gel verlieSen und
auf die Membran transferiert wurden. Die Transferdauer betrug 45-60 Minuten. Die
Stromstidrke war abhidngig von der Grofle der Membran und errechnete sich nach folgender
Formel: Stromstédrke in mA = Lange in cm x Breite in cm x 1,25.

Schematisch ist die Anordnung in Abbildung 3.2. dargestellt.

I Kathode
xf_fr,_ff Filterpapicre

" Gel
Membran

Filterpapicre

Abb. 3.2. Proteintransfer: Schichtung in der Blotkammer
(Quelle: Arbeitsgruppe Immunologie, Tierdrztliche Hochschule Hannover)
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Pufferzusammensetzung

Blotting Puffer 1 Blotting Puffer 2 Blotting Puffer 3
300mM Tris Base 25mM Tris Base 25mM Tris Base
20% v/v Methanol 20% v/v Methanol 20% v/v Methanol
H>Opidest H>Opidest H>Opidest

0,5¢  6-Aminocapronsdure
pro 100ml Puffer vor Ge-
brauch frisch dazugeben

3.4.3.4. Proteinnachweis mittels spezifischer AntikOrper

Die Membran wurde nach dem Blotting in ein Schélchen {berfiihrt, das im folgenden
durchgehend auf einem Schiittler aufbewahrt wurde, so dass sich der Blot in den jeweiligen
Fliissigkeiten frei bewegen konnte und nicht austrocknete.

Direkt aus der Blotkammer kam die Membran zunichst fiir wenige Minuten in den
Waschpuffer TBS-Tween, ehe die freien Bindungsstellen mit 5%iger Magermilch in TBS-
Tween fiir 1-2 Stunden bei Raumtemperatur blockiert wurden.

Der spezifische Primérantikdrper wurde entsprechend den Herstellerangaben entweder in
5%iger Magermilch oder in 5%igem BSA in TBS-Tween verdiinnt. Nach kurzem Waschen
der Membran in TBS-Tween im Anschluss an die Blockierung erfolgte die Inkubation mit
dem Erstantikorper iiber Nacht bei 4°C, wobei der Blot auch in dieser Zeit auf einem
Schiittler konstant in Bewegung gehalten wurde.

Am folgenden Tag wurde die Membran nach drei zehnminiitigen Waschgédngen in TBS-
Tween mit dem entsprechenden Zweitantikérper eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Alle Zweitantikorper waren mit Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelt und wurden in
einer Verdiinnung von 1:2000 oder 1:4000 in 5%iger Magermilch eingesetzt.

Nach drei weiteren Waschgéngen in TBS-Tween wurde der Blot entwickelt.

Pufferzusammensetzung
Waschpuffer: TBS-Tween

20mM Tris Base
140mM Natriumchlorid
0,05% v/v Tween 20
H3Ovidest

pH 7,6
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Primédrantikorper fiir Western Blot Analysen

Antigen An‘wcin dun.g d es Sek‘ul.l.dar- Anwendung des Sekundirantikorpers
Primérantikorper antikorper
. 1 o 1
o-Tubulin }fég?quiisnmulilsﬁ’lcn anti-Maus 1:4000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
1:1000 in 5%
Caspase 3 Magermilch in TBS- anti-Kaninchen 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Tween i.N.4°C
1:1000 in 5%
Caspase 7 Magermilch in TBS- anti-Kaninchen 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Tween ii.N.4°C
. 1 o 1
Caspase 8 %ég?gvlvr;:nﬁu?\lsﬁg anti-Maus 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
1:1000 in 5%
Caspase 9 Magermilch in TBS- anti-Kaninchen 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Tween ii.N.4°C
1:1000 in 5%
cIAP-1 Magermilch in TBS- anti-Ziege 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Tween ii.N.4°C
. 1 0, ]
CIAP-2 13300 1n 5% Magermieh | anti-Kaninchen | 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
. 1 0, 1
Cleaved Caspase 3 3n2f530§?€vv/2x1g§n}3100h anti-Kaninchen 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
. 1 0, 1
Cleaved Caspase 9 llnszoslilgv\l/gxig;rT:gh anti-Kaninchen 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
1:2000 in 5%
Hsp 90 o/B Magermilch in TBS- anti-Kaninchen 1:4000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Tween i.N.4°C
- — -
LICAM 12300 1n 3% Magermeh | anti-Maus 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Phospho-p44/42 ) - co .
Map-Kinase %ég?gvlvr;:fu?\;sfog anti-Kaninchen 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
(Erk1/Erk2) o
1:1000 in 5%
XIAP Magermilch in TBS- anti-Ziege 1:2000 in 5% Magermilch in TBS 1h RT
Tween ii.N.4°C

3.4.3.5. Detektion mittels Chemolumineszenz

Das nach Herstellerangaben eingesetzte Substrat wurde durch die an den Zweitantikorper
gebundene Peroxidase umgesetzt. Das emittierte Licht wurde entweder mittels eines
Rontgenfilms oder direkt mit einer Digitalkamera (ChemiDoc-System Firma BioRad)
dargestellt, so dass die zu detektierenden Proteine in Form von Banden sichtbar wurden.

Mittels der Proteinmarker konnte die GroB3e der detektierten Proteine festgestellt werden.
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3.5. RNA-Techniken

3.5.1. RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung diente der Gewinnung von mRNA, die anschlieBend mittels des Enzyms
Reverse Transkriptase zu Einzelstrang-cDNA umgewandelt und fiir Realtime PCRs eingesetzt
wurde. Die Zellen wurden ausgesit und kultiviert wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben. Das
Medium in allen wells wurde nach 24 Stunden gewechselt. Nach weiteren 72 Stunden wurde
das Medium verworfen und der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen. Die Aufarbeitung
erfolgte mit einem RNA-Isolierungs-Kit nach den Angaben des Herstellers. Der mRNA-
Gehalt der Proben wurde im Anschluss photometrisch mit Hilfe eines Gene Quant Gerétes

bestimmt. Die gewonnene mRNA wurde bei -80°C aufbewabhrt.

3.5.2. Herstellung von cDNA

3.5.3.1. Prinzip der Methode

RNA-Abschnitte werden mit Hilfe des Enyzms Reverse Transkriptase, Oligo-DT-Primern
und Nukleotiden in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben. Mit der entstandenen cDNA werden

dann Realtime-PCRs durchgefiihrt.

3.5.3.2. Durchfiihrung

Pro Probe wurde das Volumen in Mikroliter eingesetzt, das einer mRNA-Menge von 2ug
entsprach. Dieses Volumen wurde mit Ribonuklease-freiem Wasser auf insgesamt 11,4ul
aufgefiillt und mit 2pl Oligo-DT-Primer (Endkonzentration 1pg/25ul) versehen. Die Probe
wurde kurz gemischt und zentrifugiert, ehe sie fiir 5 Minuten bei 70°C im Thermomixer
denaturiert wurde. Nach einer einminiitigen Kiihlung auf Eis wurden jedem Ansatz 11,6ul
Mastermix zugefiigt. Das Ganze wurde nochmals gemischt, zentrifugiert und anschlieend fiir

90 Minuten bei 37°C inkubiert. Die so hergestellte cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

Mastermix je Probe

Sul M-MLV-5x First Strand Buffer

1,25ul dATP (10mM)

1,25ul dCTP (10mM)

1,25ul dGTP (10mM)

1,25ul dTTP (10mM)

0,6l RNAsin RNase Inhibitor (40U/pl)

1,0ul M-MLV-Reverse Transkriptase (200U/ul)




34

3.6. DNA-Techniken

3.6.1. Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(Realtime Polymerase Chain Reaction = Realtime-PCR)

3.6.1.1. Prinzip der Methode

Die PCR ermdglicht eine selektive Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte.

Mit der Realtime-PCR kann eine relative und auch absolute Quantifizierung eines PCR-
Produktes erfolgen, indem die exponentielle Zunahme dieses Produktes bis zum Erreichen
seines Synthesemaximums verfolgt wird.

Das Messprinzip basiert auf einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, der sich in die
entstehende Doppelstrang-DNA einlagert. Diese Bindung verstirkt die emittierte Fluoreszenz
proportional zu der Zahl der vorhandenen Doppelstringe, so dass die Lichtemission zu jeder
Zeit einen Riickschluss auf die Menge der synthetisierten DNA und damit auch auf die Menge
der Ausgangskopien im PCR-Ansatz zulisst.

Zunichst ist nur die Basisfluoreszenz zu beobachten, die der Farbstoff auch ohne DNA-
Bindung abstrahlt. Mit steigender Anzahl der PCR-Zyklen nimmt die Fluoreszenz -wie auch
die Menge an DNA- exponentiell zu. Der Verlauf der PCR kann in Echtzeit verfolgt werden,
indem nach jedem PCR-Zyklus bis zum Erreichen des Maximums die Fluoreszenz gemessen
wird.

Der Fluoreszenzfarbstoff lagert sich allerdings in jede Art von Doppelstrang-DNA ein, so
dass nicht nur das spezifische PCR-Produkt, sondern zu einem Teil auch unspezifische DNA,
die die Probe verunreinigt, oder Primerdimere, die im Laufe der PCR entstehen, fiir die
Fluoreszenz verantwortlich sein kénnen. Daher schlieft man an das Ende der eigentlichen
PCR-Laufzeit noch eine Schmelzkurvenanalyse an. Dabei werden die DNA-Doppelstringe
durch die schrittweise Temperaturerhohung wieder voneinander getrennt, so dass die
Fluoreszenz zuriick geht. Verunreinigungen und Primerdimere, die kleiner sind als die
spezifischen PCR-Produkte, schmelzen eher, so dass sie anhand der Schmelzkurve von den

spezifischen Produkten zu unterscheiden sind.
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3.6.1.2. Relative Quantifizierung des PCR-Produktes
Die Quantifizierung der DNA-Menge beruht nicht auf der absoluten Menge des PCR-

Produktes, sondern auf dem Verlauf der PCR-Reaktion.
Zur Berechnung zieht man den Fluoreszenz-Schwellenwert (Threshold Cycle) heran. Dieser
Schwellenwert bezeichnet genau den PCR-Zyklus, in dem die gemessene Fluoreszenz die
Basisfluoreszenz signifikant iibersteigt. Zu diesem Zeitpunkt ist die DNA-Synthese nicht
durch nachlassende Enzymaktivitdt, Nukleotidmangel oder verbrauchte Primer limitiert und
verlauft exponentiell.
Ein Vergleich zweier Proben zu diesem Zeitpunkt erlaubt eine semiquantitative Aussage iiber
die Menge der Ausgangs-DNA. Bei der Probe, die mehr Zyklen bendtigt, um den
Schwellenwert zu erreichen, sind in dem betreffenden PCR-Ansatz weniger Ausgangskopien
enthalten. Um diese semiquantitative Aussage aufrecht erhalten zu konnen, muss allerdings
mit jeder Probe auch eine PCR auf ein “housekeeping” Gen, z.B. B-Aktin, durchgefiihrt
werden. Ein Vergleich der Cyclezahl bei Erreichen des Thresholds sollte hierbei keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Proben aufweisen.
Zur Auswertung wird folgende Formel herangezogen:
X = Y12 p21-22

y1 = Cyclezahl Referenzprobe gesuchtes Gen

y2 = Cyclezahl zu messende Probe gesuchtes Gen

z1 = Cyclezahl Referenz “housekeeping “ Gen (-Aktin)

z2 = Cyclezahl zu messende Probe “housekeeping “ Gen (B-Aktin)
Das Ergebnis x gibt den Faktor an, wieviel mehr (x>1) oder weniger (x<I) Ausgangskopien

von dem gesuchten DNA-Abschnitt in der zu messenden Probe vorhanden sind.

3.6.1.3. Durchfiihrung
Die PCR erfolgte in einer 96well PCR-Platte. Als Matrize diente cDNA, die zuvor aus mRNA

der mono- und cokultivierten Panc89-Zellen hergestellt wurde. Von allen Ansidtzen wurden
Doppelwerte angefertigt.

Es wurden 1,3ul cDNA je Probe vorgelegt und anschlieBend 8,7ul des jeweiligen
Primermixes hinzugegeben. Zum Schluss wurden mit einer Multipipette 10ul des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green hinzugefiigt, der als fertiges Reaktionsgemisch alle
essentiellen PCR-Reagenzien enthélt. Die Platte wurde mit einer selbstklebenden Folie
versiegelt und die PCR erfolgte unter Anwendung der MyiQ-Software in dem iCycler MyiQ
Single Color Real-Time PCR Detection System.
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Mastermix fiir Caspase-Primer je Probe Mastermix fiir B-Aktin-Primer je Probe
3,25ul Primer-Mix 0,50ul Vorwirtsprimer
5,45ul Ribonuklease-freies Wasser 0,50ul Riickwértsprimer

7,70ul Ribonuklease-freies Wasser

3.7. Enzvm-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

3.7.1. Prinzip der Methode
Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren. Er basiert auf einer spezifischen
Antigen-Antikorper Bindung, die durch eine enzymatische Farbreaktion sichtbar gemacht

wird.

3.7.2. Durchfiihrung
Mittels ELISA-Kit wurden in der vorliegenden Arbeit NF-xB in Kernextrakten

semiquantitativ und Zytokine in Zellkulturiiberstdnden quantitativ bestimmt.

3.7.2.1. NF-xB ELISA

Prinzip: Ist in den Proben NF-kB aktiviert, bindet dieses an die NF-kB-Konsensussequenz,
mit der die ELISA-Platten beschichtet sind. Das spezifische Epitop, das von dem
Primérantikorper erkannt wird, ist fiir diesen nur zugédngig, wenn NF-«B aktiviert und an
seine Ziel-DNA gebunden ist. Der HRP-gekoppelte Zweitantikdrper gewéhrleistet, dass die
erfolgte Bindung des Primérantikorpers an das aktivierte NF-kB durch eine enzymatische
Farbreaktion im Photometer sichtbar gemacht werden kann. Die gemessene optische Dichte
bei einer Wellenldnge von 450nm lésst eine semiquantitative Aussage liber die Menge des
aktivierten NF-kB zu.

Durchfiihrung: Zur Bestimmung von aktiviertem NF-kB (p65-Untereinheit) mit Hilfe des
spezifischen ELISAs wurden Kernextrakte hergestellt wie unter Punkt 3.4.1.1. beschrieben.
Nachdem deren Proteingehalt bestimmt worden war, wurde der ELISA gemdll den Angaben

des Herstellers durchgefiihrt.

3.7.2.2. IL1B-ELISA

Mit dem eingesetzten ELISA wurde das durch die mono- bzw. cokultivierten Tumorzellen
sezernierte humane ILIP im Zellkulturiiberstand nachgewiesen. Aufgrund der hohen

Spezifitit dieses ELISAs wurde murines IL1f nicht detektiert. Die Zellen wurden ausgesit
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und kultiviert wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben. Das Medium in allen wells wurde nach 24
Stunden gewechselt. Nach weiteren 72 Stunden wurde das Medium abpipettiert und in einem
15ml Réhrchen bei 1350 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
abgenommen und entweder sofort fiir den ELISA verwendet oder voriibergehend bei -20°C
eingefroren. Die Zellen wurden abtrypsiniert und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
gezéhlt. Die Menge an sezerniertem IL1J konnte damit auf eine definierte Zellzahl bezogen

werden. Der Assay wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.8. Tierexperimentelle Methoden

Weibliche SCID-Méuse (Stamm C.B-17/IcrHsd-scid) im Alter von 4-6 Wochen wurden von
Harlan Winkelmann bezogen und unter pathogenfreien Bedingungen im Tierhaus der
zentralen Tierhaltung des Universitédtsklinikums Schleswig-Holstein Campus Kiel gehalten.
Die Umgebungstemperatur betrug konstante 20°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 55%. Ein
Zeitschaltsystem gewdhrleistete einen Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 Stunden.

Je acht Tiere wurden in einem Standardkifig Typ 3 Makrolon gehalten, welcher mit Einstreu,
Plastikhduschen, Papprollen und Zellstoff ausgestaltet war. Fertigfutter und Wasser wurden
den Méusen ad libitum zur Verfligung gestellt. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde
regelméBig adspektorisch und durch Gewichtskontrollen tiberwacht.

Die in den tierexperimentellen Versuchen verwendeten Zellen wurden wie unter Punkt 3.2.1.
beschrieben in Kultur gehalten.

Nach einer einwochigen Eingew6hnungsphase wurden den Tieren subkutan in die rasierte
und desinfizierte linke Flanke entweder 5x10° Panc89-Zellen (Mono-Tumore) oder ein
Gemisch aus 5x10°> Panc89-Zellen mit 1,25x10° murinen Fibroblasten (Co-Tumore) injiziert.
Die Zellen waren in beiden Fillen in 100ul physiologischer Kochsalzlosung resuspendiert.
Die Inokulation fand unter einer Diethylether-Kurzzeitnarkose statt.

Das Wachstum der Tumore wurde regelméBig kontrolliert. Bei Erreichen einer durchschnitt-
lichen TumorgrdBe von 20 mm” wurden die Tiere innerhalb der Mono- bzw. Co-Gruppe
randomisiert und auf insgesamt 8 Gruppen aufgeteilt. Tiere der Gruppen 1-4 blieben unbe-
handelt. Die Miuse der Gruppen 1 und 2 wurden 13 Tage nach Tumorinokulation (= Ent-
nahmezeitpunkt 1), die der Gruppen 3 und 4 20 Tage nach Tumorinokulation (= Ent-
nahmezeitpunkt 2) mit CO, betdubt und durch Genickbruch getdtet. Die Primirtumore

wurden entnommen, vermessen, gewogen und in Fliissigstickstoff fiir immunhistologische
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Analysen schockgefroren. Die Maduse der Gruppen 5-8 wurden entweder mit dem
Zytostatikum Etoposid behandelt oder ihnen wurde ein entsprechendes Volumen 0,9%ige
Natriumchloridlosung injiziert. Das Etoposid wurde in einer Dosierung von 6,5ug/gkcw
intraperitoneal einmal tdglich iiber vier Tage verabreicht. Nach einer fiinftigigen Pause
erhielten die Tiere einen weiteren viertdgigen Behandlungszyklus. Die Mause der Gruppen 5-
8 wurden 5 Tage nach dem Ende des zweiten Behandlungszyklus (= Entnahmezeitpunkt 3)
mit CO, betdubt und durch Genickbruch getdtet. Die Primédrtumore wurden entnommen,
vermessen, gewogen und in Flissigstickstoff fiir immunhistologische Analysen

schockgefroren. Die Tabelle Nr. 3.1. zeigt eine Ubersicht der tierexperimentellen Versuche.

Tab. 3.1.: Ubersicht iiber die tierexperimentellen Versuche

Gruppennummer | Tumorzusammensetzung | Behandlung | Tumorentnahme

1 Mono-Tumore Kei 13 Tage nach Inokulation = Zeitpunkt 1
5x10° Panc89/Tier eine age nach Inokulation = Zeitpun
Co-Tumore

2 5x10° Panc89 + 1,25x10° keine 13 Tage nach Inokulation = Zeitpunkt 1
Fibroblasten/Tier

3 Mono-Tumore kein 20 Tage nach Inokulation = Zeitpunkt 2
5x10° Panc89/Tier eme £e nach nokutato pu
Co-Tumore

4 5x10° Panc89 + 1,25x10° keine 20 Tage nach Inokulation = Zeitpunkt 2
Fibroblasten/Tier

5 Mono-Tumore 0.9%NaCl 5 Tage nach Ende der Behandlung (~34.
5x10° Panc89/Tier 70 Tag nach Inokulation) = Zeitpunkt 3

6 Mono-Tumore Etoosid 5 Tage nach Ende der Behandlung (~34.
5x10° Panc89/Tier P Tag nach Inokulation) = Zeitpunkt 3
Co-Tumore

7 5x10° Panc89 + 1,25x10° | 0,9%NaCl %gaﬁzc‘rﬁoﬁﬂf&‘g Behandlung 34
Fibroblasten/Tier & P
Co-Tumore

8 5x10° Panc89 + 125x10° | Etoposid | >, 12&¢ nach Ende der Behandlung (~34.

) . Tag nach Inokulation) = Zeitpunkt 3

Fibroblasten/Tier

Die Tierversuchsgenehmigung wurde am 24. Mérz 2005 durch das Ministerium fiir Umwelt,

Naturschutz und Landwirtschaft des Landes Schleswig-Holstein erteilt.

3.9. Immunzytologie

Die Immunzytologie beruht auf der Bindung eines spezifischen Antikérpers an ein gesuchtes
Antigen in fixierten Zellen. Diese Bindung kann mit verschiedenen Detektionssystemen
sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurde die Methode verwendet, um den

myofibroblastischen Phénotyp von isolierten Pankreasfibroblasten nachzuweisen.
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3.9.1. Charakterisierung von murinen Pankreasfibroblasten mittels Immunzytologie
Bevor die frisch isolierten Fibroblasten in Versuchen verwendet worden sind, wurden sie auf
ihren myofibroblastischen Phidnotyp durch eine immunzytologische Farbung auf “a-Smooth
Muscle Actin“ (a-SMA), Vimentin und Desmin tiberpriift.

Dazu wurden runde Deckgldschen steril in eine Sixwell-Platte eingebracht und in jedes well
1x10° Fibroblasten in 2,0 ml Fibroblastenmedium ausgesit. Nach 24 Stunden Wachstum
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Im
Anschluss erfolgte die Fixierung der Zellen auf den Deckglédschen durch das zehnminiitige
Einwirken von 100% Methanol bei -20°C. Die Gldschen wurden nach einem erneuten
flinfminiitigen Waschgang mit PBS in eine Feuchtekammer gelegt und zur Blockierung fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur mit 4% BSA in PBS iiberschichtet. Nach einmaligem Waschen
mit PBS erfolgte die Inkubation mit den Erstantikdrpern bei 4°C iiber Nacht. Der Antikdrper
gegen a-SMA wurde in einer Verdiinnung von 1:500 und derjenige gegen Vimentin in einer
Verdiinnung von 1:400 jeweils in 4% BSA in PBS eingesetzt, wihrend der Antikorper gegen
Desmin eine Verdiinnung von 1:200 ebenfalls in 4% BSA in PBS erforderte.

Am folgenden Tag wurden die Glaschen zunichst dreimal je 5 Minuten in PBS gewaschen.
Auf das Priparat, mit dem a-SMA nachgewiesen werden sollte, wurde ein Tropfen EnVision
Konjugat anti-Maus-Peroxidase gegeben. Fiir die Vimentinfirbung wurde ein Biotin-
gekoppelter Esel-anti-Ziege Zweitantikorper verwendet, der 1:200 in PBS verdiinnt wurde.
Der Zweitantikorper fiir die Detektion von Desmin war ein Biotin-gekoppelter Ziege-anti-
Kaninchen Antikorper, der 1:200 in PBS verdiinnt wurde. Die Inkubationszeit mit allen
Zweitreagenzien betrug 45 Minuten bei Raumtemperatur, bevor erneut in PBS gewaschen
wurde. Gegen die Biotin-gekoppelten Zweitantikorper erfolgte im Anschluss eine 45miniitige
Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase, die 1:500 in PBS verdiinnt wurde. Nach dreimaligem
Waschen in PBS fiir je 5 Minuten wurde die Substratlosung fiir 5 bis 15 Minuten je nach
Farbeintensitdt aufgebracht. Es folgte ein zehnminiitiger Waschgang in Leitungswasser sowie
im Anschluss die Kernfiarbung mit einer 1:2 in Wasser verdiinnten Hdmalaunl6ésung, in die
die Préparate fiir 1 Minute getaucht wurden. Das Entfernen tberschiissiger Farbe aus dem
Zytoplasma und das Blduen der Zellkerne erfolgte anschlieBend fiir 15 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser. Die Deckglischen wurden zum Schluss mit Hilfe von

angewdrmter Glyceringelatine mit der Oberseite nach unten auf einem Objekttrager befestigt.
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3.10. Immunhistologie

Immunhistologische Nachweisverfahren beruhen auf einer spezifischen Antikorper-Antigen
Bindung in Gewebeschnitten, die durch verschiedene Detektionsmethoden sichtbar gemacht

werden kann.

3.10.1. Durchfiihrung

In Fliissigstickstoff schockgefrorene Tumore wurden mit Hilfe eines Kryomikrotoms als 6um
dicke Schnitte auf unbeschichtete Objekttrager gezogen und bei Raumtemperatur getrocknet.
Die Schnitte wurden anschlieend bei -20°C aufbewahrt oder sofort weiter bearbeitet.

Zur Fixierung wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in Aceton
gestellt, das zuvor mit 0,3% H,O, versetzt wurde. Erst nachdem die Schnitte anschlieend
getrocknet waren, wurden sie fiir 5 Minuten in PBS {iberfiihrt. Es folgte die Blockierung des
endogenen Biotins mittels eines Biotin-Blocking-Systems, das nach Herstellerangaben
angewendet wurde. Im Anschluss wurden die Pradparate dreimal je 5 Minuten in PBS
gewaschen. Im Fall der Caspase-Fiarbungen wurde stattdessen dreimal mit einer Losung aus
0,1% Triton in PBS und einmal 5 Minuten nur in PBS gewaschen. Zur Blockierung wurden
die Objekttrager dann in eine Feuchtekammer gelegt und bei Raumtemperatur entweder mit
4% BSA in PBS oder 4% NRS in PBS iiberschichtet. Nach einer einstiindigen Einwirkzeit
wurde die Blockierldsung entfernt und der verdiinnte Primérantikdrper (sieche Punkt 3.10.2.)
auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte entweder bei 4°C tiber Nacht oder fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur.

Danach wurden die Objekttrager zunichst dreimal je 5 Minuten in PBS bzw. dreimal je 5
Minuten in PBS-Triton und einmal 5 Minuten in PBS gewaschen. Die Wahl des nun
folgenden Detektionssystems richtete sich nach dem Erstantikdrper und kann unter Punkt
3.10.2. nachgelesen werden.

Die Substratlosung wurde fiir 5 bis 15 Minuten je nach Férbeintensitit aufgebracht.
AnschlieBend standen die Préparate fiir 10 Minuten in Leitungswasser. Es folgte eine
Kernfarbung mit einer 1:2 in Wasser verdiinnten Hamalaunlosung, in die die Priparate fiir 1
Minute getaucht wurden. Das Entfernen iiberschiissiger Farbe aus dem Zytoplasma und das
Blduen der Zellkerne erfolgte anschlieBend fiir 15 Minuten unter flieBendem Leitungswasser.
Die Priparate wurden mit Hilfe von angewdrmter Glyceringelatine und Deckgldschen

eingedeckt.
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3.10.2. Antikorper und Detektionssysteme

Anwendung .
" Detektions-
. . Anwendung des Sekundér- des
Antigen Blockierung o o o . . systeme und
Priméirantikorpers antikorper Sekundiranti- .
.. Reagenzien
korpers
4% BSA in | 1:100 in 1% BSA in Biotin-SP- 1:200in PBS | Streptavidin-
Caspase 3 PBS PBS ii.N. 4°C konjugiertes Esel 45min. RT Peroxidase, 1:500
U Anti-Ziege IgG ) in PBS 45min. RT
4%BSAin | 1:100in 1% BSA in | , Diotin-SP- 1:200in PBS | , Streptavidin-
Caspase 7 PBS PBS i N. 4°C konjugiertes Esel A5min. RT Peroxidase, 1:500
U Anti-Ziege IgG ) in PBS 45min. RT
EnVision anti-
Caspase 8 4% BSAin | 1:50in 1% BSA in ) ) Maus Anwendung
P PBS PBS ii.N. 4°C nach
Herstellerangaben
4%BSAin | 1:50in 1% BSA in Biotin-SP- 1:200in PBS |, Steptavidin-
Caspase 9 PBS PBS iiN. 4°C konjugiertes Esel 45min. RT Peroxidase, 1:500
u Anti-Ziege IgG ) in PBS 45min. RT
Cotokeratin | 4% BSAin | 1:500in 1% BSAin | | PrOXIdse 00 i pBs ]
Y PBS PBS 1h RT Jug 45min. RT
Anti-Maus 1gG
Desmin fir |- 40, 5o in | 1:200 in 4% BSA in Biotin-SP~ 1:200in PBS | Streptavidin-
Immun- PBS PBS i N. 4°C konjugiertes Ziege 45min. RT Peroxidase, 1:500
zytologie U Anti-Kaninchen IgG ) in PBS 45min. RT
EnVision anti-
Ki67 4% NRS in 1:250 in 1% NRS ) ) Maus Anwendung
PBS 1h RT nach
Herstellerangaben
TUNEL-Kit Anwendung nach Herstellerangaben
Vimentin fur |- g0/ 5o n i | 1:400 in 4% BSA in | | Diotin-SP- . Streptavidin-
Immun- PBS PBS i N4°C konjugiertes Esel 1:200 in PBS | Peroxidase, 1:500
zytologie ' Anti-Ziege IgG in PBS
Mullssc?::—)oAtilt_in EnVision anti-
fiir Immun- 4% BSA in | 1:500 in 4% BSA in ) ) Maus Anwendung
svtologic und PBS PBS {i.N. 4°C nach
}jhis t(%logie Herstellerangaben

3.10.3. Auswertung der immunhistologischen Schnitte

3.10.3.1. Pan-Cytokeratin und “a-Smooth Muscle Actin‘““ (0-SMA)

Zur Auswertung der Férbungen auf Pan-Cytokeratin und a-SMA wurde ein Index von 0

(keine gefarbten Zellen) bis 3 (sehr viele gefdrbte Zellen) Punkten verwendet. Die

Begutachtung der Schnitte erfolgte ,,blind*, d.h. ohne Kenntnis, um welchen Tumorschnitt es

sich handelte, um eine Voreingenommenheit auszuschlieen. Jeder Tumor wurde dreimal von

derselben Beobachterin betrachtet und erhielt als Punktzahl den Mittelwert der drei

Beurteilungen.
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3.10.3.2. TUNEL
Mit der TUNEL-Farbung (“Terminal Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End

Labeling ) konnen bei der Apoptose auftretende Einzelstrangbriiche in der genomischen
DNA nachgewiesen werden. Auf diesem Weg kann eine lichtmikroskopische Identifizierung
apoptotischer Zellen im Tumorgewebe erfolgen.

Die Tiere wurden zwei je viertdgigen Behandlungszyklen mit Etoposid bzw. 0,9%iger
Natriumchloridlésung unterzogen. Fiinf Tage nach Therapieende wurden die Primértumore
entnommen, vermessen und flir immunhistologische Analysen schockgefroren. Zur
Auswertung wurde der gesamte Schnitt eines Tumors bei 400facher VergrofBerung
durchmustert, dabei fiir jeden Ausschnitt die Anzahl der apoptotischen Zellen pro “High
Powered Field” (HPF) bestimmt und im Anschluss ein Mittelwert fiir den Tumor gebildet.
Die Begutachtung der Schnitte erfolgte ,blind“, d.h. ohne Kenntnis, um welchen

Tumorschnitt es sich handelte, um eine Voreingenommenheit auszuschlieBen.

3.10.3.3. Ki67
Zur Auswertung der Farbungen auf den Proliferationsmarker Ki67 wurden Tumoren des
letzten Entnahmezeitpunktes (fiinf Tage nach Ende der Behandlung) iiberpriift. Dabei wurde

ein Index von 0 bis 4 Punkten verwendet, in dem folgende Abstufungen galten:

Punkte | Prozent positive Bereiche
0 0

1 0-20

2 20-50

3 50-80

4 80-100

Die Begutachtung der Schnitte erfolgte ,blind“, d.h. ohne Kenntnis, um welchen
Tumorschnitt es sich handelte, um eine Voreingenommenheit auszuschlieBen. Jeder Tumor
wurde dreimal von derselben Beobachterin betrachtet und erhielt als Punktzahl den Mittelwert

der drei Beurteilungen.

3.10.3.4. Procaspasen

Die Procaspase-Expression wurde in den Tumoren des letzten Entnahmezeitpunktes aller drei
Versuche immunhistologisch untersucht. Die Begutachtung der Schnitte erfolgte ,,blind*, d.h.
ohne Kenntnis, um welchen Tumorschnitt es sich handelte, um eine Voreingenommenbheit
auszuschlieBen. Jeder Tumor wurde dreimal von derselben Beobachterin betrachtet und

erhielt als Punktzahl den Mittelwert der drei Beurteilungen.
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3.11. Statistik

Alle Berechnungen wurden mit dem doppelseitigen t-Test durchgefiihrt.

Es wurde das Statistikprogramm SISA verwendet: http://home.clara.net/sisa/
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4. Ergebnisse

4.1. Isolation und Expansion muriner Pankreasfibroblasten

Fiir die Co-Kulturexperimente in vitro und in vivo wurden als Stromakomponente murine
Pankreasfibroblasten verwendet. Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen aus den
Pankreata von weiblichen SCID-Méusen isoliert (siche Punkt 3.1.). Die beschriebene Art der
Aufarbeitung und die genannten Kulturbedingungen ermoglichten eine hoch selektive
Expansion von Pankreasfibroblasten. Eine ausreichende Migration von Fibroblasten aus
Pankreasgewebestiickchen war nach etwa drei Wochen erreicht (sieche Abbildung Nr. 4.1.), so
dass die Fibroblasten nach Ablosen von den Zellkulturschalen in Zellkulturflaschen iiberfiihrt

werden konnten.

Abb. Nr. 4.1.: Expansion muriner Pankreasfibroblasten ca. drei Wochen nach der Isolation
aus Mauspankreata, 100fache Vergrofferung
Rechts unten ist ein Pankreasgewebestiick zu sehen, aus dem die Fibroblasten auswachsen.
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4.2. Charakterisierung der isolierten Pankreasfibroblasten mittels

immunzytologischer Firbung

Vor der weiteren Verwendung der gewonnenen Fibroblasten wurde der myofibroblastische
Phénotyp der Zellen durch immunzytologische Farbungen auf die Expression von “a-Smooth
Muscle Actin* (a-SMA), Desmin und Vimentin iiberpriift. Die isolierten Fibroblasten zeigten

sich fiir die drei genannten Marker positiv, wie auf den Abbildungen 4.2. bis 4.4. zu sehen ist.

Die Isotypenkontrolle zeigte keine Farbung [Daten nicht gezeigt].

Abb. 4.2.:Immunzytologische Fdrbung von Abb. 4.3.:Immunzytologische Fdrbung von

Fibroblasten auf a-SMA Fibroblasten auf Desmin

400fache Vergrofierung 400fache Vergroferung

Die isolierten Zellen sind fiir den Marker a-  Die isolierten Zellen sind fiir den Marker
SMA positiv. Desmin positiv.

Abb. 4.4.: Immunhistologische Fédrbung von Fibroblasten gegen Vimentin,
400fache Vergrofierung
Die isolierten Zellen sind fiir den Marker Vimentin positiv.
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4.3. Versuche in vitro: Vergleich von cokultivierten und monokultivierten Panc89-

Zellen

4.3.1. Apoptosemessung mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Die Bestimmung der Apoptoserate mono- und cokultivierter Panc89-Zellen nach Etoposid-
behandlung wurde mittels einer Annexin V-FITC-/PI-Farbung mit anschlieBender
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie im Verlauf mehrerer Wochen gemessen. Die Zellen
blieben unbehandelt oder wurden fiir 24 Stunden mit 20ug/ml Etoposid stimuliert, ehe die
weitere Aufarbeitung wie unter Punkt 3.3.2. beschrieben erfolgte.

Die Daten wurden mit Hilfe der Flomax Software ausgewertet. Eine reprisentative
durchflusszytometrische Messung von mono- und cokultivierten Panc89-Zellen im Original-
ausdruck ist als Beispiel in der Abbildung 4.5. dargestellt. Zellen, die sich im Prozess der
Apoptose befinden, externalisieren Phosphatidylserin. An dieses bindet das Annexin V-FITC,
so dass apoptotische Zellen durch diesen Farbstoff markiert werden. In der frithapoptotischen
Phase (Quadrant Q4) besteht noch eine intakte Zellmembran, so dass eine zusétzliche
Féarbung mit dem interkalierenden Farbstoff PI nicht stattfinden kann. Im spétapoptotischen
Stadium (Quadrant Q2) ist die Integritdt der Membran nicht mehr gegeben, so dass die Zelle
nun sowohl durch Annexin V-FITC als auch durch PI markiert wird. Nekrotische Zellen
werden nur durch PI geférbt (Quadrant Q1).

In die Auswertung jeder Messung (4.5.A bis 4.5.D) wurden jeweils die Quadranten Q4 und
Q2 einbezogen, die zusammen den Anteil der apoptotischen Zellen reprédsentieren. Die
Differenz zwischen dem Anteil der apoptotischen Zellen in der mit Etoposid behandelten
Probe und dem in der unbehandelten Probe ergab die induzierte spezifische Apoptose:
(Q4EiotQ2E1)-(Q4pt Q24) = spezifische Apoptose. Wie in diesem Beispiel zu sehen,
unterschieden sich mono- und cokultivierte Panc89-Zellen vor der Etoposidbehandlung kaum
voneinander (siche Abbildungen 4.5.A und 4.5.C). Jedoch betrug die spezifische Apoptose in
diesem Beispiel nach Etoposidbehandlung bei den monokultivierten Panc89-Zellen 49,42%,

wiahrend es bei den cokultivierten Panc89-Zellen nur 2,80% waren.
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Fiir die Gesamtauswertung wurden die Messungen von flinf unabhingigen mehrwochigen
Versuchsdurchgéngen sowie deren Mittelwerte fiir monokultivierte (= Mono), cokultivierte (=
Co) und zunéchst co- dann wieder monokultivierte (= MaC) Panc89-Zellen vergleichend in
der Abbildung 4.6. dargestellt. Die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen sind zudem
in Tabelle 4.1. gesondert aufgefiihrt.

Die Bewertung der einzelnen Versuche (siche Abbildung 4.6.) ergab, dass mit Ausnahme der
jeweils zweiten Woche des dritten und fiinften Durchganges in allen Messungen die
Apoptoserate nach Etoposidbehandlung in der Co-Kultur geringer als in der Mono-Kultur
war. Im Mittel der fliinf unabhingigen mehrwochigen Versuchsdurchginge war die
Apoptoseinduktion durch Etoposid in cokultivierten Panc89-Zellen in jeder Woche geringer
als in monokultivierten Panc89-Zellen. Dieser Unterschied war bis auf die Wochen zwei und
fiinf statistisch signifikant (p<0,05).

Die Apoptoserate der cokultivierten Panc89-Zellen nach Etoposidbehandlung betrug im
Mittel der Wochen nur etwa ein Drittel der Apoptoserate der monokultivierten Zellen.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass durch die Co-Kultur mit murinen
Pankreasfibroblasten die Resistenz von Panc89-Zellen gegeniiber einer Zytostatika-
behandlung mit Etoposid signifikant erhoht wird.

Weiterhin sollte die Fihigkeit der Panc89-Zellen untersucht werden, einen resistenten
Phéinotyp nach Ende der Co-Kultur beizubehalten. Dazu wurden jede Woche Tumorzellen aus
der Co-Kultur entnommen und wieder ohne Fibroblasten monokultiviert. Auf diese Weise
entstanden jede Woche die ,,Mono-aus-Co-Zellen* (MaC-Zellen), die von mindestens einer
Woche an aufwirts unterschiedlich lange cokultiviert wurden, bevor sie wieder ohne
Fibroblasten fiir eine Woche monokultiviert worden sind. MaC-Zellen z.B. der Woche zwei
waren somit eine Woche in Co-Kultur und im Anschluss wieder eine Woche in Mono-Kultur,
solche der vierten Woche drei Wochen in Co-Kultur und eine Woche in Monokultur. Der
Vergleich der Apoptoserate zwischen Mono- und MaC-Zellen zeigte, dass nach einer
anfanglichen Co-Kultivierung von mindestens zwei Wochen der resistente Phanotyp {iiber
zumindest eine zu-sitzliche Woche in der erneuten Mono-Kultur tendenziell gehalten werden
konnte, wenn er auch im Gegensatz zur Co-Kultur nicht statistisch signifikant war. In einigen
Versuchen blieb zudem der resistente Phianotyp auch nach zwei Wochen erneuter Mono-
Kultur erhalten [Daten nicht gezeigt].

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die in der Co-Kultur gewonnenen Eigenschaften
beziiglich der Resistenz gegeniiber einer Zytostatikabehandlung mit Etoposid fiir mindestens

eine Woche tiber die Co-Kultur hinaus in Panc89-Zellen tendenziell erhalten bleiben.
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Abb. 4.5.A: Panc89 Mono unbehandelt Abb. 4.5.B: Panc89 Mono nach
Behandlung mit 20ug/ml Etoposid

fiir 24 h
1000 S 1000
Q1 7.67% |5rovp 02: 8.34% 01:21.21% 02: 16.50%
1004 5 100] g
N 10 N 104
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N 04: 9.86% ] 01: 1.47%
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Q3: vital - - 7413 Q3: vital - - 57,9
Q4: frithapoptotisch + |- 9,86 Q4: frithapoptotisch + |- 4,41
Q2: spétapoptotisch + |+ | 834 Q2: spétapoptotisch + |+ | 16,59
Q1: nekrotisch - + | 7,67 Q1: nekrotisch - + | 21,21
Abb. 4.5.C: Panc89 Co unbehandelt Abb. 4.5.D: Panc89 Co nach
Behandlung mit 20ug/ml Etoposid
fiir 24 h

Abb. 4.5.: Beispiel von vier Messungen der Apoptoserate mittels Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie und Auswertung mittels Flomax-Software

Die FL1-Achse stellt die griine Fluoreszenz des Annexin V-FITC dar, die FL2-Achse die rote
Fluoreszenz des PI. Mit Hilfe der dargestellten vier Quadranten wird der Anteil an vitalen,
frith- und spétapoptotischen sowie nekrotischen Zellen jeweils vor und nach der Etoposid-
behandlung von mono- und cokultivierten Panc89-Zellen bestimmt.
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Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung
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Abb. 4.6.: Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung (20ug/ml fiir 24h):
Vergleich von Panc89-Zellen Mono (blau), Co (rot) und MaC (griin) im Verlauf mehrerer
Wochen

Dargestellt sind fiinf unabhdngige mehrwochige Versuchsdurchginge durch verschiedene
Symbole sowie deren Mittelwerte als farbige Balken.

Die Co-Kultur mit murinen Pankreasfibroblasten fiihrt in Panc89-Zellen zu einer erniedrigten
spezifischen Apoptoserate nach einer Zytostatikabehandlung mit Etoposid.

Tab. 4.1.: Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung (20ug/ml fiir 24h):
Mittelwerte und  Standardabweichungen aus fiinf unabhdngigen mehrwochigen
Versuchsdurchgdngen von Panc89-Zellen Mono, Co und MaC

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-bzw. MaC-Zellen und dem
Mittelwert der Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,05.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co- bzw. MaC-Zellen und dem
Mittelwert der Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche | 8. Woche | 9.Woche
Panc89 Mono | 24,04 20,64 34,97 28,74 33,29 29,30 38,83
Panc89 Co 6,98 * 15,58 * 13,75 * 11,49 * 14,04 * 4,59 * 14,37 *
Panc89 MaC — 30,837 | 24.84" |23,08" |21,59" |1852% |3572°
Standard-

abweichung 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche | 8. Woche | 9.Woche
Panc89 Mono | 14,11 14,91 10,46 13,09 19,03 9,73 9,10
Panc89 Co 6,07 5,66 15,17 6,00 8,97 2,67 2,21

Panc89 MaC — 7,94 10,82 19,39 11,34 10,44 7,71
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4.3.2. NF-kB Status

Da bereits gezeigt werden konnte, dass eine erhhte NF-kB Basalaktivitit zur Chemoresistenz
in Pankreaskarzinomzellen beitragen kann [Arlt et al. 2001] und dass der Transkriptionsfaktor
NF-xB in 67-90% der Pankreaskarzinome konstitutiv aktiviert ist [Muerkoster et al. 2005;
Wang et al. 1999], sollte mit Hilfe eines NF-kB ELISAs geklart werden, ob Tumor-Stroma-
Interaktionen zur Induktion der NF-xB Basalaktivitit beitragen und sich somit der NF-xB
Status der cokultivierten Panc89-Zellen von dem der monokultivierten Panc89-Zellen
unterscheidet.

Zur Bestimmung von aktiviertem NF-xB mit Hilfe eines spezifischen ELISAs wurden
Kernextrakte hergestellt wie unter Punkt 3.4.1.1. beschrieben. Nachdem deren Proteingehalt
bestimmt wurde, ist der ELISA geméll den Angaben des Herstellers durchgefiihrt worden. Die
gemessene optische Dichte bei einer Wellenldnge von 450nm lie eine semiquantitative
Aussage iiber die Menge des aktivierten NF-kB in der untersuchten Probe zu.

In der Abbildung 4.7. sind die Mittelwerte aus fiinf unabhidngigen mehrwdochigen
Versuchsdurchgéngen dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind zudem
gesondert in der Tabelle 4.2. aufgefiihrt.

Die Basalaktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB war in den cokultivierten Panc89-Zellen
gegeniiber den monokultivierten Panc89-Zellen mit Ausnahme der fiinften Woche moderat
erhoht; jedoch waren die vorhandenen Unterschiede statistisch nicht signifikant. Die Level an
aktiviertem NF-xB lagen in den MaC-Zellen mit Ausnahme der neunten Woche unter denen
der Mono-Zellen.

Diese Daten zeigen, dass Tumor-Stroma-Interaktionen {iber einen langen Zeitraum zu einer
méfBigen aber nicht signifikanten Induktion der NF-kB Basalaktivitit in Panc89-Zellen

beitragen.
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Abb. 4.7.. NF-kB Basalaktivitit dargestellt als optische Dichte bei 450nm: Mittelwerte aus
fiinf unabhdngigen mehrwochigen Versuchsdurchgdngen: Vergleich von Panc89-Zellen

Mono, Co und MaC

In cokultivierten Panc89-Zellen ist eine moderate aber statistisch nicht signifikante Induktion

der NF-kB Basalaktivitit zu beobachten.

Tab. 4.2.: NF-«kB Basalaktivitit dargestellt als optische Dichte bei 450nm: Mittelwerte und
Standardabweichungen aus fiinf unabhdngigen mehrwochigen Versuchsdurchgdingen:
Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co und MaC
# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co- bzw. MaC-Zellen und dem
Mittelwert der Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4.Woche | 5.Woche | 8. Woche | 9.Woche
Panc89 Mono | 0,49 0,53 0,73 0,69 0,54 0,37 0,45
Panc89 Co 0,56 " 0,64 " 091" 0,78 % 0,547 0,46 " 0,56 "
Panc89 MaC — 0,387 0,70 * 0,587 045" 026" 0,50 "
Standard-

abweichung 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche | 8. Woche | 9.Woche
Panc89 Mono | 0,13 0,35 0,54 0,53 0,36 0,21 0,28
Panc89 Co 0,23 0,44 0,47 0,67 0,24 0,32 0,39
Panc89 MaC — 0,20 0,45 0,38 0,25 0,13 0,31
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4.3.3. IL1B-Sekretion

IL1B kann in einem autokrinen Regelkreis NF-xB Aktivitit induzieren und dariiber zu
Chemoresistenz in Pankreaskarzinomzellen flihren [Arlt et al. 2002]. In einem einwdchigen
Co-Kulturmodell konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von Pankreaskarzinomzellen
mit Stromazellen zu einer Induktion eines autokrinen ILI1B-Regelkreises fiihrt, der eine
Erhohung der NF-kB Basalaktivitdt einschliet und in einem chemoresistenten Phinotyp
resultiert [Muerkoster et al. 2004].

Die IL1B-Sekretion von cokultivierten Panc89-Zellen im Vergleich zu monokultivierten
Panc89-Zellen sollte in dieser Arbeit im Verlauf mehrerer Wochen mittels eines IL1(3-
ELISAs untersucht werden. In der Abbildung 4.8. sind die Mittelwerte der IL1B-Sekretion in
pg/10° Zellen aus vier (Wochen 1 und 2) bzw. zwei (Wochen 3, 5 und 6) unabhingigen
mehrwochigen Versuchsdurchgéngen dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen
sind zudem gesondert in der Tabelle 4.3. aufgefiihrt.

In der ersten Woche der mehrwdchigen Kultur wurden von den monokultivierten Panc89-
Zellen 0,159 pg IL1p pro 10° Zellen und von den cokultivierten Panc89-Zellen 0,243 pg IL1pB
pro 10° Zellen sezerniert. In der ersten Woche wurde somit in den cokultivierten Panc89-
Zellen eine erhohte Menge des Zytokins IL1B sezerniert. Der Unterschied war jedoch
statistisch nicht signifikant. In den folgenden Wochen sank die IL1B-Sekretion der
cokultivierten Tumorzellen unter das Niveau der monokultivierten Tumorzellen. Die
Sekretion von IL1B der MaC-Zellen war durchweg niedriger als die der monokultivierten
Panc89-Zellen.

Murines -von den Fibroblasten sezerniertes- IL13 konnte in einem fiir murines IL1P spezi-
fischen ELISA nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Aus diesen Daten kann geschlossen werden, dass eine leicht erhohte Sekretion von IL1J
durch die cokultivierten Panc89-Zellen, die allerdings statistisch nicht signifikant ist, nur in

der ersten Woche der Co-Kultur besteht.



53

IL1B-Sekretion
0,250
0,200
=
2
3 0,150
wy
=)
& 0,100
0,050
0,000
1.Woche 2.Woche 3.Woche 5.Woche 6.Woche
‘ H Mono O Co DMaC‘

Abb. 4.8.: IL1B-Sekretion dargestellt in pg/10° Zellen: Mittelwerte aus vier (Wochen 1 und 2)
bzw. zwei (Wochen 3, 5 und 6) unabhdingigen mehrwéchigen Versuchsdurchgdngen:
Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co und MaC

Die Sekretion von IL1 ist in cokultivierten Panc89-Zellen in der ersten Woche der Co-Kultur
tendenziell erhoht.

Tab. 4.3.: IL1B-Sekretion dargestellt in pg/10° Zellen: Mittelwerte und Standardabweichungen
aus vier (Wochen 1 und 2) bzw. zwei (Wochen 3, 5 und 6) unabhdngigen mehrwochigen
Versuchsdurchgdngen: Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co und MaC

# = Die Erhohung des Mittelwertes der Panc89 Co-Zellen gegeniiber des Mittelwertes der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 5.Woche | 6. Woche
Panc89 Mono | 0,159 0,126 0,140 0,039 0,060
Panc89 Co 0,243% | 0,105 0,089 0,022 0,012
Panc89 MaC — 0,051 0,064 0,001 0,002
Standard- 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 5.Woche | 6.Woche
abweichung

Panc89 Mono | 0,098 0,069 0,056 0,003 0,023
Panc89 Co 0,073 0,064 0,122 0,010 0,017
Panc89 MaC — 0,010 0,034 0,001 0,000

Der Mechanismus der friihen Resistenz iiber NF-kB und IL1J kann die iber mehrere Wochen
zu beobachtende erniedrigte Apoptoserate in cokultivierten Panc89-Zellen alleine nicht
erkldren, da die Sekretion von IL1fB durch die cokultivierten Panc89-Zellen bereits ab der
zweiten Woche unter dem Niveau der monokultivierten Panc89-Zellen lag. Der iber Wochen
aufrecht erhaltenen Apoptoseresistenz muss demnach ein anderer Mechanismus zugrunde
liegen. Der Schwerpunkt der Experimente zur Aufkldrung des gesuchten Mechanismus wurde

auf die Caspasen gelegt, da diese Enzyme wichtige Schaltstellen der Apoptose darstellen.
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4.3.4. Procaspase-Expression und Caspase-Aktivierung

Apoptotische Signalwege miinden in der Aktivierung von Caspasen. Da sie zentrale Enzyme

der Apoptose sind, unterliegen ihre Expression und Aktivierung einer genauen Regulation.

4.3.4.1. Procaspase-Expression auf Proteinebene

Die Expressionslevel der Proenzyme der Initiator-Caspasen 8 und 9 sowie der Effektor-
Caspasen 3 und 7 wurden mittels Western Blot Analyse untersucht. In den Abbildungen 4.9.A
bis 4.9.D sind die Wochen 1-4 und 9 eines reprisentativen Versuchsdurchganges dargestellt,
von denen insgesamt fiinf durchgefiihrt wurden. Die Detektion von HSP90 diente als
Ladekontrolle.

Nach der ersten Woche der Co-Kultur zeigten sich zwischen mono- und cokultivierten
Panc89-Zellen noch keine Unterschiede hinsichtlich der Expression der Procaspasen. Erst
nach einer mindestens zweiwdchigen Co-Kultur lagen die Expressionslevel der Initiator-
Caspasen 8 und 9 sowie der Effektor-Caspasen 3 und 7 in cokultivierten Panc89-Zellen unter
dem Level der monokultivierten Panc89-Zellen. Die Abnahme der Expression der Initiator-
Caspasen 8 und 9 war zudem mit der Dauer der Co-Kultur progredient. In den Panc89 MaC-
Zellen war in der liberwiegenden Zahl der Fille gegeniiber den Mono-Zellen ebenfalls eine
verminderte Expression der Procaspasen auf Proteinebene zu sehen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Panc89-Zellen nach einer mindestens zweiwdchigen Co-Kultur

durch die Prasenz der Pankreasfibroblasten weniger Procaspase 8, 9, 3 und 7 exprimieren.

Procaspase 8
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Abb. 4.9.A: Western Blot zur Detektion von Procaspase 8: Vergleich von Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC im Verlauf mehrerer Wochen

Die Expression der Procaspase 8 ist auf Proteinebene in cokultivierten Panc89-Zellen ab der
zweiten Woche der Co-Kultur vermindert.
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Abb. 4.9.B: Western Blot zur Detektion von Procaspase 9: Vergleich von Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC im Verlauf mehrerer Wochen

Die Expression der Procaspase 9 ist auf Proteinebene in cokultivierten Panc89-Zellen ab der
zweiten Woche der Co-Kultur vermindert.
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Abb. 4.9.C: Western Blot zur Detektion von Procaspase 3: Vergleich von Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC im Verlauf mehrerer Wochen

Die Expression der Procaspase 3 ist auf Proteinebene in cokultivierten Panc89-Zellen ab der
zweiten Woche der Co-Kultur vermindert.
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Abb. 4.9.D: Western Blot zur Detektion von Procaspase 7: Vergleich von Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC im Verlauf mehrerer Wochen

Die Expression der Procaspase 7 ist auf Proteinebene in cokultivierten Panc89-Zellen ab der
zweiten Woche der Co-Kultur vermindert.
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4.3.4.2. Caspase-Aktivierung

Der Anteil der aktivierten Caspase nach Apoptoseinduktion mit Etoposid wurde fiir die
Caspasen 8, 9, 3 und 7 mittels Western Blot Analyse untersucht. Die Zellen wurden entweder
unbehandelt belassen oder 24 Stunden vor der Aufarbeitung mit 20pg/ml Etoposid stimuliert.
Die Abbildungen 4.10.A bis 4.10.C zeigen jeweils ein reprdsentatives Ergebnis. Die aktivierte
Form der Caspase 7 konnte vermutlich aufgrund einer mangelnden Sensitivitit des
Antikorpers nicht dargestellt werden. Es wurden insgesamt flinf Versuchsdurchginge
ausgewertet. Die Detektion von Tubulin diente als Ladekontrolle.

Die Western Blots wurden zudem densitometrisch ausgewertet, damit beurteilt werden
konnte, ob sichtbare Unterschiede allein auf die verminderte Basalexpression der Procaspasen
zuriickzufilhren waren oder ob von der erniedrigten Menge an Procaspasen in den
cokultivierten Zellen auch anteilig weniger aktiviert wurde. Dazu wurde die aktivierte
Caspase in ein Verhéltnis zur Procaspase (unbehandelte Probe) gesetzt, so dass die
verminderte Basalexpression bei der Bewertung keine Rolle spielte. Die densitometrische
Auswertung der Western Blots zur Detektion von aktivierten Caspasen nach
Etoposidbehandlung wird in Tabelle 4.4. als prozentualer Anteil der aktivierten Caspasen 8, 9
und 3 im Verhiltnis zur jeweiligen Procaspase gezeigt.

Nach Apoptoseinduktion mit Etoposid wurden die Caspasen 8 und 9 in Panc89 Co- und MaC-
Zellen und die Caspase 3 in den Panc89-Co-Zellen weniger aktiviert als in monokultivierten
Panc89-Zellen. Sichtbar ist dieses an den schwicheren Banden der aktivierten Caspase in
Ganzzelllysaten von Panc89 Co- und MaC-Zellen gegeniiber denen der aktivierten Caspase in
Ganzzelllysaten von Panc89 Mono-Zellen (sieche Abbildungen 4.10.A bis 4.10.C). Die
densitometrische Auswertung zeigte, dass ein Unterschied besonders bei der Caspase 9
vorhanden war (sieche Tabelle 4.4.). Jedoch war dieser Unterschied weder bei der Caspase 9
noch bei den Caspase 8 und 3 statistisch signifikant. Das geringere Mal3 an Caspase-
Aktivierung stellt daher vermutlich bei der Ausbildung von Chemoresistenz im Co-
Kulturmodell einen untergeordneten Mechanismus dar, der am ehesten noch bei der Caspase

9 eine Rolle zu spielen scheint.
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Abb. 4.10.A: Western Blot zur Detektion von aktivierter Caspase 8: Vergleich von Panc89-
Zellen Mono, Co und MaC nach Behandlung mit Etoposid (20ug/ml fiir 24h), Beispiel aus der
vierten Woche einer Co-Kultur

Die Aktivierung der Procaspase 8 ist auf Proteinebene in Panc89 Co und MaC-Zellen im
Vergleich zu Mono-Zellen nicht signifikant vermindert.

Caspase 9

Procaspase 9 (47 kDa)‘- — — — — ‘

Aktivierte Caspase 9 (37 kDa)‘ — ‘

Tubulin (55 kDa)‘ T W T e S — ‘

Mono Mono Co Co MaC MaC
+Eto +Eto +Eto

Abb. 4.10.B: Western Blot zur Detektion von aktivierter Caspase 9: Vergleich von Panc89-
Zellen Mono, Co und MaC nach Behandlung mit Etoposid (20ug/ml fiir 24h), Beispiel aus der
achten Woche einer Co-Kultur

Die Aktivierung der Procaspase 9 ist auf Proteinebene in Panc89 Co und MaC-Zellen im
Vergleich zu Mono-Zellen nicht signifikant vermindert.

Caspase 3
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Abb. 4.10.C: Western Blot zur Detektion von aktivierter Caspase 3: Vergleich von Panc89-
Zellen Mono, Co und MaC nach Behandlung mit Etoposid (20ug/ml fiir 24h), Beispiel aus der
vierten Woche einer Co-Kultur

Die Aktivierung der Procaspase 3 ist auf Proteinebene in Panc89 Co und MaC-Zellen im
Vergleich zu Mono-Zellen nicht signifikant vermindert.
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Tab. 4.4.. Densitometrische Auswertung der Western Blots zur Detektion von aktivierten
Caspasen nach Etoposidbehandlung (20ug/ml fiir 24h): prozentualer Anteil der aktivierten
Caspasen 8, 9 und 3 im Verhdltnis zur jeweiligen Procaspase, Vergleich von Panc89 Mono-,
Co- und MaC-Zellen

Die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Panc89-Mono-Zellen zu den Mittelwerten
der Panc89-Co- und der Panc89-MaC-Zellen ist fiir keine Caspase statistisch signifikant.

Aktivierte Caspase 8 Aktivierte Caspase 9 Aktivierte Caspase 3
in Prozent (n=14 Blots) | in Prozent (n=11 Blots) | in Prozent (n=6 Blots)
Mono Co MaC | Mono Co MaC | Mono | Co | MaC

Mittelwert 24,00 | 20,29 | 13,09 | 34,45 | 17,36 | 14,78 | 6,67 | 4,33 | 7,00
Standardabweichung | 12,66 | 12,69 | 11,32 | 30,47 | 19,60 | 13,00 | 2,66 | 1,63 | 7,53

4.3.4.3. Expression der Caspase-Inhibitoren cIAP1, cIAP2 und XIAP

Sowohl die Aktivierung als auch die enzymatische Aktivitit der Caspasen 3, 7 und 9 kénnen
durch die Mitglieder der IAP-Familie cIAP1, cIAP2 und XIAP gehemmt werden. Zusétzlich
konnen Caspasen durch Mitglieder der IAP-Familie ubiquitiniert und dem proteasomalen
Abbau zugefiihrt werden [Friedman and Xue 2004; Riedl and Shi 2004].

Zur Uberpriifung, ob diese endogenen Caspase-Inhibitoren in die verringerte Expression und
Aktivierung der Procaspasen in cokultivierten Panc89-Zellen involviert sind, wurden die
Expressionslevel der genannten Proteine der IAP-Familie mittels Western Blot Analyse
untersucht. Die Abbildungen 4.12.A bis 4.12.C zeigen verschiedene Wochen eines
repriasentativen Versuchsdurchganges, von denen insgesamt fiinf durchgefiihrt wurden. Die
Detektion von HSP90 oder Tubulin diente als Ladekontrolle.

Die Co-Kultur mit murinen Pankreasfibroblasten hatte keinen Einfluss auf die Expression von
cIAP1 und XIAP in Panc89-Zellen. Die Expression von cIAP2 wurde durch die Co-Kultur in
den untersuchten Wochen sogar verringert. Somit ist festzustellen, dass die genannten
Mitglieder der IAP-Familie fiir die erniedrigte Expression der Procaspasen sowie fiir die
geringgradig verminderte Aktivierung der Caspasen offenbar keine mafigebliche Rolle

spielen.
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Abb. 4.12.A: Western Blot zur Detektion von cIAPI1: Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co
und MaC
Der endogene Caspase-Inhibitor cIAP1wird durch die Co-Kultur nicht beeinflusst.
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Abb. 4.12.B: Western Blot zur Detektion von clIAP2: Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co
und MaC
Der endogene Caspase-Inhibitor cIAP2 wird durch die Co-Kultur erniedrigt.
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Abb. 4.12.C: Western Blot zur Detektion von XIAP: Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co
und MaC
Der endogene Caspase-Inhibitor XIAP wird durch die Co-Kultur nicht beeinflusst.
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4.3.4.4. Expression der Procaspasen 8. 9. 3 und 7 nach Behandlung der Zellen mit dem

Proteasominhibitors MG132

Caspasen werden wie viele andere regulative Proteine durch den proteasomalen Abbau
gesteuert [Friedman and Xue 2004]. Eine mogliche Erklarung fiir die verringerte Menge
verschiedener Procaspasen in den Panc89 Co- und MaC-Zellen kann daher in einem
vermehrten Abbau der Caspasen durch das Proteasom liegen. Zur Uberpriifung dieser
Annahme wurden die Zellen entweder unbehandelt belassen oder sechs Stunden vor der
Aufarbeitung mit dem Proteasominhibitor MG132 in einer Endkonzentration von 5,25uM
behandelt. Die Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 wurde mittels Western Blot Analyse
untersucht. In den Abbildungen 4.11.A bis 4.11.D ist jeweils eine reprdsentative Woche eines
Versuchsdurchganges dargestellt, von denen insgesamt fiinf durchgefiihrt wurden. Die
Detektion von Tubulin diente als Ladekontrolle.

Durch die Hemmung des proteasomalen Abbaus mittels MG132 konnte bei keiner der
untersuchten Caspasen das erniedrigte Niveau der Panc89 Co- und MaC-Zellen auf das der
monokultivierten Panc89-Zellen angehoben werden.

Der proteasomale Abbau scheint daher in diesem System nicht fiir die verringerte Menge an

Procaspasen in Panc89 Co- und MaC-Zellen verantwortlich zu sein.

Procaspase 8
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Abb. 4.11.A: Western Blot zur Detektion von Procaspase 8: Vergleich von unbehandelten und
mit dem Proteasominhibitor MG132 (5,25uM) behandelten Panc89-Zellen Mono, Co und
MaC, Beispiel aus der vierten Woche einer Co-Kultur

Die in der Co-Kultur erniedrigten Level der Procaspase 8 werden durch den Proteasom-
inhibitor MG 132 nicht aufgehoben.
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Abb. 4.11.B: Western Blot zur Detektion von Procaspase 9: Vergleich von unbehandelten und
mit dem Proteasominhibitor MG132 (5,25uM) behandelten Panc89-Zellen Mono, Co und
MaC, Beispiel aus der vierten Woche einer Co-Kultur

Die in der Co-Kultur erniedrigten Level der Procaspase 9 werden durch den Proteasom-
inhibitor MG132 nicht aufgehoben.
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Abb. 4.11.C: Western Blot zur Detektion von Procaspase 3: Vergleich von unbehandelten und
mit dem Proteasominhibitor MGI132 (5,25uM) behandelten Panc89-Zellen Mono, Co und
MaC, Beispiel aus der vierten Woche einer Co-Kultur

Die in der Co-Kultur erniedrigten Level der Procaspase 3 werden durch den Proteasom-
inhibitor MG132 nicht aufgehoben.
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Procaspase 7 (35 kDa)‘ e Gy | S W | — ‘

HSP90(90kDa)‘ —— gEny PNy Gy S — ‘

Mono Mono Co Co MaC  MaC
+MG132 +MG132 +MG132

Abb. 4.11.D: Western Blot zur Detektion von Procaspase 7. Vergleich von unbehandelten und
mit dem Proteasominhibitor MGI132 (5,25uM) behandelten Panc89-Zellen Mono, Co und
MaC, Beispiel aus der vierten Woche einer Co-Kultur

Die in der Co-Kultur erniedrigten Level der Procaspase 7 werden durch den Proteasom-
inhibitor MG 132 nicht aufgehoben.
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4.3.5. Procaspase-Expression auf RNA-Ebene

Die verringerten Expressionslevel der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 scheinen nicht durch die
endogenen Caspase-Inhibitoren der IAP-Familie bzw. eine erhohte proteasomale Degradation
bedingt zu sein. Da die Ursache der verminderten Procaspase-Level in cokultivierten Panc89-
Zellen daher vermutlich nicht auf Proteinebene liegt, wurde die Caspase-Expression auch auf
transkriptioneller Ebene untersucht. Dazu wurde die Caspase-Expression auf mRNA-Ebene
mittels Reverser Transkription und anschlieBender Realtime-PCR iiberpriift. Die Menge an
mRNA in den cokultivierten Panc89-Zellen wurde ins Verhiltnis zur mRNA-Menge der
monokultivierten Panc89-Zellen gesetzt, die als 1 festgelegt wurde. Zuvor sind beide
MessgroBlen auf B-Aktin als ein “housekeeping “ Gen normalisiert worden. Folgende Formel
fand dabei Anwendung: x = ¥tz

y1 = Cyclezahl Referenzprobe gesuchtes Gen

y2 = Cyclezahl zu messende Probe gesuchtes Gen

z1 = Cyclezahl Referenz “housekeeping “ Gen (B-Aktin)

z2 = Cyclezahl zu messende Probe “housekeeping “ Gen (B-Aktin)
Das Ergebnis x gibt den Faktor an, wieviel mehr (x>1) oder weniger (x<1) Ausgangskopien
von dem gesuchten DNA-Abschnitt in der zu messenden Probe vorhanden sind, um wieviel
sich also die mRNA-Menge in den cokultivierten Zellen von der mRNA-Menge der
monokultivierten Zellen unterscheidet. Die Proben stammten aus mindestens zwei
unabhingigen Versuchsdurchgingen und wurden zweimal jeweils in Doppelwerten
gemessen. Gezeigt sind in den Abbildungen 4.13.A bis 4.13.D die Mittelwerte des Faktors x
fiir die Caspasen 8, 9, 3 und 7 aus den Wochen 1 bis 5. In den Tabellen 4.5.A bis 4.5.D sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen zudem gesondert aufgefiihrt.
Die Menge an mRNA fiir die Caspasen 8, 9, 3 und 7 war in cokultivierten Panc89-Zellen im
Verhiltnis zu monokultivierten Panc89-Zellen reduziert. Dabei schien die mRNA-Menge in
der Co-Kultur im Verlauf der Wochen abzunehmen.
Festzuhalten ist, dass bereits ab der ersten Woche in Co-Kultur mit murinen
Pankreasfibroblasten in Panc89-Zellen erniedrigte mRNA-Level an Procaspase 8, 9, 3 und 7
zu beobachten sind, so dass angenommen werden kann, dass die nachfolgend verringerte
Expression der Procaspasen auf Proteinebene durch einer verminderte Transkription der

betreffenden Gene bedingt wird.
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Abb. 4.13.A: Procaspase 8: Verhdltnis der mRNA-Mengen in mono- und cokultivierten
Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

Die Proben stammten aus mindestens zwei unabhdngigen Versuchsdurchgdngen und wurden
zweimal jeweils in Doppelwerten gemessen. Die Menge an mRNA in den cokultivierten
Panc89-Zellen wurde ins Verhdltnis zur mRNA-Menge der monokultivierten Panc89-Zellen
gesetzt, die als 1 festgelegt wurde. Zuvor sind beide Messgrofien auf p-Aktin als ein
“housekeeping *“ Gen normalisiert worden.

Die Expression der Procaspase 8 auf mRNA-Ebene ist in cokultivierten Panc89-Zellen
gegeniiber monokultivierten Panc89-Zellen ab der dritten Woche statistisch signifikant
vermindert.

Tab. 4.5.A: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Procaspase 8: Verhdltnis der mRNA-
Mengen in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,04.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
Panc89 Mono 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Panc89 Co 0,72 " 0,56 " 0,32 * 0,31 * 0,38 *
Standgrd— 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
abweichung

Panc89 Mono — — — — —
Panc89 Co 0,19 0,31 0,25 0,19 0,23
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Abb. 4.13.B: Procaspase 9: Verhdltnis der mRNA-Mengen in mono- und cokultivierten
Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

Die Proben stammten aus mindestens zwei unabhdngigen Versuchsdurchgdngen und wurden
zweimal jeweils in Doppelwerten gemessen. Die Menge an mRNA in den cokultivierten
Panc89-Zellen wurde ins Verhdltnis zur mRNA-Menge der monokultivierten Panc89-Zellen
gesetzt, die als 1 festgelegt wurde. Zuvor sind beide Messgrofien auf p-Aktin als ein
“housekeeping *“ Gen normalisiert worden.

Die Expression der Procaspase 9 auf mRNA-Ebene ist in cokultivierten Panc89-Zellen
gegeniiber monokultivierten Panc89-Zellen in der zweiten, vierten und fiinften Woche
statistisch signifikant vermindert.

Tab. 4.5.B: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Procaspase 9: Verhdltnis der mRNA-
Mengen in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,04.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
Panc89 Mono 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Panc89 Co 0,69 " 0,75 * 0,68 " 0,47 * 0,48 *
Standgrd— 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
abweichung

Panc89 Mono — — — — —
Panc89 Co 0,37 0,01 0,28 0,01 0,28
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Abb. 4.13.C: Procaspase 3: Verhdltnis der mRNA-Mengen in mono- und cokultivierten
Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

Die Proben stammten aus mindestens zwei unabhdngigen Versuchsdurchgdngen und wurden
zweimal jeweils in Doppelwerten gemessen. Die Menge an mRNA in den cokultivierten
Panc89-Zellen wurde ins Verhdltnis zur mRNA-Menge der monokultivierten Panc89-Zellen
gesetzt, die als 1 festgelegt wurde. Zuvor sind beide Messgrofien auf p-Aktin als ein
“housekeeping *“ Gen normalisiert worden.

Die Expression der Procaspase 3 auf mRNA-Ebene ist in cokultivierten Panc89-Zellen
gegeniiber monokultivierten Panc89-Zellen ab der dritten Woche statistisch signifikant
vermindert.

Tab. 4.5.C: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Procaspase 3: Verhdltnis der mRNA-
Mengen in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,04.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
Panc89 Mono 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Panc89 Co 036" 0,687 0,59 * 0,26 * 0,37 *
Standgrd— 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
abweichung

Panc89 Mono — — — — —
Panc89 Co 0,11 0,45 0,08 0,16 0,17
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Abb. 4.13.D: Procaspase 7: Verhdltnis der mRNA-Mengen in mono- und cokultivierten
Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

Die Proben stammten aus mindestens zwei unabhdngigen Versuchsdurchgdngen und wurden
zweimal jeweils in Doppelwerten gemessen. Die Menge an mRNA in den cokultivierten
Panc89-Zellen wurde ins Verhdltnis zur mRNA-Menge der monokultivierten Panc89-Zellen
gesetzt, die als 1 festgelegt wurde. Zuvor sind beide Messgrofien auf p-Aktin als ein
“housekeeping *“ Gen normalisiert worden.

Die Expression der Procaspase 7 auf mRNA-Ebene ist in cokultivierten Panc89-Zellen
gegeniiber monokultivierten Panc89-Zellen in der fiinften Woche statistisch signifikant
vermindert.

Tab. 4.5.D: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Procaspase 7. Verhdltnis der mRNA-
Mengen in mono- und cokultivierten Panc89-Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Wochen

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,04.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
Panc89 Mono 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Panc89 Co 0,72 " 0,50 * 0,71 " 0,38 " 0,34 *
Standgrd— 1.Woche | 2.Woche | 3.Woche | 4. Woche | 5.Woche
abweichung

Panc89 Mono — — — — —
Panc89 Co 0,12 0,06 0,36 0,26 0,12
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4.3.6. Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 auf Proteinebene nach Behandlung der

Zellen mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin

Epigenetische Regulationsmechanismen haben Einfluss auf die Expression eines Gens, ohne
dessen DNA-Sequenz zu verdndern. Ein moglicher Mechanismus ist die DNA-
Hypermethylierung von Promotorregionen, durch die die Transkription des betreffenden
Genabschnitts unterbunden wird, so dass das Genprodukt nicht hergestellt werden kann
(sogenanntes “gene silencing“). Durch den Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors 5-
Azacytidin sollte eine eventuelle Beteiligung von DNA-Hypermethylierung an der
verminderten Caspase-Expression geklédrt werden. Der Einfluss einer Behandlung der Panc89-
Zellen mit 1uM 5-Azacytidin (je 24h nach dem Aussden und 1h vor Etoposidbehandlung) auf
die Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 wurde mittels Western Blot Analyse untersucht.
Die Abbildungen 4.14.A bis 4.14.D zeigen jeweils eine reprasentative Woche eines
mehrwochigen Versuchsdurchganges, von denen insgesamt fiinf durchgefiihrt wurden. Die
Detektion von HSP90 diente als Ladekontrolle. Durch die Behandlung der Panc89-Zellen mit
dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin konnte das in den cokultivierten Zellen
erniedrigte Expressionsniveau der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 wieder angehoben werden. In
den MaC-Zellen konnte dieser Effekt nur teilweise beobachtet werden. Auf die Expression
der Procaspasen in den monokultivierten Panc89-Zellen hatte die Behandlung mit 5-
Azacytidin keinen Einfluss. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine DNA-
Methylierung von Caspase-Genen selbst oder von Caspase-regulierenden Genen an der

Herunterregulation der Procaspase-Expression in der Co-Kultur beteiligt ist.

Procaspase 8

Procaspase 8 (57 kDa)‘ Sk - | e ‘

HSP90 (90 kDa)‘ S | ———— \

Mono Mono Co Co MaC MaC
+5-Aza +5-Aza +5-Aza

Abb. 4.14.A: Western Blot zur Detektion von Procaspase 8: Vergleich von unbehandelten und
mit zweimal je 1uM DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin behandelten Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC, Beispiel aus der fiinften Woche einer Co-Kultur

Die Expression der Procaspase 8 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.
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Procaspase 9
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Abb. 4.14.B: Western Blot zur Detektion von Procaspase 9: Vergleich von unbehandelten und
mit zweimal je luM DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin behandelten Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC, Beispiel aus der vierten Woche einer Co-Kultur

Die Expression der Procaspase 9 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.

Procaspase 3
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Abb. 4.14.C: Western Blot zur Detektion von Procaspase 3: Vergleich von unbehandelten und
mit zweimal je luM DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin behandelten Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC Beispiel aus der fiinften Woche einer Co-Kultur

Die Expression der Procaspase 3 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.

Procaspase 7
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Abb. 4.14.D: Western Blot zur Detektion von Procaspase 7. Vergleich von unbehandelten und
mit zweimal je 1uM DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin behandelten Panc89-Zellen
Mono, Co und MaC, Beispiel aus der vierten Woche einer Co-Kultur

Die Expression der Procaspase 7 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.
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4.3.7. Apoptosemessung mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie nach Behandlung

der Zellen mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin

Der Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors 5-Azacytidin (1uM je 24h nach dem Aussden
und 1h vor Etoposidbehandlung) vermochte die erniedrigten Procaspase-Level in
cokultivierten Panc89-Zellen zu steigern. Um zu iiberpriifen, ob 5-Azacytidin neben dieser
Steigerung auch zu einer Sensitivierung gegeniiber Zytostatika-induzierter Apoptose fiihrt,
wurde der Einfluss des DNA-Methylierungsinhibitors auf die Apoptoserate der Panc89-Zellen
nach Etoposidbehandlung mittels einer Annexin V-FITC-/PI-Fiarbung mit anschlieBender
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie untersucht. Die Daten wurden mit Hilfe der Flomax
Software ausgewertet.

Die Mittelwerte von sechs unabhingigen Versuchen fiir Panc89-Zellen Mono und Co sind in
Abbildung 4.15. vergleichend dargestellt. Die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen
sind zudem in Tab. 4.6. gesondert aufgefiihrt.

Die Apoptoserate nach Induktion mit Etoposid konnte durch die Vorbehandlung mit 5-Aza-
cytidin in den cokultivierten Panc89-Zellen signifikant gesteigert werden, wihrend bei den
monokultivierten Panc89-Zellen kein sensitivierender Effekt von 5-Azacytidin gegeniiber
Etoposid-induzierter Apoptose beobachtet werden konnte. Die MaC-Zellen wiesen nur eine
geringfiigige Sensitivierbarkeit durch die Behandlung mit 5-Azacytidin auf. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Befunden der Western Blot Analysen iiberein, in denen sich zeigte, dass die
Behandlung mit 5-Azacytidin die erniedrigte Expression von Procaspasen in cokultivierten
Panc89-Zellen anzuheben vermochte, wihrend in monokultivierten Zellen dagegen kein und
in MaC-Zellen nur ein sehr geringer Effekt zu sehen war.

Diese Durchflusszytometrie-Daten zeigen, dass infolge der Co-Kultur resistent gewordene
Panc89-Zellen durch den Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors 5-Azacytidin fiir eine
Zytostatikabehandlung mit Etoposid wieder sensitiviert werden konnen. Dieses Ergebnis legt
die Vermutung nahe, dass nicht nur die Expression der Procaspasen, sondern damit auch das
Chemoresistenzverhalten in cokultivierten Panc89-Zellen durch DNA-Methylierung von

Caspase-Genen selbst oder von Caspase-regulierenden Genen beeinflusst wird.
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Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposid-Behandlung:
Panc89 Mono, Co, MaC unbehandelt und mit 5-Azacytidin vorbehandelt
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Abb. 4.15.: Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung: Mittelwerte aus sechs
unabhdngigen Versuchen aus verschiedenen Wochen der Co-Kultur-Durchgdnge, Vergleich
von Panc89-Zellen Mono, Co und MaC jeweils unbehandelt und mit dem DNA-
Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin vorbehandelt (1uM je 24h nach dem Aussden und 1h vor
Etoposidbehandlung)

Die Behandlung mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin sensitiviert cokultivierte
Panc89-Zellen gegeniiber Etoposid-induzierter Apoptose, monokultivierte Panc89-Zellen
dagegen nicht.

Tab. 4.6.: Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung: Mittelwerte und
Standardabweichungen aus sechs unabhdngigen Versuchen aus verschiedenen Wochen der
Co-Kultur-Durchgdnge, Vergleich von Panc89-Zellen Mono und Co jeweils unbehandelt und
mit 5-Azacytidin vorbehandelt (je IuM 24h nach dem Aussien und 1h vor
Etoposidbehandlung)

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,02.

+ = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der unbehandelten Panc89 Co-Zellen und dem
Mittelwert der mit 5-Azacytidin vorbehandelten Panc89 Co-Zellen ist statistisch signifikant
mit p <0,02.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der unbehandelten Panc89 MaC-Zellen und
dem Mittelwert der mit 5-Azacytidin vorbehandelten Panc89 MaC-Zellen ist statistisch nicht
signifikant.

Mittelwert Standard-
abweichung
Mono 47,11 10,71
Mono+5-Azacytidin | 46,16 4,87
Co 30,78 * 7,73
Co+5-Azacytidin 44317 8,64
MaC 34,68 8,15
MaC+5-Azacytidin | 39,08 422
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4.3.8. Aktivierung der MAP-Kinasen “Extracellular Signal-regulated Kinase 1/2*
(Erk1/Erk2)

Die Kinasen Erkl und Erk2, auch p44- bzw. p42-MAP-Kinase genannt, sind Mitglieder der
“Mitogen Activated Protein Kinase (MAP-Kinase) Familie, die beide in derselben
Proteinkinase-Kaskade wirken. Der Erkl/Erk2-Signalweg reguliert zumeist tiiber die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (z.B. AP-1) viele zellphysiologische Prozesse und hat
dadurch Einfluss auf das zellulire Uberleben, die Zellproliferation und die Zelldif-
ferenzierung. Weiterhin ist bekannt, dass der Erkl/Erk2-MAP-Kinase-Signalweg die DNA-
Hypermethylierung in Epithelzellen beeinflussen kann [Deng et al. 2003; Lu et al. 2005;
Pruitt et al. 2005]. Um zu iiberpriifen, ob Erk1/Erk2 auch in dem Co-Kultursystem Einfluss
auf das zellulidre Uberleben ausiibt oder an der vermuteten DNA-Hypermethylierung beteiligt
ist, wurde die Expression der phosphorylierten MAP-Kinasen Erk1/Erk2 mittels Western Blot
Analyse untersucht. In der Abbildung 4.16. sind verschiedene Wochen eines reprdsentativen
mehrwochigen Versuchsdurchganges zu sehen. Es wurden insgesamt fiinf mehrwdchige
Versuchsdurchgénge durchgefiihrt. Die Detektion von HSP90 diente als Ladekontrolle.

In den cokultivierten Panc89-Zellen konnte ab der ersten Woche der Co-Kultur gegeniiber
den monokultivierten Panc89-Zellen vermehrt phosphoryliertes Erk1/Erk2 detektiert werden.
Dahingegen war hinsichtlich der Erk1/Erk2-Phosphorylierung kein Unterschied zwischen
Panc89 MaC-Zellen und Panc89 Mono-Zellen zu erkennen. Aus den Western Blot Analysen
lasst sich schlussfolgern, dass die Co-Kultur mit murinen Pankreasfibroblasten in Panc89-
Zellen eine erhohte Expression von phosphoryliertem Erk1/Erk2 bewirkt, diese jedoch nicht
iber das Ende der Co-Kultur hinaus erhalten bleibt.

1.Woche 4.Woche 5.Woche 7.Woche 9.Woche

phospho- -
Erkl/Erk?| oot G o @l = 5 il = o Gl oo S S =
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Mono Co Mono Co MaC Mono Co MaC Mono Co MaC Mono Co MaC

Abb. 4.16.: Western Blot zur Detektion von phosphorylierten MAP-Kinasen Erkl/Erk2:
Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co und MaC
Die Menge an phosphoryliertem Erk1/Erk2 ist in cokultivierten Panc89-Zellen erhoht.
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Durch den Einsatz des MAP-Kinase-Kinase-Inhibitors PD98059 (50uM 1h vor
Etoposidbehandlung) kann die Menge an phosphoryliertem Erk1/Erk2 reduziert werden. Zur
Kontrolle der Wirksamkeit des Inhibitors wurde ein Western Blot angefertigt, wodurch die
Wirksamkeit des Inhibitors PD98059 in Mono- wie auch Co-Zellen gezeigt werden konnte
(siehe Abbildung 4.17). Auf die Untersuchung der Panc89 MaC-Zellen wurde verzichtet, da
diese keine vermehrte Erk1/Erk2-Phosphorylierung zeigten (siche Abbildung 4.16.).

8.Woche 9.Woche

phospho-Erk1/Erk?2 (44/42 kDa) — R | —— A

HSP90 (90 kDa) —— s | D GENES GENED S

Mono Co Mono Mono Co Co
+PD +PD

Abb. 4.17.. Western Blot zur Detektion von phosphorylierten MAP-Kinasen Erkl/Erk2:
Vergleich von Panc89-Zellen Mono und Co vor und nach Behandlung mit dem MAP-Kinase-
Kinase-Inhibitor PD98059 (50uM 1h vor Etoposidbehandlung)

Durch den Einsatz des MAP-Kinase-Kinase-Inhibitors PD98059 kann die Menge an
phosphoryliertem Erk1/Erk2 reduziert werden.

4.3.9. Apoptosemessung mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie nach Behandlung

der Zellen mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059

Zur Klérung der Frage, ob die MAP-Kinasen Erk1/Erk2 Einfluss auf die Etoposid-induzierte
Apoptoserate der cokultivierten Panc89-Zellen haben, wurden die Zellen mit dem MAP-
Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 vorbehandelt (50uM 1h vor Etoposidbehandlung). Der
Einfluss dieser Vorbehandlung wurde mittels einer Annexin V-FITC-/PI-Firbung in einem
Fluoreszenz-Durchflusszytometer gemessen. Die Daten wurden mit Hilfe der Flomax
Software ausgewertet.

Die Mittelwerte von sechs unabhdngigen Versuchen fiir mono- und cokultivierte Panc89-
Zellen sind in Abb. 4.18. vergleichend dargestellt. Die Mittelwerte sowie die Standardab-
weichungen sind zudem in Tab. 4.7. gesondert aufgefiihrt. Auf die Untersuchung der Panc89
MaC-Zellen wurde verzichtet, da diese keine vermehrte Erk1/Erk2-Phosphorylierung zeigten.
Die Behandlung der Panc89-Zellen mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 lie3 die

Apoptoserate nach Induktion mit Etoposid in den cokultivierten Zellen deutlich ansteigen,
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wiéhrend sie in den monokultivierten Zellen sogar leicht fiel. Die Ergebnisse der Durchfluss-
zytometrie zeigen, dass mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 die cokultivierten
Panc89-Zellen fiir eine Zytostatikabehandlung mit Etoposid sensitiviert werden konnten, auch
wenn mit dieser Behandlung die hohe Sensitivitit gegeniiber Zytostatika, die die
monokultivierten Panc89-Zellen zeigten, nicht ganz erreicht werden konnte. Es ist daher zu
vermuten, dass der Erkl/Erk2-MAP-Kinase-Signalweg eine Rolle bei der Auspriagung der

Apoptoseresistenz in cokultivierten Panc89-Zellen spielt.

Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposid-Behandlung:
Panc89 Mono und Co unbehandelt und mit PD98059 vorbehandelt
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Abb. 4.18.: Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung: Mittelwerte aus sechs
unabhdngigen Versuchen aus verschiedenen Wochen der Co-Kultur-Durchgdnge, Vergleich
von Panc89-Zellen Mono und Co jeweils unbehandelt und mit PD98059 vorbehandelt (50uM
1h vor Etoposidbehandlung)

Die Behandlung mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 sensitiviert cokultivierte
Panc89-Zellen gegeniiber Etoposid-induzierter Apoptose, monokultivierte Panc89-Zellen
dagegen nicht.

Tab. 4.7.: Spezifische Apoptose in Prozent nach Etoposidbehandlung: Mittelwerte und
Standardabweichungen aus sechs unabhdngigen Versuchen aus verschiedenen Wochen der
Co-Kultur-Durchgdnge, Vergleich von Panc89-Zellen Mono und Co jeweils unbehandelt und
mit PD98059 vorbehandelt (50uM 1h vor Etoposidbehandlung)

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Co-Zellen und dem Mittelwert der
Panc89 Mono-Zellen ist statistisch signifikant mit p<0,02.

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der unbehandelten Panc89 Co-Zellen und dem
Mittelwert der mit PD98059 vorbehandelten Panc89 Co-Zellen ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert Stand.ard-
abweichung
Mono 35,54 10,63
Mono+PD98059 | 33,89 10,44
Co 17,88 * 10,27
Co+PD98059 27,83 7% 11,58
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4.3.10. Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 auf Proteinebene nach Behandlung der

Zellen mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059

Nachdem gezeigt werden konnte, dass durch den Einsatz des MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor
PD98059 die cokultivierten Panc89-Zellen fiir eine Zytostatikabehandlung mit Etoposid
sensitiviert werden konnten, wurde auch der Einfluss einer Vorbehandlung der Panc89-Zellen
mit 50uM MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 auf die Expression der Procaspasen 8§, 9, 3
und 7 untersucht. Dazu wurden Western Blots angefertigt, von denen in den Abbildungen
4.19.A bis 4.19.D jeweils eine repriasentative Woche eines Versuchsdurchganges dargestellt
ist. Die Detektion von HSP90 diente als Ladekontrolle.

Die Behandlung mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 hatte in monokultivierten
Panc89-Zellen keinen Effekt auf die Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7, wohingegen
durch den Einsatz von PD98059 die verminderte Expression der Procaspase 8, 9, 3 und 7 in
den cokultivierten Panc89-Zellen wieder erhoht werden konnte.

Es ldsst sich daher schlussfolgern, dass der Erkl/Erk2-MAP-Kinase-Signalweg in die

Herunterregulation der Procaspasen in diesem Co-Kultursystem involviert ist.

Procaspase 8

Procaspase 8 (57 kDa) ‘ [ —p— J—
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Abb. 4.19.A: Western Blot zur Detektion von Procaspase 8: Vergleich von unbehandelten und
mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 behandelten Panc89-Zellen Mono und Co,
(PD98059: 50uM 1h vor Etoposidbehandlung)

Die Expression der Procaspase 8 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.
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Procaspase 9
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Abb. 4.19.B: Western Blot zur Detektion von Procaspase 9: Vergleich von unbehandelten und
mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 behandelten Panc89-Zellen Mono und Co,
(PD98059: 50uM 1h vor Etoposidbehandlung)

Die Expression der Procaspase 9 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.

Procaspase 3
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Abb. 4.19.C: Western Blot zur Detektion von Procaspase 3: Vergleich von unbehandelten und
mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 behandelten Panc89-Zellen Mono und Co,
(PD98059: 50uM 1h vor Etoposidbehandlung)

Die Expression der Procaspase 3 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.

Procaspase 7
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Abb. 4.19.D.: Western Blot zur Detektion von Procaspase 7: Vergleich von unbehandelten
und mit dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 behandelten Panc89-Zellen Mono und
Co, (PD98059: 50uM 1h vor Etoposidbehandlung)

Die Expression der Procaspase 7 steigt in cokultivierten Panc89-Zellen nach Behandlung mit
dem MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 an, in monokultivierten Zellen dagegen nicht.



76

4.3.11. Expression des Adhisionsmolekiils L1CAM

Das Adhésionsmolekiil LICAM (Synonym CDI171) wurde in einer Reihe von Tumoren
epithelialen Ursprungs nachgewiesen. Diese Expression wurde mit der Eigenschaft von
LICAM, Zellmigration zu induzieren und Apoptose zu inhibieren, in Verbindung gebracht.
Beziiglich der Apoptoseinhibition sind besonders die Aktivierung des Erkl/Erk2-MAP-
Kinase-Signalweges sowie die Aktivierung von PKB/Akt beschrieben, verbunden mit einer
Inhibition der Caspase 9 Aktivierung [Loers et al. 2005]. Da in den cokultivierten Panc89-
Zellen bereits eine erhohte Aktivierung von Erkl/Erk2 (siche Punkt 4.3.8) sowie eine
verminderte Aktivierung besonders der Caspase 9 (siche Punkt 4.3.4.2.) beobachtet werden
konnte, sollte iiberpriift werden, ob auch L1CAM in den cokultivierten Zellen vermehrt
exprimiert wird. Dazu wurde die Expression von LICAM mittels Western Blot Analyse
untersucht. Die Abbildung 4.20. zeigt verschiedene Wochen eines repréisentativen
mehrwochigen Versuchsdurchganges, von denen insgesamt fiinf durchgefiihrt wurden. Die
Detektion von HSP90 diente als Ladekontrolle.

Die Expression des Adhdsionsmolekiils LICAM wurde in Panc89-Zellen durch die Co-Kultur
mit murinen Pankreasfibroblasten stark gesteigert. Dieser Effekt konnte ab der zweiten
Woche der Co-Kultur beobachtet werden und war ebenfalls in den MaC-Zellen zu sehen.

Die Western Blot Analysen zeigen, dass die Co-Kultivierung mit murinen
Pankreasfibroblasten die Expression des Adhdsionsmolekiils L1ICAM in Panc89-Zellen stark
ansteigen ldsst. AuBldem zeigt die erhohte L1CAM-Expression in den MaC-Zellen, dass der
L1CAM-exprimierende Phanotyp von den Panc89-Zellen auch iiber die Dauer der Co-Kultur

hinaus gehalten wird.

1.Woche 2.Woche 4. Woche 5.Woche 6.Woche

LICAM
(220 kDa) | " - e [ - 1-4‘ | —
HSP90
(90 kDa) W

Mono Co Mono Co Mono Co MaC Mono Co MaC Mono Co MaC

Abb. 4.20.: Western Blot zur Detektion von LICAM: Vergleich von Panc89-Zellen Mono, Co
und MaC

Die Co-Kultur mit murinen Pankreasfibroblasten erhoht die Expression des Adhésions-
molekiils L1ICAM in Panc89-Zellen.
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4.4. Versuche in vivo: Vergleich von Panc89 Mono- und Co-Tumoren

Der Einfluss von Tumor-Stroma-Interaktionen auf die Ausbildung von Chemoresistenz sollte
auch in vivo in einem SCID-Maus-Modell untersucht werden. Den Tieren wurden subkutan
entweder nur Panc89-Zellen (Mono-Tumore) oder entsprechend dem Verhéltnis der in vitro
Versuche ein Gemisch aus Panc89-Zellen und murinen Fibroblasten (Co-Tumore) injiziert.

Die Tiere blieben zunichst unbehandelt und erhielten dann nach Erreichen einer
durchschnittlichen TumorgroBe von 20mm’ entweder eine mehrtigige Behandlung mit

Etoposid oder als Kontrolle Injektionen mit 0,9%iger Natriumchloridlosung.

4.4.1. Tumorwachstum

4.4.1.1. Tumorvolumen

Zur Kontrolle des Tumorwachstums wurden die Tumore entweder dreizehn Tage nach
Inokulation (= erster Entnahmezeitpunkt), zwanzig Tage nach Inokulation (= zweiter
Entnahmezeitpunkt) oder fiinf Tage nach Ende der Behandlung (~34.Tag nach Inokulation =
dritter und letzter Entnahmezeitpunkt) entnommen und vermessen. Die ersten beiden
Zeitpunkte lagen dabei vor dem Beginn der Behandlung der Tiere.

Abbildung 4.21. zeigt fiir die Entnahmezeitpunkte 1 und 2 die Mittelwerte der Volumina von
Tumoren der unbehandelten Tiere aus zwei unabhingigen Versuchen sowie fiir den
Entnahmezeitpunkt 3 die Mittelwerte der Volumina von Tumoren der mit 0,9%iger NaCl-
Losung behandelten Tiere aus drei unabhidngigen Versuchen. In der Tabelle 4.8. sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen noch einmal gesondert aufgefiihrt. Die minimale
Tierzahl zu einem Zeitpunkt, die zur Ermittlung der Mittelwerte und Standardabweichungen
herangezogen wurde, lag bei 5 Tieren.

Das Wachstum sowohl der Mono- als auch der Co-Tumore verlief exponentiell. Die
Wachstumskurve der Co-Tumore stieg weniger stark an als die der Mono-Tumore, die

Unterschiede waren jedoch zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant.
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Abb. 4.21.: Verlauf der Tumorvolumina in mm’: Mittelwerte aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2)
bzw. drei (Zeitpunkt 3) unabhdingigen Versuchen, Vergleich von Panc89 Mono- und Co-
Tumoren

Sowohl Mono- als auch Co-Tumore wachsen exponentiell. Co-Tumore wachsen etwas
langsamer als Mono-Tumore.

Tab. 4.8.: Tumorvolumen in mm’: Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei
(Zeitpunkte 1 und 2) bzw. drei (Zeitpunkt 3) unabhdngigen Versuchen, Vergleich von Panc89-
Mono- und Co-Tumoren

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Mono-Tumore und dem Mittelwert
der Panc89 Co-Tumore ist statistisch nicht signifikant.

Zeitpunkt Mittelwert | Sndard- | i
abweichung
1# Mono | 57 35 6
Co 57 29 6
2t Mono | 356 256 5
Co 258 112 6
3 Mono | 1605 673 12
Co 1254 545 13

4.4.1.2. Proliferation (Immunhistologische Fiarbung Ki67)

Von den Tumoren wurden Schnitte gefertigt, die auf den Proliferationsmarker Ki67 gefarbt
wurden. Mit dem Marker werden alle Zellen, die sich nicht in der GO-Zellzyklusphase
befinden, geférbt. Zu allen drei Zeitpunkten waren in den Co-Tumoren etwas weniger Ki67-
positive Zellen zu beobachten als in den Mono-Tumoren (statistische Auswertung zum Zeit-

punkt 3 siehe Punkt 4.4.5.). Diese Beobachtung korreliert mit den etwas geringeren
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Tumorvolumina der Co-Tumore (siche Punkt 4.4.1.1.). Als Beispiel fiir diese Farbung sind

jeweils ein Mono- und ein Co-Tumor in Abbildung 4.22. in Ubersicht (100fache

VergroBerung) gezeigt.

Abb. 4.22 A: Ki67-Fdrbung Abb. 4.22.B: Ki67-Férbung
Mono-Tumor, 100fache Vergrofierung Co-Tumor, 100fache Vergrofierung

In Mono-Tumoren (Bild links) sind ca. 80% der epithelialen Zellen braun geférbt und somit
positiv fiir den Proliferationsmarker Ki67. In Co-Tumoren (Bild rechts) sind ca. 60-70% der
epithelialen Zellen positiv. In Co-Tumoren proliferieren geringfiigig weniger Tumorzellen
als in Mono-Tumoren.

4.4.2. Epithelialer und stromaler Anteil der Tumore

Um zu iiberpriifen, ob sich die Mono- und Co-Tumore hinsichtlich ihrer Zusammensetzung
aus Tumor- und Stromakompartiment unterscheiden, wurde der epitheliale und stromale
Anteil der Tumore jeweils mittels immunhistologischer Farbungen auf Pan-Cytokeratin und
“a-Smooth Muscle Actin® (a-SMA) ermittelt. Die Auswertung erfolgte wie unter Punkt
3.10.3.1. beschrieben.

4.4.2.1. Cytokeratin

Die immunhistologische Fiarbung auf den Epithel-Marker Cytokeratin erméglichte eine
Bestimmung der epithelialen Anteile der Tumore. Dargestellt ist in Abbildung 4.23. die
Auswertung fiir den Mittelwert aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2) bzw. drei Versuchen (Zeitpunkt
3). Die Tabelle 4.9. zeigt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte und Standardabweichungen. Die
minimale Tierzahl zu einem Zeitpunkt, die zur Ermittlung der Mittelwerte und
Standardabweichungen herangezogen wurde, lag bei fiinf Tieren.

Der epitheliale Anteil lag in Co-Tumoren sowohl dreizehn als auch zwanzig Tage nach

Inokulation (= erster und zweiter Entnahmezeitpunkt) geringfiigig unter dem epithelialen
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Anteil in Mono-Tumoren. Der Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant. Zum Ende
des Versuches war der Anteil der Karzinomzellen bei Co-Tumoren im gleichen Mafle
ausgepragt wie bei Mono-Tumoren. Insgesamt nahm in allen Tumoren der epitheliale Anteil
im Verhéltnis zum stromalen Anteil im Laufe der Zeit leicht zu. Die Zunahme war jedoch
statistisch nicht signifikant.

Festzuhalten ist, dass der epitheliale Anteil in Co-Tumoren bis zum 20.Tag nach Inokulation

leicht unter dem in Mono-Tumoren lag, sich das Verhéltnis aber bis zum Ende der Versuche

anglich.
Cytokeratin
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Abb. 4.23.: Epithelialer Anteil in Mono- und Co-Tumoren zu drei verschiedenen Zeitpunkten,
Mittelwert aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2) bzw. drei Versuchen (Zeitpunkt 3)

Der epitheliale Anteil liegt in Co-Tumoren zu Beginn leicht unter dem in Mono-Tumoren, das
Verhiltnis gleicht sich aber bis zum Ende des Versuches an.

Tab. 4.9.: Epithelialer Anteil in Mono- und Co-Tumoren zu drei verschiedenen Zeitpunkten,
Mittelwert aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2) bzw. drei Versuchen (Zeitpunkt 3)

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Mono-Tumore und dem Mittelwert
der Panc89 Co-Tumore ist statistisch nicht signifikant.

Zeitpunkt Mittelwert Standgrd— Anzahl
abweichung
1 # Mono | 1,90 0,45 6
Co 1,71 0,40 6
2t Mono | 2,30 0,21 5
Co 2,04 0,19 6
3 Mono | 2,17 0,43 9
Co 2,16 0,52 11
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Als Beispiel sind in Abbildung 4.24. jeweils ein Mono- und ein Co-Tumor zum ersten und

zum dritten Entnahmezeitpunkt gezeigt.

1. Entnahmezeitpunkt

Abb. 4.24.A: Cytokeratin-Fdrbung Abb. 4.24.B: Cytokeratin-Fdrbung
Mono-Tumor, 100fache Vergréfserung Co-Tumor, 100fache Vergréferung

Braun gefirbte, Cytokeratin-positive = epitheliale Bereiche haben zu Beginn des Tumor-
wachstums in Co-Tumoren (Bild rechts) einen geringeren Anteil am Gesamttumor als in
Mono-Tumoren (Bild links).

Nicht gefarbte, Cytokeratin-negative Stromazellen stellen dagegen in Co-Tumoren (Bild
rechts) im Vergleich zu Mono-Tumoren (Bild links) den groBeren Anteil dar.

3. Entnahmezeitpunkt

t‘ I ‘...'r' =4 g h‘ . | - J 5 —“"“- ';_“_“"‘2 . | 5 ¥
Abb. 4.24.C: Cytokeratin-Féirbung Abb. 4.24.D: Cytokeratin-Fdrbung
Mono-Tumor, 100fache Vergréflerung Co-Tumor, 100fache Vergrofserung

Braun gefarbte, Cytokeratin-positive = epitheliale Bereiche machen bei Versuchsende
sowohl in Mono-Tumoren (Bild links) als auch in Co-Tumoren (Bild rechts) einen GroBteil
des Gesamttumors aus, wihrend nicht gefarbte, negative Stromazellen sowohl bei Mono- als
auch bei Co-Tumoren nur einen geringen Anteil am Gesamttumor darstellen.

Ein Unterschied zwischen Mono- und Co-Tumoren ist nicht mehr zu erkennen.




82

4.4.2.2. o-SMA

Das duktale Pankreasadenokarzinom ist gekennzeichnet durch Bildung eines massiven
Stromas, dessen Hauptkomponenten neben Immunzellen und Endothelzellen vor allem
Fibroblasten sind. Daher wurden in dem verwendeten SCID-Maus-Modell -wie auch in den in
vitro Experimenten- Pankreasfibroblasten coinokuliert und als Stromakomponente analysiert.
Die stromalen Anteile des Gesamttumors wurden durch eine immunhistologische Farbung auf
a-SMA, einem Marker flir Myofibroblasten, bestimmt.

In Abbildung 4.25. wird die Auswertung fiir den Mittelwert aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2)
bzw. drei Versuchen (Zeitpunkt 3) gezeigt. In der Tabelle 4.10. sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen gesondert aufgefiihrt. Die minimale Tierzahl zu einem Zeitpunkt, die
zur Ermittlung der Mittelwerte und Standardabweichungen herangezogen wurde, lag bei flinf
Tieren.

Der Anteil des Stromas lag in Co-Tumoren dreizehn Tage nach Inokulation (= erster
Entnahmezeitpunkt) signifikant hoher als in Mono-Tumoren. Auch zwanzig Tage nach
Inokulation (= zweiter Entnahmezeitpunkt) wiesen die Co-Tumore einen hoheren Stroma-
Anteil auf als die Mono-Tumore, ehe sich das Verhiltnis bis zum Ende des Versuches (= drit-
ter Entnahmezeitpunkt) anglich. Insgesamt nahm der stromale Anteil der Tumore im

Verhiltnis zum epithelialen Anteil im Laufe der Zeit leicht ab.
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Abb. 4.25.: Stroma-Anteil in Mono- und Co-Tumoren zu drei verschiedenen Zeitpunkten,

Mittelwert aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2) bzw. drei Versuchen (Zeitpunkt 3)

Der stromale Anteil liegt in Co-Tumoren zu Beginn iiber dem in Mono-Tumoren, das
Verhiltnis gleicht sich aber bis zum Ende der Versuche an.

Tab. 4.10.: Stroma-Anteil in Mono- und Co-Tumoren zu drei verschiedenen Zeitpunkten,

Mittelwert aus zwei (Zeitpunkte 1 und 2) bzw. drei Versuchen (Zeitpunkt 3)

* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Mono-Tumore und dem Mittelwert
der Panc89 Co-Tumore ist statistisch signifikant mit p<0,05.
# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Mono-Tumore und dem Mittelwert
der Panc89 Co-Tumore ist statistisch nicht signifikant.

Zeitpunkt Mittelwert | Sndard- | i
abweichung
| * Mono | 2,25 0,35 6
Co 2,96 0,64 6
gt Mono | 1,95 0,37 5
Co 2,46 0,43 6
3 Mono | 2,00 0,55 11
Co 2,04 0,55 13
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Als Beispiel sind in Abbildung 4.26. jeweils ein Mono- und ein Co-Tumor zum ersten und

zum dritten Entnahmezeitpunkt gezeigt.

1. Entnahmezeitpunkt

Abb. 4.26.A: a-SMA-Fdrbung Abb. 4.26.B: a-SMA-Fdirbung
Mono-Tumor, 100fache Vergréfserung Co-Tumor, 100fache Vergréferung

Braun gefarbte, a-SMA-positive = stromale Bereiche haben zu Beginn des Tumorwachstums
in Co-Tumoren (Bild rechts) einen groferen Anteil am Gesamttumor als in Mono-Tumoren
(Bild links).

Nicht gefirbte, a-SMA-negative Epithelzellen sind dagegen in Co-Tumoren (Bild rechts)
weniger zahlreich vertreten als in Mono-Tumoren (Bild links).

3. Entnahmezeitpunkt

Abb. 4.26.C: a-SMA-Fdrbung Abb. 4.26.D: a-SMA-Fdrbung
Mono-Tumor, 100fache Vergrofierung Co-Tumor, 100fache Vergroperung

Braun gefarbte, a-SMA-positive = stromale Bereiche machen bei Versuchsende sowohl in
Mono-Tumoren (Bild links) als auch in Co-Tumoren (Bild rechts) nur einen kleinen Teil des
Gesamttumors aus, wahrend nicht gefirbte, a-SMA-negative Epithelzellen sowohl bei
Mono- als auch bei Co-Tumoren den GroBteil des Gesamttumors bilden.

Ein Unterschied zwischen Mono- und Co-Tumoren ist nicht mehr zu erkennen.
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4.4.3. Tumorvolumen nach Behandlung der Tiere mit Etoposid bzw. 0,9%iger

Natriumchloridlésung

Die Tiere wurden zwei je viertdgigen Behandlungszyklen mit Etoposid bzw. 0,9%iger
Natriumchloridlésung unterzogen. Fiinf Tage nach Therapieende wurden die Primértumore
entnommen, vermessen und fiir immunhistologische Analysen schockgefroren. In der
Abbildung 4.27. sind die Mittelwerte der gemessenen Tumorvolumina von zwei
unabhédngigen Versuchen dargestellt. In der Tabelle 4.11. sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen abzulesen. Die Tierzahl, die zur Ermittlung der Mittelwerte und
Standardabweichungen herangezogen wurde, betrug je nach Gruppe zwischen 8 und 17
Tieren.

Nach zwei viertdgigen Behandlungszyklen mit Etoposid zeigten die Mono-Tumore eine
signifikante Reduktion des mittleren Tumorvolumens um 46,1% von 1548 mm?® auf 834 mm’,
wiéhrend die Etoposidtherapie bei den Co-Tumoren nur eine geringe Abnahme des mittleren
Tumorvolumens um 13,9% von 1487 mm® auf 1281 mm® bewirken konnte.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Co-Tumore deutlich weniger auf eine Therapie mit dem

Zytostatikum Etoposid ansprechen als die Mono-Tumore.

Tumorvolumina nach Behandlung mit Etoposid
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Abb. 4.27: Vergleich der Tumorvolumina von Mono- und Co-Tumoren nach Behandlung mit
Etoposid bzw. 0,9%iger Natriumchloridlosung

Bei Tieren mit Co-Tumoren wird das Tumorvolumen durch eine Therapie mit Etoposid
deutlich weniger reduziert als bei Tieren mit Mono-Tumoren.
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Tab. 4.11.: Tumorvolumen: Mittelwerte und Standardabweichungen von Mono- und Co-
Tumoren nach Behandlung mit Etoposid bzw. 0,9%iger Natriumchloridlosung

* = Panc89 Mono-Tumore: Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Tumore aus den
mit 0,9%iger Natriumchloridlosung behandelten Tieren gegeniiber dem Mittelwert der
Tumore aus den mit Etoposid behandelten Tieren ist statistisch signifikant mit p<0,04.

# = Panc89 Co-Tumore: Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Tumore aus den mit
0,9%iger Natriumchloridlésung behandelten Tieren gegeniiber dem Mittelwert der Tumore
aus den mit Etoposid behandelten Tieren ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert Standgrd— Anzahl
abweichung
Mono NaCl | 1548 724 8
Mono Eto * | 834 289 13
Co Na(Cl 1487 468 9
Co Eto 1281 510 17

4.4.4. Anzahl apoptotischer Zellen nach Behandlung der Tiere mit Etoposid bzw.
0,9%iger Natriumchloridléosung (Immunhistologische Firbung TUNEL)

Um zu iiberpriifen, ob das unterschiedliche Ansprechen der Mono- bzw. Co-Tumore auf die
Etoposidtherapie seine Ursache in einer differierenden Apoptoserate hat, wurden die Tumore
mittels einer TUNEL-Féarbung untersucht. Die Auswertung erfolgte wie unter Punkt 3.10.3.2.
beschrieben.

In der Abbildung 4.28. sind die Mittelwerte der ermittelten apoptotischen Zellen pro HPF von
zweil unabhingigen Versuchen zu sehen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind in
der Tabelle 4.12. gesondert dargestellt. Die Tierzahl, die zur Ermittlung der Mittelwerte und
Standardabweichungen herangezogen wurde, betrug zwischen 7 und 17 Tieren.

Nach einer Behandlung der Tiere mit dem Zytostatikum Etoposid stieg die Rate der
apoptotischen Zellen in Mono-Tumoren von 2,78 apoptotische Zellen/HPF auf 4,81
apoptotische Zellen/HPF an, in Co-Tumoren war dagegen kein Anstieg zu verzeichnen. Die
Zunahme in Mono-Tumoren wies dabei eine hohe Standardabweichung auf und war
statistisch nicht signifikant.

Die Behandlung mit Etoposid scheint in den Mono-Tumoren zu einer erhhten Apoptoserate

zu fuhren, in den Co-Tumoren jedoch nicht.
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Apoptotische Zellen nach Behandlung mit Etoposid
(TUNEL-Férbung)
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Abb. 4.28.: Apoptotische Zellen pro HPF (400fache Vergrofserung).: Vergleich von Mono-
und Co-Tumoren nach Behandlung mit Etoposid bzw. 0,9%iger Natriumchloridlosung

Die Zahl der apoptotischen Zellen nach Etoposidbehandlung steigt im Mittel in Mono-
Tumoren an, in Co-Tumoren dagegen nicht.

Tab. 4.12.: Apoptotische Zellen pro HPF (400fache Vergréferung): Mittelwerte und
Standardabweichungen von Mono- und Co-Tumoren nach Behandlung mit Etoposid bzw.
0,9%iger Natriumchloridlosung

# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Tumore aus den mit 0,9%iger
Natriumchloridlosung behandelten Tieren gegeniiber dem Mittelwert der Tumore aus den mit
Etoposid behandelten Tieren ist statistisch nicht signifikant.

Mittelwert | Standard- | i
abweichung
Mono NaCl | 2,78 1,04 7
Mono Eto * | 4,81 3,61 13
Co NaCl 2,76 1,62 8
Co Eto * 2,68 1,93 17




88

In Abbildung 4.29. sind beispielhaft je ein Mono-Tumor und ein Co-Tumor aus Médusen
gezeigt, die entweder mit einer 0,9%iger Natriumchloridlosung oder mit Etoposid behandelt

wurden.

Mono-Tumor

Abb. 4.29.B: TUNEL-Fdirbung
Mono-Tumor, 250fache Vergrofierung Mono-Tumor nach Etoposidbehandlung,
250fache Vergrofserung

In Mono-Tumoren sind nach der Behandlung mit Natriumchloridlosung (Bild links) nur
wenige Zellen braun gefirbt = apoptotisch. Nach der Behandlung mit Etoposid (Bild rechts)
steigt die Anzahl der apoptotischen Zellen in der Mehrzahl der Mono-Tumore stark an.

Co-Tumor
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Abb. 4.29.D: TUNEL-Férbung
Co-Tumor, 250fache VergréfSerung Co-Tumor nach Etoposidbehandlung,
250fache Vergroferung

In Co-Tumoren sind nach der Behandlung mit Natriumchloridlosung (Bild links) nur wenige
Zellen braun gefarbt = apoptotisch. Nach der Behandlung mit Etoposid steigt die Anzahl der
apoptotischen Zellen in Co-Tumoren kaum an. Co-Tumore weisen nach Etoposidbehandlung
weniger apoptotische Zellen auf als die Mehrzahl der Mono-Tumore nach Etoposid-
behandlung.
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4.4.5. Proliferation der Tumore nach Behandlung der Tiere mit Etoposid bzw.

0,9%iger Natriumchloridlosung (Immunhistologische Firbung Ki67)

Die Behandlung der Méuse mit Etoposid erhoht die Apoptoserate in Mono-Tumoren starker
als in Co-Tumoren. Ob die Zytostatikatherapie auch Einfluss auf die Proliferation von Mono-
und Co-Tumoren nimmt, wurde durch immunhistologische Férbungen auf den
Proliferationsmarker Ki67 in den Tumoren des letzten Entnahmezeitpunktes (fiinf Tage nach
Ende der Behandlung) iiberpriift. Die Auswertung erfolgte wie unter Punkt 3.10.3.3.
beschrieben.

In Abbildung 4.30. sind die Mittelwerte des ermittelten Proliferationsindex von zwei
unabhingigen Versuchen dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen konnen
zudem in Tabelle 4.13. abgelesen werden. Die minimale Tierzahl, die zur Ermittlung der
Mittelwerte und Standardabweichungen herangezogen wurde, lag bei 7 Tieren.

Zum Ende des Versuches (fiinf Tage nach Therapieende) konnte die Behandlung mit dem
Zytostatikum Etoposid weder in Mono- noch in Co-Tumoren die Proliferationsrate senken. Es
bestand somit in der Proliferation von Mono- und Co-Tumoren nach Etoposidbehandlung

kein signifikanter Unterschied.

Proliferation (Ki67) nach Behandlung mit Etoposid
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Abb. 4.30.: Vergleich der Proliferation (Ki67-Fdrbung) von Mono- und Co-Tumoren nach
Behandlung mit Etoposid bzw. 0,9%iger Natriumchloridlésung
Etoposid senkt weder die Proliferation der Mono- noch der Co-Tumore.
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Tab. 4.13: Proliferation (Ki67-Fdrbung): Mittelwerte und Standardabweichungen von Mono-
und Co-Tumoren nach Behandlung mit Etoposid bzw. 0,9%iger Natriumchloridlosung

# = Vergleich Mono-NaCl zu Mono-Eto bzw. Co-NaCl zu Co-Eto: Der Unterschied zwischen
dem Mittelwert der Tumore aus den mit 0,9%iger Natriumchloridlosung behandelten Tieren
gegeniiber dem Mittelwert der Tumore aus den mit Etoposid behandelten Tieren ist statistisch
nicht signifikant.

Mittelwert Standard- Anzahl
abweichung
Mono NacCl | 2,77 0,99 7
Mono Eto * | 2,97 0,56 13
Co NaCl 2,56 0,62 9
Co Eto 2,89 0,76 16

4.4.6. Expression der Procaspasen 9, 3 und 7

Die Expression der Procaspasen sollte nicht nur in vitro, sondern auch in vivo beurteilt
werden. Zu diesem Zweck wurde die Procaspase-Expression in den Tumoren des letzten
Entnahmezeitpunktes aller drei Versuche immunhistologisch untersucht. Die Auswertung
erfolgte wie unter Punkt 3.10.3.4. beschrieben.

Die Abbildung 4.31. zeigt die Mittelwerte fiir die Procaspasen 8, 9, 3 und 7 aus drei
Versuchsdurchgéngen. Zudem sind in der Tabelle 4.14. die Mittelwerte und Abweichungen
gesondert aufgefiihrt. Die minimale Tierzahl zu einem Zeitpunkt, die zur Ermittlung der
Mittelwerte und Standardabweichungen herangezogen wurde, lag bei 9 Tieren.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der in vitro Co-Kultur konnte auch bei der
immunhistologischen Auswertung der tierexperimentellen Versuche eine erniedrigte
Expression der Procaspasen 9, 3 und 7 in cokultivierten Panc89-Zellen festgestellt werden.
Der Unterschied zwischen Mono- und Co-Tumoren war dabei fiir die Effektor-Caspasen 3
und 7 statistisch signifikant. Fiir die Procaspase 9 war ein Unterschied vorhanden, jedoch
nicht statistisch signifikant. Eine verminderte Expression der Procaspase 8 konnte nicht

gezeigt werden.
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Procaspase-Expression in Mono- und Co-Tumoren
zum dritten Entnahmezeitpunkt (~34. Tag nach Inokulation)
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Abb. 4.31.: Procaspase-Expression in Mono- und Co-Tumoren bei Versuchsende: Mittelwerte
fiir die Procaspasen 8, 9, 3 und 7 aus drei Versuchen
Die Expression der Procaspasen 3 und 7 ist in Co-Tumoren im Vergleich zu Mono-Tumoren
signifikant vermindert, die der Procaspase 9 tendenziell vermindert und die der Procaspase 8

nicht vermindert.

Tab. 4.14.: Procaspase-Expression in Mono- und Co-Tumoren bei Versuchsende: Mittelwerte
und Standardabweichungen aus drei Versuchen
* = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Mono-Tumore und dem Mittelwert
der Panc89 Co-Tumore ist statistisch signifikant mit p<0,04.
# = Der Unterschied zwischen dem Mittelwert der Panc89 Mono-Tumore und dem Mittelwert
der Panc89 Co-Tumore ist statistisch nicht signifikant.

Procaspase Mittelwert Stand'ard- Anzahl
abweichung
8" Mono | 1,95 0,54 15
Co 2,00 0,50 13
9" Mono | 2,08 0,25 9
Co 1,77 0,53 13
3* Mono | 2,15 0,58 10
Co 1,57 0,46 12
7* Mono | 2,20 0,38 9
Co 1,78 0,38 10
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In den Abbildungen 4.32. bis 4.34. sind beispielhaft Procaspase-Farbungen von Mono- und

Co-Tumoren in einer 250fachen Vergroflerung gezeigt.

Procaspase 9

Abb. 4.32.A: Farbung Procaspase 9 Abb. 4.32.B: Fdrbung Procaspase 9
Mono-Tumor, 250fache Vergrofierung Co-Tumor, 250fache Vergrofierung

Mono-Tumore (Bild links) zeigen eine deutliche Farbeintensitit fiir die Procaspase 9.
Die Farbeintensitit ist in Co-Tumoren (Bild rechs) geringer als in Mono-Tumoren.

Procaspase 3

Abb. 4.33.A: Féirbung Procaspase 3 Abb. 4.33.B: Fdarbung Procaspase 3
Mono-Tumor, 250fache Vergrofierung Co-Tumor, 250fache Vergroferung

Mono-Tumore (Bild links) zeigen eine deutliche Farbeintensitit fiir die Procaspase 3.
Die Férbeintensitdt ist in Co-Tumoren (Bild rechts) geringer als in Mono-Tumoren.
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Procaspase 7

Abb. 4.34.A: Fdarbung Procaspase 7
Mono-Tumor, 250fache Vergrofierung

Abb. 4.34.B: Fdirbung Procaspase 7
Co-Tumor, 250fache Vergroperung

Mono-Tumore (Bild links) zeigen eine deutliche Firbeintensitit fiir die Procaspase 7.
Die Firbeintensitit ist in Co-Tumoren (Bild rechts) geringer als in Mono-Tumoren.
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5. Diskussion

Das exokrine Pankreaskarzinom -histologisch zumeist als duktales Adenokarzinom- stellt
immer noch einen kaum zu therapierenden Tumor dar, der mit einer ausgesprochen niedrigen
Fiinf-Jahres-Uberlebensrate (ca. 2%) die vierthiufigste Krebstodesursache bei Frauen und die
fiinfthdufigste bei Mainnern ist [Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. 2004; Bohmig and Rosewicz 2004].

Aufgrund des hohen Malignititsgrades und des Fehlens spezifischer Symptome wird das
duktale  Pankreasadenokarzinom zumeist in einem  bereits  fortgeschrittenen
Krankheitsstadium diagnostiziert [Brand and Tempero 1998], so dass fiir liber 80 % der
Patienten eine Tumorresektion mit kurativem Ansatz nicht in Frage kommt. Diese Patienten
sind somit auf konventionelle Therapieformen, insbesondere die systemische Chemotherapie,
angewiesen, deren Bedeutung aber vor allem in der Palliation liegt [Li et al. 2004; Schneider
et al. 2005].

Ein Problem, das sich fiir die Therapie neben den hdufig bei Erstdiagnose bereits
vorliegenden Fernmetastasen ergibt, ist die schon bestehende oder im Verlauf der Therapie
erworbene Resistenz der Tumore gegeniiber Chemotherapeutika. Diese hat im wesentlichen
ihre Ursache in der Protektion der Tumorzellen vor Zytostatika-induzierter Apoptose. Ein Ziel
zur Verbesserung der Therapieeftfizienz ist es folglich, die zugrunde liegenden Resistenz-
mechanismen aufzukldren, um die Sensitivitit der Tumorzellen gegeniiber Zytostatika
verstirken zu konnen.

Ein weiteres Merkmal des duktalen Pankreasadenokarzinoms ist neben der ausgeprigten
Chemoresistenz die starke desmoplastische Stromabildung. Der Anteil an neoplastischen
Epithelzellen ist dabei deutlich geringer als der Anteil an Stromazellen, zu denen
hauptsédchlich nicht-neoplastische Fibroblasten, Endothelzellen und Leukozyten zdhlen [Ryu
et al. 2001; Seymour et al. 1994].

Interaktionen zwischen den neoplastischen Pankreasepithelzellen und den zelluldren und nicht
zelluldren Stromakomponenten konnen Einfluss auf verschiedene biologische Eigenschaften
des Pankreaskarzinoms haben, und zwar auf das Wachstum [Hartel et al. 2004; Miyamoto et
al. 2004], auf die Invasivitdt, die Migration und das angiogenetische Potential [Tomioka et al.
2001] sowie auf die Chemoresistenz [Miyamoto et al. 2004; Muerkoster et al. 2004].

Auch bei Zelllinien anderer Krebsarten wurde die Bedeutung von Tumor-Stroma-

Interaktionen fiir die Ausprigung von Chemoresistenz untersucht. So zeigten z.B. mit
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Prostatafibroblasten  cokultivierte  Prostatakarzinomzellen im  Vergleich zu den
monokultivierten Zellen eine signifikante Chemoresistenz gegeniiber drei verschiedenen
zytotoxischen Wirkstoffen [Zhu et al. 1999]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Stromazellen aus dem Knochenmark Myelomzellen vor Mitoxantron-induzierter Apoptose

schiitzen [Nefedova et al. 2003].

Die beiden besonderen Charakteristika des duktalen Pankreasadenokarzinoms, die
ausgeprigte Apoptoseresistenz und die starke Stromabildung, standen im Mittelpunkt dieser
Arbeit, in der die Bedeutung von Tumor-Stroma-Interaktionen bei der Entstehung und

Manifestation von Chemoresistenz in Pankreaskarzinomzellen ndher untersucht werden sollte.

Der Einfluss von Pankreasfibroblasten auf das Chemoresistenzverhalten von Pankreas-
karzinomzellen wurde sowohl in einem mehrwdochigen in vitro Co-Kultursystem als auch
durch tierexperimentelle Versuche untersucht. Als humane Pankreaskarzinomzelllinie wurde
die chemosensitive Zelllinie Panc89 gewdhlt, weil bei dieser Zelllinie, die auf Apoptose-
induktion durch Zytostatika gut anspricht, die Induktion von Chemoresistenz gut zu
beobachten ist [Arlt et al. 2003; Arlt et al. 2001]. Als Stromakomponente kamen murine
Pankreasfibroblasten zum Einsatz, die zuvor frisch aus Méausen isoliert wurden und deren
myofibroblastischer Phinotyp immunhistologisch bestétigt wurde (siehe Ergebnisse 4.1. und
4.2.). Der Speziesunterschied ermoglichte es, die zu untersuchenden Parameter einer
epithelialen bzw. stromalen Herkunft zuzuordnen. Um der Tatsache der ausgeprigten
Stromabildung beim Pankreaskarzinom annidhernd gerecht zu werden, wurden anteilig
zweieinhalb mal mehr Pankreasfibroblasten als Pankreaskarzinomzellen im Co-Kultursystem
sowohl in vitro als auch in vivo eingesetzt.

Als Zytostatikum wurde der Topoisomerase II Inhibitor Etoposid gewéhlt, dessen Wirk-
mechanismus gut charakterisiert ist und der in chemosensitiven Pankreaskarzinomzellen

deutlich Apoptose induziert.

Mittels einer Annexin V-FITC-/PI-Féarbung in einem Fluoreszenz-Durchflusszytometer wurde
der Einfluss von murinen Pankreasfibroblasten auf das Chemoresistenzverhalten von Panc89-
Zellen im Verlauf liber mehrere Wochen gemessen. Die Apoptoserate der cokultivierten
Panc89-Zellen nach Behandlung mit Etoposid war gegeniiber der Apoptoserate der
monokultivierten Panc89-Zellen zu jedem Messzeitpunkt geringer, dabei war der Unterschied

in fiinf von sieben Wochen statistisch signifikant. Die Apoptoserate der cokultivierten
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Panc89-Zellen betrug im Mittel der Wochen nur etwa ein Drittel der Apoptoserate der
monokultivierten Zellen.

Die zu beobachtende Chemoresistenz der cokultivierten Panc89-Zellen ist spezifisch auf die
Interaktion mit den Pankreasfibroblasten zuriickzufiihren. Artifizielle Einfliisse des
Transwellsystems konnten durch die Beobachtung ausgeschlossen werden, dass sich mit
leeren Transwelleinsdtzen kultivierte Panc89-Zellen in ihrer Chemosensitivitdt nicht von
monokultivierten, also ohne Transwelleinsidtze kultivierten Panc89-Zellen unterschieden
[Daten nicht gezeigt]. Die Co-Kultur enthélt durch die Fibroblasten im Vergleich zur
Monokultur insgesamt mehr Zellen, so dass den Tumorzellen in der Co-Kultur eventuell
weniger Néhrstoffe zur Verfiigung stehen. Ob eine verminderte Proliferationsrate aufgrund
von Néihrstoffmangel fiir das verringerte Ansprechen auf die Zytostatikatherapie
verantwortlich ist, konnte durch eine Testreihe ausgeschlossen werden, bei der den Panc89-
Zellen nutritive Faktoren entzogen wurden. Zellen, die in Medien kultiviert wurden, deren
Serumgehalt mit 1,5% deutlich unter dem tiblichen Angebot von 10% Serum im Ndhrmedium
lag, zeigten keine Verdnderungen in einem Proliferations-Assay [Muerkoster et al. 2004].
Zusétzlich zeigte sich bei der Analyse der verschiedenen Co-Kultur-Versuchsdurchginge
keine Korrelation zwischen der Proliferationsrate und der Chemoresistenz [Daten nicht
gezeigt].

Weiterhin zeigten Zelllinien anderer Krebsarten (Zervixkarzinom, Kolonkarzinom) in dem
Co-Kultursystem mit murinen Pankreasfibroblasten keine Zunahme der Chemoresistenz und
auch die Co-Kultivierung von Pankreaskarzinomzellen mit anderen Tumorzellarten im
Transwellsystem vermochte keine Steigerung der Chemoresistenz in den Pankreas-
karzinomzellen zu bewirken [unverdffentlichte Daten]. Die Zunahme der Chemoresistenz ist
daher gebunden an die spezifische Kombination von Pankreaskarzinomzellen und
Pankreasfibroblasten.

Mit der Annexin V-FITC-/PI-Farbung im Fluoreszenz-Durchflusszytometer konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Pankreaskarzinomzellen die Fihigkeit hatten, den resistenten
Phénotyp auch nach Ende der Co-Kultur fiir zumindest eine Woche und teilweise auch noch
tiber eine Woche hinaus zu erhalten. Die Resistenz war dabei allerdings weniger stark
ausgepragt als zur Zeit der Co-Kultur. Diese Beobachtung ldsst den Schluss zu, dass die
Interaktionen mit den murinen Pankreasfibroblasten reversible Verdnderungen in den Panc89-
Zellen bewirken, die in der Folge fiir eine gewisse Zeit auch unabhédngig von den Fibroblasten

zu einer Resistenz gegeniiber Zytostatika-induzierte Apoptose fiihren.
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Um den Einfluss von Tumor-Stroma-Interaktionen auf die Entstehung und Manifestation von
Chemoresistenz beim Pankreaskarzinom auch in einem komplexen Organismus genauer
nachvollziehen zu koénnen, wurden tierexperimentelle Versuche durchgefiihrt. Dazu wurden
weiblichen SCID-Maiusen subkutan in die rasierte und desinfizierte linke Flanke entweder
5x10° Panc89-Zellen (Mono-Tumore) oder ein Gemisch aus 5x10° Panc89-Zellen mit
1,25x10° murinen Fibroblasten (Co-Tumore) injiziert. Die Tiere blieben zunichst unbehandelt
und wurden bei Erreichen einer mittleren TumorgréBe von 20 mm?® in verschiedene Gruppen
aufgeteilt. Im Anschluss erhielten die Miuse entweder zwei je viertigige Behandlungszyklen
mit dem Topoisomerase II Inhibitor Etoposid oder als Kontrolle Injektionen mit 0,9%iger
Natriumchloridlésung. Die Tumore wurden entweder vor Beginn der Behandlung (dreizehn
Tage und zwanzig Tage nach Inokulation) oder fiinf Tage nach Ende der Behandlung (~34.
Tag nach Inokulation) entnommen, vermessen und filir immunhistologische Analysen
schockgefroren.

SCID-Maéause wurden gewéhlt, da diese durch ihr stark defizientes Immunsystem ein gutes
Anwachsen der xenotransplantierten Tumore ermoglichen und sich bereits fiir verschiedene
humane Tumormodelle -u.a. auch fiir das humane Pankreaskarzinom- als geeignet erwiesen
haben. In Abwidgung der Vor- und Nachteile der orthotopen versus der subkutanen
Tumorinokulation wurde die subkutane Methode gewihlt. Die subkutane Inokulation gewéhrt
-anders als die orthotope Inokulation in das Pankreas der Maus- die Moglichkeit zur
kontinuierlichen Wachstumskontrolle der Tumore und weist bei besserer Vertraglichkeit fiir
das Tier keine entscheidenden Nachteile fiir die Versuchsauswertung auf. Dem in vitro Co-
Kulturmodell entsprechend wurden Zellen der humanen Pankreaskarzinomzelllinie Panc89
sowie frisch isolierte murine Pankreasfibroblasten in einem Verhiltnis von 1:2,5 inokuliert.
Diese Verteilung orientierte sich an dem Verhéltnis von Tumor- und Stromazellen in
humanen Pankreasadenokarzinomen.

Die Auswertung der TumorgroBBen ergab, dass sowohl die Mono- als auch die Co-Tumore
exponentielles Wachstum zeigten, wobei die Wachstumskurve der Co-Tumore weniger stark
anstieg als die der Mono-Tumore. Die Unterschiede waren jedoch zu keinem Zeitpunkt
statistisch signifikant (siche Ergebnisse 4.4.1.1.). Eine immunhistologische Farbung auf den
Proliferationsmarker Ki67 zeigte ebenfalls erkennbar aber nicht signifikant mehr
proliferierende Zellen in der Mono-Kultur als in der Co-Kultur (siehe Ergebnisse 4.4.1.2.).
Zur Differenzierung des epithelialen (= humane Pankreaskarzinomzellen) Anteils und des
stromalen (= murine Pankreasfibroblasten) Anteils der Tumore wurden immunhistologische

Farbungen auf Pan-Cytokeratin und “a-Smooth Muscle Actin“ (a-SMA) durchgefiihrt. Der
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Anteil an epithelialen, Cytokeratin-positiven Zellen lag anfangs in den Co-Tumoren
geringfligig unter dem entsprechenden Anteil in den Mono-Tumoren, doch zum Ende des
Versuches unterschieden sich in diesem Punkt Co- und Mono-Tumore nicht mehr
voneinander. Insgesamt nahm der Anteil an Karzinomzellen im Verhéltnis zum Stroma in den
Tumoren im Laufe der Zeit leicht zu (siche Ergebnisse 4.4.2.1.). In den Co-Tumoren war
erwartungsgemdll der Anteil des Stromas, das in diesem Modell durch a-SMA-positive
Fibroblasten représentiert wird, zunichst signifikant hoher als in den Mono-Tumoren, ehe
sich die Co-Tumore in bezug auf ihren Stromaanteil im Verlauf des Versuches den Mono-
Tumoren anglichen (siche Ergebnisse 4.4.2.2.). Das urspriinglich gewédhlte Verhiltnis von der
einfachen Anzahl Pankreaskarzinomzellen zu der zweieinhalbfachen Anzahl Pankreas-
fibroblasten wurde in diesem in vivo Modell mit der Zeit durch das schnelle Wachstum der
Panc89-Zellen zugunsten des Tumoranteils verschoben. Durch die Ausbildung eines Stromas
auch in den Méausen mit Mono-Tumoren unterschied sich das gewihlte in vivo Modell in
diesem Punkt von dem in vitro Co-Kultursystem, in welchem die monokultivierten Panc89-
Zellen ohne jede Stromakomponente kultiviert wurden.

Die Auswertung der Tumorvolumina nach zwei viertidgigen Behandlungszyklen mit Etoposid
ergab, dass die Co-Tumore deutlich weniger auf die Zytostatikatherapie ansprachen als die
Mono-Tumore. Bei den Mono-Tumoren fiihrte die Behandlung zu einer signifikanten
Reduktion des mittleren Tumorvolumens um 46,1% von 1548 mm’® auf 834 mm3, wiahrend
bei den Co-Tumoren nur eine geringe Abnahme des mittleren Tumorvolumens um 13,9% von
1487 mm’ auf 1281 mm’ festgestellt werden konnte (siche Ergebnisse 4.4.3.).

Die Abnahme des mittleren Volumens in den behandelten Tumoren kann auf eine erhohte
Apoptoserate oder auf eine verminderte Proliferationsrate nach der Etoposidbehandlung
zuriickzufiihren sein. Zur Kldrung wurde ein TUNEL-Assay zur Detektion apoptotischer
Zellen im Tumorgewebe sowie eine immunhistologische Farbung auf den Proliferations-
marker Ki67 angefertigt. Wihrend die Zytostatikabehandlung weder die Proliferation der
Mono- noch der Co-Tumore hemmen konnte (siche Ergebnisse 4.4.5.), reagierten die Mono-
Tumore auf die Etoposidbehandlung mit einer deutlichen Zunahme an apoptotischen Zellen
von im Mittel 2,78 auf 4,81 apoptotische Zellen pro HPF, die Co-Tumore zeigten dagegen
keine Zunahme der apoptotischen Zellen (sieche Ergebnisse 4.4.4.). Der nur in den Mono-
Tumoren zu beobachtende Behandlungseffekt beruhte demnach auf einer verstirkten
Apoptoseinduktion und nicht auf einer Proliferationsinhibition.

Der stirkere Etoposideffekt in den schneller wachsenden Mono-Tumoren kann zum Teil auf

die Tatsache zurilickgefiihrt werden, dass Zytostatika in Zellen mit hoher Teilungsrate mehr
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Wirkung zeigen. Da die Wachstumsunterschiede zwischen den Mono- und Co-Tumoren nicht
so grol waren, um allein dadurch eine derart starke Differenz in der Reaktion auf die
Zytostatikatherapie erkldren zu konnen, miissen weitere Mechanismen fiir die Resistenz der
Co-Tumore verantwortlich sein.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sowohl in dem mehrwochigen Co-Kultursystem in
vitro als auch in den tierexperimentellen Versuchen in vivo eine deutliche Zunahme der
Apoptoseresistenz nach Zytostatikabehandlung in den mit Pankreasfibroblasten cokultivierten
bzw. coinokulierten Panc89-Zellen zu beobachten war. Auf welchem Wege die mehr-
wochigen Tumor-Stroma-Interaktionen diese Apoptoseresistenz vermitteln, war Gegenstand

weiterer Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit.

Fiir ein einwdchiges in vitro Co-Kultursystem bestehend aus Pankreaskarzinomzellen und
murinen Pankreasfibroblasten konnte in der Kieler Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass
die Zunahme an Chemoresistenz auf einer Erhohung der NF-xB-Basalaktivitit in den
Pankreaskarzinomzellen beruht, die durch einen autokrinen IL1B3-Regelkreis aufrecht erhalten
wird [Arlt et al. 2002; Muerkoster et al. 2004]. Eine konstitutiv erhdhte Aktivitidt von NF-kB
in vielen Pankreaskarzinomzelllinien bedingt eine Resistenz gegeniiber zahlreichen Zyto-
statika unterschiedlicher Substanztypen (u.a. Etoposid, Gemcitabine, 5'-Fluorouracil, Doxo-
rubicin). Entsprechend fiihrt die pharmakologische und molekulare Inhibition von NF-kB in
diesen Zellen zur Sensitivierung gegeniiber Zytostatika, verbunden mit einer verstirkten
Induktion von Apoptose in vitro und in vivo [Arlt et al. 2003; Arlt et al. 2001; Muerkoster et
al. 2003].

In dem mehrwdochigen Co-Kulturmodell dieser Arbeit konnte bestitigt werden, dass die
cokultivierten Pankreaskarzinomzellen im Vergleich zu den monokultivierten Pankreas-
karzinomzellen tendenziell sowohl eine erhohte NF-kB Basalaktivitdt als auch eine
gesteigerte IL1PB-Sekretion aufwiesen. Allerdings konnte diese Beobachtung nur in der ersten
Woche der Co-Kultur gemacht werden, im Verlauf der weiteren Wochen wurde zwar eine
moderate Erhohung der NF-kB Basalaktivitit gemessen, die IL1B-Sekretion sank in den
cokultivierten Tumorzellen jedoch unter das Level der monokultivierten Tumorzellen (siche
Ergebnisse 4.3.2. und 4.3.3.).

Der auf NF-kB und IL1p beruhende Mechanismus konnte somit die iiber den gesamten
Zeitraum der Co-Kultur zu beobachtende Chemoresistenz initiieren. Im weiteren Verlauf der
Co-Kultur kommt es vermutlich zu einer Selektion resistenter Tumorzellen, so dass die

Chemoresistenz in der Folge von anderen Mechanismen, die die Pankreaskarzinomzellen vor
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Zytostatika-induzierter Apoptose schiitzen, aufrecht erhalten wird. Ob diese im folgenden
beschriebenen molekularen Verdnderungen in cokultivierten Panc89-Zellen durch NF-xB und
IL1P initiiert werden oder sich unabhédngig von diesem autokrinen Regelkreis entwickeln, ist
Gegenstand der aktuellen Forschung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mit murinen Pankreasfibroblasten
cokultivierten humanen Pankreaskarzinomzellen im Vergleich zu monokultivierten Zellen
geringere Level an Proenzym sowohl der Initiator-Caspasen 8 und 9 als auch der Effektor-
Caspasen 3 und 7 enthielten. Die deutlich gesenkte Expression der Procaspasen wurde auf
Proteinebene nach der zweiten Woche der Co-Kultur sichtbar, auf mRNA-Ebene bereits nach
der ersten Woche der Co-Kultur (sieche Ergebnisse 4.3.4. und 4.3.5.). Zudem erhielten
Panc89-Zellen im Anschluss an eine zumindest zweiwochige Co-Kultivierung fiir eine
gewisse Zeit nicht nur ihren chemoresistenten Phénotyp aufrecht, sondern =zeigten
tiberwiegend auch weiterhin erniedrigte Proteinlevel der genannten Procaspasen (siche
Ergebnisse 4.3.4.).

Die Aktivierung der Caspasen war in cokultivierten Panc89-Zellen im Vergleich zu
monokultivierten Panc89-Zellen nur geringfiigig und statistisch nicht signifikant herabgesetzt
(siche Ergebnisse 4.3.4.2.).

Die Tumore aus den tierexperimentellen Versuchen wurden ebenfalls auf die Expression der
Procaspasen 8, 9, 3 und 7 untersucht. Die immunhistologischen Farbungen der Tumorschnitte
zeigten fiir die Co-Tumore im Vergleich zu den Mono-Tumoren in Ubereinstimmung mit den
Befunden in vitro eine verminderte Expression der Procaspasen 9, 3 und 7. Der Unterschied
zwischen Mono- und Co-Tumoren war dabei fiir die Effektor-Caspasen 3 und 7 statistisch
signifikant. Fiir die Procaspase 9 war ein Unterschied vorhanden, jedoch nicht statistisch
signifikant. Eine verminderte Expression der Procaspase 8 konnte nicht gezeigt werden.
Initiator- und Effektor-Caspasen steuern als zentrale Schaltstellen in einer Enzymkaskade den
kontrollierten Ablauf der Apoptose. Die Caspasen ihrerseits unterliegen einer Vielzahl an
Regulationsmechanismen, die besonders die Aktivierung aber auch die Expression der
Caspasen betreffen. Eine verringerte Aktivierung -vor allem der Caspase 3- durch ganz
unterschiedliche Mechanismen ist schon in zahlreichen Tumorzelllinien detektiert worden,
u.a. in einem Co-Kulturmodell bestehend aus Neuroblastomzellen und Hepatozyten [Beierle
et al. 2002]. Da die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Manifestation von
Apoptoseresistenz durch Tumor-Stroma-Interaktionen nicht in erster Linie durch eine

verminderte Aktivierung von Caspasen vermittelt zu werden scheint, sondern durch
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erniedrigte Expressionslevel der Procaspasen, soll im folgenden die Regulation der Caspase-
Expression im Vordergrund stehen.

Fiir verschiedene Caspasen konnte in anderen Arbeiten bereits gezeigt werden, dass ein
Absenken des Procaspase-Levels zu einer verringerten Apoptoseantwort fithrt. So wird die
Expression der Procaspase 8 durch TGF-8 herunterreguliert, was in follikularen dendritischen
Zellen zur Inhibition von Fas-vermittelter Apoptose fiihrt [Park et al. 2005]. Auch in unserem
Co-Kultursystem konnte durchgehend eine bis zu vierfach erhdhte TGF-B-Sekretion in den
cokultivierten Panc89-Zellen festgestellt werden, so dass nicht auszuschlieBen ist, dass TGF-3
zu der Apoptoseresistenz der cokultivierten Zellen beitrdgt [Daten nicht gezeigt]. In der
Leukédmiezelllinie HL-60 wurde nachgewiesen, dass die Herunterregulation der Procaspase 8
durch die “Focal Adhesion Kinase* (FAK) diese Zellen vor TRAIL-induzierter Apoptose
bewahrt [Tamagiku et al. 2004]. Fiir die Caspase 9 konnte gezeigt werden, dass eine niedrige
Expression des Proenzyms, die durch den Transkriptionsfaktor AP-4 gesteuert wird, vor
Glukokortikoid-induzierter Apoptose schiitzt [Tsujimoto et al. 2005]. Auch bei der Effektor-
Caspase 3 konnten reduzierte Level an Procaspase in Mammakarzinomen [Devarajan et al.
2002] und hepatozelluliren Karzinomen [Fujikawa et al. 2000] detektiert und
mitverantwortlich flir eine verringerte Apoptoseinduktion gemacht werden. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Caspase la in Ovarialkarzinomzelllinien gegeniiber nicht
tumorigenen Ovarialepithelzellen herunterreguliert war und eine Uberexpression zu einer

signifikanten Steigerung der Apoptoseantwort fiihrte [Feng et al. 2005].

Urséchlich fiir die erniedrigten Caspase-Expressionslevel konnen verschiedene Mechanismen

auf transkriptionaler, posttranskriptionaler und posttranslationaler Ebene sein.

Caspasen werden wie viele Proteine durch Ubiquitinierung und proteasomalen Abbau
reguliert [Friedman and Xue 2004]. Als posttranslationaler Regulationsmechanismus kommt
daher eine verstdrkte proteasomale Degradation der Procaspasen sowie deren regulativer
Proteine in Frage. So korreliert die beschleunigte Degradation der Procaspase 8 in einer
humanen Kolonkarzinomzelllinie mit der Resistenz gegeniiber TRAIL-induzierter Apoptose
[Zhang et al. 2005]. Eine wesentliche Rolle spielen hierbei die Mitglieder der IAP-Familie
(u.a. cIAP1, cIAP2 und XIAP), die eine RING-Domine besitzen, durch welche sie Caspasen
sowie deren Aktivatoren ubiquitinieren und dem proteasomalen Abbau zufiihren kdnnen.

Daneben hemmen sie durch die Bindung ihrer BIR-Domine sowohl die Aktivierung der
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Caspasen 3, 7 und 9 als auch die enzymatische Aktivitit der bereits aktiven Formen der
genannten Caspasen [Friedman and Xue 2004; Riedl and Shi 2004].

In unserem Co-Kulturmodell konnten in Western Blot Analysen weder fiir cIAP1 noch fiir
XIAP Expressionsunterschiede zwischen den cokultivierten und den monokultivierten
Panc89-Zellen ausgemacht werden. cIAP2 war in der Co-Kultur sogar weniger exprimiert als
in der Mono-Kultur (siche Ergebnisse 4.3.4.3.). Eine mdgliche Begriindung hierfiir liegt
darin, dass sich in den resistenten Zellen parallel mit der Caspase-Expression auch die cIAP2-
Expression verringert hat, da bei erniedrigter Caspasemenge auch eine geringere Menge
dieses Caspase-Inhibitors benotigt wird, um die Zelle vor Apoptose zu schiitzen. Die
Verdanderungen der cIAP2-Expression, die durch die Co-Kultur auftreten, spielen somit
ebenso wie die in ihrer Expression unverdnderten cIAP1 und XIAP fiir die
Resistenzvermittlung durch  Tumor-Stroma-Interaktionen in  Panc89-Zellen keine
entscheidende Rolle.

Ferner konnten die Proteinlevel der Procaspasen in den cokultivierten Panc89-Zellen durch
den FEinsatz des Proteasominhibitors MG132 nicht auf das Niveau der monokultivierten
Panc89-Zellen angehoben werden, so dass eine gesteigerte proteasomale Degradation nicht
der Grund fiir die verringerte Caspase-Expression in den cokultivierten Pankreas-
karzinomzellen zu sein scheint (siche Ergebnisse 4.3.4.4.). Diese These wird durch die
Tatsache unterstiitzt, dass nicht nur die Proteinlevel der Procaspasen, sondern auch deren

mRNA in cokultivierten Panc89-Zellen herunterreguliert ist.

Eine weitere Form der posttranslationalen Regulation von Caspasen ist die Hemmung ihrer
Aktivierung durch S-Nitrosylierung. Dabei wird durch Transfer einer NO-Gruppe an einen
Thiolrest, der an dem Cystein des aktiven Zentrums der Caspase zu finden ist, die
Proteinstruktur der Caspase und damit auch ihre Funktionsfahigkeit verdndert, wéhrend die
Expression der Procaspasen unverdndert bleibt [Kim et al. 2002]. Fiir humane
Cholangiokarzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass sowohl die Transfektion mit der
induzierbaren NO-Synthetase (iNOS) als auch die Behandlung der Zellen mit dem NO-Donor
SNAP zur Nitrosylierung und damit zur eingeschrinkten Aktivierung von Caspase 9 fiihrte.
Folge war eine verringerte Apoptoserate nach Behandlung der Zellen mit Etoposid [Torok et
al. 2002]. Eine NO-abhdngige Inhibition der Caspase-Aktivierung nach Etoposidbehandlung
wurde ebenfalls in chemoresistenten Pankreaskarzinomzellen gefunden [Muerkoster et al.
2006]. Ferner wurde bereits in einem einwOchigen Co-Kulturmodell gezeigt, dass

Pankreasfibroblasten unter Co-Kulturbedingungen vermehrt NO produzieren [Muerkoster et
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al. 2004]. In dem Langzeit-Co-Kultursystem konnte diese Beobachtung vor allem in den
zuerst co- dann wieder monokultivierten Panc89-Zellen (MaC-Zellen) gemacht werden
[Daten nicht gezeigt]. Die geringfiigig herabgesetzte Aktivierung der Caspasen in Langzeit-
cokultivierten Panc89-Zellen und besonders in MaC-Zellen konnte somit moglicherweise auf
S-Nitrosylierung des Cysteins der Caspasen zuriickzufiihren sein.

Die Aktivierbarkeit von Caspasen kann auflerdem durch Phosphorylierung kontrolliert
werden. Fiir die Caspase 9 ist beschrieben worden, dass deren Phosphorylierung durch den
Erk1/Erk2-MAP-Kinase Signalweg zu einer verminderten Aktivierung fiihrte, die durch den
MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 wieder aufgehoben werden konnte [Allan et al.
2003]. Auch in cokultivierten Panc89-Zellen war der Erkl/Erk2-MAP-Kinase Signalweg
aktiviert (siche Ergebnisse 4.3.8.), und es war fiir die Caspase 9 eine verringerte, wenn auch
statistisch nicht signifikant verringerte Aktivierung in cokultivierten Zellen zu beobachten
(siche Ergebnisse 4.3.4.2.). Zudem fiihrte die Inhibition dieses Signalweges mittels PD98059
zu einer hoheren Apoptoserate nach Etoposidbehandlung, so dass eine erniedrigte
Aktivierbarkeit der Caspase 9 vermittelt durch Erk1/Erk2-abhéngige Phosphorylierung zur

Apoptoseresistenz in cokultivierten Panc89-Zellen beitragen konnte.

Neben den genannten posttranslationalen Regulationsmdéglichkeiten kann die Expression der
Procaspasen auch durch Mechanismen gesteuert werden, die auf posttranskriptionaler Ebene
liegen.

Bei der Transkription entsteht zunichst ein primdres RNA-Transkript, das noch nicht zur
Translation geeignet ist, da es neben codierenden Basensequenzen (= Exons) auch nicht-
codierende Sequenzen (= Introns) enthélt. Eine entscheidende posttranskriptionale Modi-
fikation ist daher das “splicing“, bei dem durch Exzision der Introns und Ligation der Exons
mRNA hergestellt wird, deren Informationen in den anschlieBenden Schritten der Protein-
biosynthese abgelesen werden konnen. Bei dieser Prozessierung der RNA konnen Splicing-
Varianten entstehen, durch die es zu unterschiedlichen mRNAs und damit auch zu
unterschiedlichen Proteinen kommt. Alternatives SpleiBen von mRNA-Transkripten stellt
einen Regulationsmechanismus dar, durch den funktionell unterschiedliche Proteinisoformen
exprimiert werden konnen. Fiir verschiedene Caspasen sind Splicing-Varianten beschrieben
worden, z.B. fiir die Caspase 8 [Kisenge et al. 2003], die Caspase 9 [Johnson and Jarvis 2004]
und die Caspase 3 [Vegran et al. 2005]. Splicing-Varianten konnen fiir das Co-Kultursystem
nicht ausgeschlossen werden, waren jedoch nicht Gegenstand der Untersuchungen dieser

Arbeit.
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Die dritte Ebene, auf der die Caspase-Expression reguliert werden kann, ist der Vorgang der
Transkription selbst.

Die Transkription eines Gens wird durch epigenetische Prozesse beeinflusst. Die Epigenetik
beschiftigt sich mit der Regulation der Genexpression und betrifft alle Vorgénge, die daran
beteiligt sind, dass die in einem Gen kodierte Information realisiert oder nicht realisiert wird.
Epigenetische Verdnderungen sind reversibel und ermdglichen es den Zellen, auf
Umweltverdnderungen und Einfliisse zu reagieren, ohne dass es zu Verdnderungen in der
DNA-Sequenz kommt.

Die Genexpression kann durch verschiedene epigenetische Modifikationen kontrolliert
werden, zu denen neben der Histondeacetylierung vor allem die DNA-Methylierung zihlt.
DNA-Methylierung ist ein normaler postreplikatorischer Prozess, bei dem Methylgruppen mit
Hilfe von DNA-Methyltransferasen an eine bestimmte Position des Cytosins (C5-Methyl-
cytosin) in der DNA kovalent gebunden werden. Die Methylierung der DNA dient der Zelle
zur Transkriptionskontrolle und wird in dieser Funktion vor allem in den Promotorregionen
der zu regulierenden Gene eingesetzt. Dabei werden sogenannte Cytosin-phosphatidyl-
Guanosin-Inseln (CpG-Inseln) mit einem spezifischen Methylierungsmuster versehen, das bei
der Replikation an die Tochterzellen weitergegeben wird. CpG-Inseln sind genomische
Regionen mit statistisch erhohter CpG-Dinukleotid-Dichte, deren Methylierungsmuster mit
der Genexpression korreliert. So finden sich in gesunden Zellen, in denen viele Gene normal
abgelesen werden, nur wenig methylierte CpG-Inseln, die einige ausgewéhlte Gene ruhig-
stellen. Auch CpG-Inseln in den Promotorregionen von “housekeeping “ Genen, die in nahezu
jeder Zelle exprimiert werden, sind nicht methyliert. Dagegen fiihrt ein hoher DNA-
Methylierungsgrad von Promotorregionen zum sogenannten “gene silencing®; d.h. er
unterdriickt die Expression des betreffenden Gens [Momparler 2003]. Die Methylgruppen
sind die direkte Ursache fiir die effektive Hemmung der Transkription, da durch diese der
Zugang zur DNA fiir RNA-Polymerasen raumlich verhindert wird [Baylin 2005].

Neben der physiologischen Rolle, die die DNA-Methylierung bei der Kontrolle der
Genexpression spielt, kann diese epigenetische Modifikation aber auch zur Tumorentstehung
und -progression beitragen. Dieses geschieht, wenn die Promotorregionen wichtiger Gene, die
in gesunden Zellen der Tumorentwicklung entgegen stehen, hypermethyliert und damit
»ausgeschaltet” werden. Es wird angenommen, dass Geninaktivierungen durch epigenetische
Modifikationen mindestens im gleichen MaBe zur Tumorentstehung beitragen wie

Genmutationen. Die Inaktivierungen betreffen vor allem Gene, die eine Rolle bei der
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Regulation des Zellwachstums, der Differenzierung, der Signaltransduktion und der DNA-
Reparatur spielen [Baylin 2005].

Aberrante DNA-Methylierung von Promotorregionen wurde fiir viele verschiedene Gene, u.a.
auch fiir die Caspase 8 beschrieben. Neuroblastomzellen, die sich resistent gegeniiber
Apoptoseinduktion sowohl durch Fas-Ligation als auch durch Doxorubicin zeigten,
unterdriickten die Expression der Caspase 8 durch DNA-methylierungsbedingtes “gene
silencing“ [Teitz et al. 2000]. Fiir Retinoblastomzellen konnte gezeigt werden, dass deren
Resistenz gegeniiber Todesrezeptor-induzierter Apoptose durch eine defiziente Caspase 8
Expression aufgrund von DNA-Hypermethylierung begriindet war [Poulaki et al. 2005].
Zudem konnte DNA-Hypermethylierung in Medulloblastom-, Rhabdomyosarkom- und
Melanom-Zelllinien sowie in entsprechenden Tumorproben fiir eine verringerte Caspase 8
Expression verantwortlich gemacht werden. Die Re-Expression von Caspase 8 mittels des
demethylierenden Agens 5-Aza-2’-deoxyctidine fithrte in diesen Zellen zu einer
Sensitivierung gegeniiber Todesrezeptor- und Zytostatika-induzierter Apoptose [Fulda et al.
2001]. Auch fiir einige Zelllinien des hepatozelluldren Karzinoms [Kanda et al. 2005], fiir die
Pankreaskarzinomzelllinie MIA PaCa-2 [Kanda et al. 2005] sowie fiir Glioblastome [Eramo
et al. 2005] konnte gezeigt werden, dass der DNA-Methylierungsinhibitor 5-Aza-2’-
deoxyctidine die entarteten Zellen fiir die Apoptoseinduktion sensitivierte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin bei mono-
und cokultivierten Pankreaskarzinomzellen eingesetzt. 5-Azacytidin ist ein Basenanalogon,
dessen metabolisierte und phosphorylierte Form das Cytosin in der DNA der behandelten
Zellen ersetzt. Durch diese Verdnderung werden DNA-Methyltransferasen irreversibel an den
modifizierten DNA-Strang gebunden, so dass sie das nicht ersetzte, intakte Cytosin nicht
mehr methylieren konnen und deshalb bei den folgenden Zellteilungen die Information, ob
ein Cytosin methyliert ist oder nicht, nicht mehr an die Tochterzellen weitergegeben kdnnen.
In der neu replizierten DNA ist dadurch signifikant weniger C5-Methylcytosin vorhanden.
Vormals abgeschaltete Gene werden auf diese Weise durch 5-Azacytidin wieder reaktiviert
[Baylin 2005].

Die Vorbehandlung der Zellen mit 1uM 5-Azacytidin lie} die Apoptoserate der cokultivierten
Panc89-Zellen nach einer Etoposidbehandlung signifikant ansteigen, die der monokultivierten
Panc89-Zellen dagegen nicht (sieche Ergebnisse 4.3.7). Die MaC-Zellen wiesen nach
Vorbehandlung mit 5-Azacytidin nur eine geringe Sensitivierbarkeit gegeniiber Etoposid-

induzierter Apoptose auf.
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Durch den Einsatz des DNA-Methylierungsinhibitors 5-Azacytidin konnten also die infolge
der Co-Kultur resistent gewordenen Panc89-Zellen fiir eine Zytostatikabehandlung mit
Etoposid wieder sensitiviert werden. Zusitzlich konnte mittels Western Blot Analyse gezeigt
werden, dass die Verwendung von 5-Azacytidin die erniedrigten Expressionslevel der
Procaspasen in den cokultivierten Panc89-Zellen wieder ansteigen lie, wihrend eine
Auswirkung auf die monokultivierten Panc89-Zellen nicht zu beobachten war. Der Effekt bei
den Initiator-Caspasen 8 und 9 war dabei deutlicher als bei den Effektor-Caspasen 3 und 7
(siche Ergebnisse 4.3.6.). In den MaC-Zellen konnte nach Anwendung von 5-Azacytidin ein
Ansteigen der Proteinlevel der Procaspasen nur teilweise beobachtet werden. Dieser Befund
entsprach der geringen Sensitivierbarkeit der MaC-Zellen durch 5-Azacytidin gegeniiber
Etoposid-induzierter Apoptose.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass DNA-Methylierung an der durch Co-
Kultur induzierten Herunterregulation der Procaspase-Expression beteiligt ist. Ob diese Form
der epigenetischen Expressionskontrolle die Caspasen selbst oder Caspase-regulierende Gene
betrifft, ist Gegenstand der aktuellen Forschung der Kieler Arbeitsgruppe.

Eine mdgliche Kontrollfunktion bei dem Vorgang der DNA-Hypermethylierung kann fiir den
Erk1/Erk2-MAP-Kinase-Signalweg vermutet werden, der in cokultivierten Panc89-Zellen
vermehrt aktiviert war (siche Ergebnisse 4.3.8.) und dessen Inhibition mittels PD98059 in
cokultivierten Panc89-Zellen sowohl zu einer Sensitivierbarkeit gegeniiber Etoposid-
induzierter Apoptose (siche Ergebnisse 4.3.9.) als auch zu einem Ansteigen der Procaspase-
Expression (sieche Ergebnisse 4.3.10.) fiihrte. Fiir den Erkl/Erk2-MAP-Kinase-Signalweg
konnte bereits gezeigt werden, dass dieser an der DNA-Hypermethylierung in Epithelzellen
beteiligt ist, welche zum Ausschalten der Genexpression des proapoptotischen Proteins Par-4
fiihrt [Pruitt et al. 2005]. Die Rolle des Erk1/Erk2-MAP-Kinase-Signalweges in cokultivierten
Panc89-Zellen ist gleichfalls Gegenstand der aktuellen Forschung.

Die Bedeutung des Adhdsionsmolekiils LICAM (CDI171) bei der Entstehung und
Manifestation von Apoptoseresistenz sollte ebenfalls genauer untersucht werden. Die
Adhision sowohl an Komponenten der extrazelluldren Matrix als auch an umliegende Zellen
vermittelt Tumorzellen ein Uberlebenssignal gegeniiber physiologischen und chemo-
therapeutischen Apoptosemediatoren.

L1CAM ist ein Transmembran-Glykoprotein, das zur Immunglobulin-Superfamilie gehdrt. Es
beeinflusst verschiedene Zellaktivititen, indem seine extrazellulire Doméne wu.a. mit

Molekiilen der extrazelluliren Matrix, anderen Adhésionsmolekiilen oder Zelloberflachen-
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rezeptoren reagiert. L1CAM vermittelt dabei direkt oder indirekt Signale, die die
Zelldifferenzierung, -proliferation, -migration und -invasion regulieren [Arlt et al. 2006].
L1CAM ist zuerst bei der neuralen Entwicklung und Neuroprotektion identifiziert worden,
wurde jedoch auch in einer Reihe von Tumoren nachgewiesen, u.a. im malignen Melanom
[Fogel, Mechtersheimer et al. 2003], im Nierenzellkarzinom [Allory et al. 2005], im
Kolonkarzinom [Gavert et al. 2005] sowie im Ovarial- und Uteruskarzinom [Fogel, Gutwein
et al. 2003].

Die tumorassoziierte Expression wird hauptsdchlich mit der Féhigkeit von L1ICAM in
Verbindung gebracht, Zellmigration zu induzieren. Neben dem Einfluss auf die
Tumorprogression und Metastasierung gewinnt allerdings auch die Bedeutung, die LICAM
bei der Zellproliferation und der Vermittlung von Apoptoseresistenz hat, immer mehr an
Interesse. In einem Nacktmaus-Modell konnte durch den Einsatz eines monoklonalen Anti-
L1CAM-Antikorpers das intraperitoneale Wachstum und die Metastasierung von humanen
Ovarialkarzinomen effektiv gehemmt werden [Arlt et al. 2006]. Weiterhin zeigten Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie HCT116 nach Behandlung mit siRNA gegen L1CAM eine bis zu
vierfach erhohte Apoptoseinduktion im Vergleich zu kontrolltransfizierten HCT116-Zellen
[Gelman et al. 2004]. In Bezug auf die Apoptoseinduktion ist auBerdem beschrieben, dass die
durch L1CAM vermittelte Neuroprotektion in Zusammenhang mit der Aktivierung des
Erk1/Erk2-MAP-Kinase-Signalweges sowie mit der Aktivierung von PKB/Akt steht; beides
verbunden mit der verminderten Aktivierung von Caspase 9 [Loers et al. 2005].
Untersuchungen der Kieler Arbeitsgruppe zeigten, dass bei einer immunhistologischen
Analyse von zwanzig humanen Pankreaskarzinomen 80% der Tumore eine deutliche L1-
Expression in den Karzinomzellen aufwiesen [unverdffentlichte Daten]. Zur Klirung der
Frage, ob L1ICAM in die Vermittlung von Chemoresistenz in Pankreaskarzinomzellen
involviert ist, wurden chemosensitive Pankreaskarzinomzellen mit L1CAM transfiziert und
im Gegenzug auch chemoresistente Pankreaskarzinomzellen mit siRNA gegen L1CAM
transfiziert. Die Transfektion von LICAM in die chemosensitiven Pankreaskarzinomzellen
reduzierte die Sensitivitit dieser Zellen gegeniiber FEtoposid-induzierter Apoptose,
wohingegen die Transfektion der chemoresistenten Pankreaskarzinomzellen mit der L1CAM-
siRNA diese Zellen gegeniiber Etoposid-induzierter Apoptose wieder sensitivierte
[unveroffentlichte Daten].

Die Co-Kultur mit murinen Pankreasfibroblasten fiihrte in den Zellen der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie Panc89 zu einer massiv gesteigerten Expression von L1ICAM

(sieche Ergebnisse 4.3.11.). Diese Steigerung der Expression war nicht nur in den direkt aus
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der Co-Kultur aufgearbeiteten Zellen zu beobachten, sondern auch in jenen Zellen, die zuerst
eine Zeit cokultiviert und schlieBlich wieder eine Woche monokultiviert wurden (MaC-
Zellen). Diese Tatsache schlieft aus, dass die Transwelleinsitze, die in der Co-Kultur
verwendet wurden, einen artifiziellen Einfluss auf die Expression des Adhidsionsmolekiils
L1CAM hatten, da die MaC-Zellen ohne Transwelleinsétze kultiviert wurden.

Die gesteigerte Expression von LICAM in den cokultivierten Pankreaskarzinomzellen kann
Ausdruck einer groeren Migrationsfahigkeit der cokultivierten Panc89-Zellen sein. Diese
Vermutung wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass Zellen aus der Co-Kultur eine
deutlich erhohte Sekretion des proangiogenetischen Interleukins 8 aufwiesen [Daten nicht
gezeigt]. Daneben kann im Einklang mit der Veroffentlichung von Loers et al. 2005 auch im
Co-Kultursystem sowohl die Aktivierung des Erkl/Erk2-MAP-Kinase-Signalweges (siche
Ergebnisse 4.3.8.) als auch eine herabgesetzte Aktivierung der Caspase 9 beobachtet werden
(siche Ergebnisse 4.3.4.2.). Es ist daher zu vermuten, dass LICAM auch eine Rolle bei der
durch Tumor-Stroma-Interaktionen vermittelten Chemoresistenz von Pankreaskarzinomzellen
spielt. Dieser These wird gegenwirtig in weiteren Projekten der Kieler Arbeitsgruppe genauer

nachgegangen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Tumor-Stroma-Interaktionen zu der Entstehung und
Manifestation von Chemoresistenz in humanen Pankreaskarzinomzellen beitragen, was im
Rahmen von in vitro und in vivo Untersuchungen gezeigt werden konnte. In humanen
Pankreaskarzinomzellen, die dem Einfluss von Tumor-Stroma-Interaktionen durch eine Co-
Kultivierung mit murinen Pankreasfibroblasten unterliegen, wird die Expression der Initiator-
Caspasen 8 und 9 sowie der Effektor-Caspasen 3 und 7 als ein zentraler Mechanismus der
Apoptoseresistenz herunterreguliert. Die Kenntnisse liber molekulare Mechanismen, die der
durch Tumor-Stroma-Interaktionen vermittelten Apoptoseresistenz in humanen Pankreas-
karzinomzellen zugrunde liegen, dient dem Ziel, neue Therapiestrategien zur Durchbrechung

der Chemoresistenz beim duktalen Pankreasadenokarzinom zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung

Die Therapie des duktalen Pankreasadenokarzinoms zeigt nach wie vor kaum Aussichten auf
Erfolg, resultierend in einer ausgesprochen niedrigen Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von ca.
zwei Prozent. Eine wesentliche Ursache fiir die geringe Therapieeffizienz liegt in der hohen
Chemoresistenz von Pankreasadenokarzinomen. Diese Chemoresistenz basiert hauptsidchlich
auf der geringen Sensitivitit gegeniiber Zytostatika-induzierter ~Apoptose, die
Pankreasadenokarzinome entweder schon zu Therapiebeginn aufweisen (intrinsische
Resistenz) oder aber erst im Laufe der Therapie entwickeln (extrinsische Resistenz). Das
duktale Pankreasadenokarzinom ist weiterhin vor allem durch eine massive desmoplastische
Stromabildung gekennzeichnet, deren Folge ist, dass das Tumorstroma einen grof3en Einfluss
auf die maligne Transformation des Gangepithels und dessen biologische Eigenschaften hat.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung von Tumor-Stroma-Interaktionen
fir die Entstehung und Manifestation von Chemoresistenz in humanen Pankreas-
karzinomzellen untersucht werden.

Es konnte gezeigt werden, dass humane Pankreaskarzinomzellen, die durch Co-Kultivierung
mit murinen Pankreasfibroblasten dem Einfluss von Tumor-Stroma-Interaktionen iiber
mehrere Wochen ausgesetzt waren, sowohl in vitro als auch in vivo effektiv vor Zytostatika-
induzierter Apoptose geschiitzt wurden. Als grundlegender Mechanismus dieser
Apoptoseresistenz konnte eine erniedrigte Expression der Initiator-Caspasen 8 und 9 sowie
der Effektor-Caspasen 3 und 7 in den cokultivierten Pankreaskarzinomzellen identifiziert
werden. Die verminderte Expression der Procaspasen auf Proteinebene war dabei nicht
bedingt durch eine verdnderte proteasomale Degradation, sondern durch erniedrigte Level an
Caspase-mRNA, resultierend aus einer verringerten Transkription der Caspase-Gene.

Die Resistenz sowie die herunterregulierte Expression der Procaspasen in den cokultivierten
Pankreaskarzinomzellen konnte dabei mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azacytidin
aufgehoben werden, so dass ein erhohter DNA-Methylierungsgrad der Caspase-Gene selbst
oder von Caspase-regulierenden Genen als Ursache der erniedrigten Caspase-Expression
angesehen werden kann.

Diese Arbeit unterstreicht die Bedeutung von Tumor-Stroma-Interaktionen bei der Entstehung
und Manifestation von Chemoresistenz in Pankreasadenokarzinomzellen in vitro und in vivo
und tridgt durch Aufdeckung molekularer Mechanismen der Caspaseregulation zum

Verstandnis der Chemoresistenz des duktalen Pankreasadenokarzinoms bei.
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7. Summary

Pancreatic carcinoma is the fourth leading cause of cancer death in women and the fifth
leading cause of cancer death in men, being one of the most lethal human cancers. With
conventional cancer treatments having only little impact on disease course the overall five-
year survival rate is approximately two percent. Poor therapy outcome is due to a high
incidence of metastatic disease at the time of diagnosis and a result of resistance to
chemotherapy. One major mechanism by which tumor cells acquire a chemoresistant
phenotype is the protection from drug-induced apoptosis. Resistance towards cytotoxic drugs
can be present before the onset of chemotherapy (intrinsic) or develops during treatment
course (extrinsic).

Pancreatic ductal adenocarcinoma is also characterized by a prominent desmoplastic reaction.
Interactions of tumor cells and surrounding stroma (notably fibroblasts) are known to play a
critical role in tumorgenesis and the induction of a malignant phenotype.

The role of tumor-stroma-interactions in development and manifestation of chemoresistance
in human ductal pancreatic adenocarcinoma cells has been the subject of this thesis.

Human pancreatic carcinoma cells, which were under the influence of tumor-stroma-
interactions by long term coculture with murine pancreatic fibroblasts, were effectively
protected from drug-induced apoptosis in vitro and in vivo. Downregulation of the initiator
caspases 8 and 9 as well as the effector caspases 3 and 7 in cocultured pancreatic carcinoma
cells could be identified as the main mechanism leading to chemoresistance. The
downregulated expression of procaspases was not due to enhanced protein turnover, but was
caused by decreased transcription of caspase genes, resulting in low levels of mRNA.
Resistance to drug-induced apoptosis and downregulated expression of procaspases could be
reversed by the methylation inhibitor 5-Azacytidine, assuming that an increased methylation
of caspase genes or caspase-regulating genes are key events in downregulation of caspases
and subsequent chemoresistance in pancreatic carcinoma cells.

This study underlines the importance of tumor-stroma-interactions in development and
manifestation of chemoresistance in pancreatic carcinoma cells in vitro and in vivo.
Additionally, the detection of molecular mechanisms regulating caspases essentially

contributes to the understanding of chemoresistance in pancreatic ductal adenocarcinoma.
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