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1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Bis heute hat das Pankreaskarzinom die schlechtesignose aller gastrointestinalen
Tumoren. In Deutschland erkranken jahrlich etwa 0Q@@. Menschen an einem
Pankreaskarzinom. Dabei entspricht die Zahl der Neaekungen in etwa der Zahl der
Sterbefdlle pro Jahr. So ist das PankreaskarzinomDeutschland die vierthaufigste
Krebstodesursache. Die relative 5-Jahresiberlebgnam 6,4% bei Mannern und 7,6% bei

Frauen verdeutlicht den meist infausten Verlauf [1]

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Das Pankreaskarzinom ist eine Erkrankung des fectgétenen Lebensalters mit einem
Erkrankungsgipfel jenseits des 60. Lebensjahresg&rankungen vor dem 40. Lebensjahr
sind eine Raritat [3]. Neben dem fortgeschrittenéebensalter gelten Rauchen,
Alkoholkonsum, Adipositas und das Bestehen einaoribchen Pankreatitis oder eines
Diabetes mellitus als Risikofaktoren [4]. Risikomendd kann eine Erndhrung sein, die sich
durch einen hohen Anteil an Obst und Gemuise auseetid5]. Neben den sporadischen
Fallen bestehen etwa 5-10% der Pankreaskarzinomeirerf vererbten Pradisposition [6].
Dabei bietet das familiare Pankreaskarzinom eirr $edterogenes Erscheinungsbild. In
einigen Familien tritt es isoliert auf, in andereasammen mit Tumorpradispositions-
syndromen, unter denen das Peutz-Jeghers-Syndramdien hereditare Pankreatitis am
haufigsten sind. Der Erbgang scheint autosomal-dantiund die Penetranz altersabhangig

zu sein [7].
1.1.3 Klinische Darstellung
Frihsymptome sind beim Pankreaskarzinom selten wmzharakteristisch. Gelegentlich

treten unspezifische Oberbauchbeschwerden auf.rDabelen Pankreaskarzinome héufig
erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostizieie Blehrzahl der Patienten prasentiert sich



dann mit schmerzlosem lkterus durch intrapankrefa¢id/erlegung des Gallengangs. Nur 10-
20% der Patienten sind zum Zeitpunkt der Diagnass roperabel, wobei die Operation das
einzige kurative Verfahren darstellt. Beim Pankkeaskarzinom werden die partielle
Duodenopankreatektomie nach Kausch-Whipple odewdi@ger radikale, pyloruserhaltende
Variante angewandt [8]. Bei Lokalisation im Korpusvird eine subtotale
Pankreaslinksresektion oder ggf. eine totale Duogga@nkreatektomie erforderlich, bei
Lokalisation im Pankreasschwanz erfolgt die Parstimglesresektion [4]. Erfolgreich
resezierte Patienten werden adjuvant chemothetapiedurch eine verbesserte 5-Jahres-
Uberlebensprognose erzielt werden kann [9].

Bei einem Rezidiv, einem lokal fortgeschrittenerfudel mit GefalReinbriichen oder Befall
peripankreatischer Lymphknoten und beim Vorliegen ¥¥ernmetastasen wird rein palliativ
therapiert. Hierbei steht die Supportivbehandlung 8chmerz- und Erndhrungstherapie
sowie endoskopische und chirurgische MalRnahmeBeseitigung bilidrer oder duodenaler
Obstruktionen durch den Tumor im Vordergrund. Zzsgét kann durch eine systemische
Chemotherapie eine klinische Besserung und tempétérgressfreiheit erreicht werden [10].
Standard ist die Monotherapie mit Gemcitabine (Gafz[11]. Sie ist der vorher
angewandten 5-Fluorouracil-Monotherapie Uberlegienunter Gemcitabine mehr Patienten
eine klinische Besserung erlebten und sich einstish signifikanter Unterschied in der
Uberlebenszeit zeigte [11]. Ein zuséatzlicher Ubmetesvorteil durch Kombination mit
Pyrimidinanaloga (5-Fluorouracil), Taxanen (Docelax Platin-Analoga (Cisplatin,
Oxaliplatin) oder Topoisomerase-Inhibitoren (Iriecén, Topotecan) blieb aber aus [8, 11]. In
Kombination mit Gemcitabine werden mittlerweile huaiologicals z.B. der HER1/EGF-
Rezeptor-Inhibitor Erlotinib (Tarce¥y eingesetzt. Strahlentherapie bringt keinen Vbrtei
hinsichtlich des Uberlebens und auch die Kombimatiit einer systemischen Chemotherapie
zur Strahlensensibilisierung durch das Zytostatikaeigt keinen Uberlebensvorteil bei
gleichzeitiger Verschlechterung der Lebensqudlit}.

Insgesamt muss das duktale Pankreasadenokarzinem waltgehend chemo- und
strahlenresistent angesehen werden, da keine dgefélorten therapeutischen MalRnahmen

bisher zu einer wesentlichen Verbesserung hingithtles Uberlebens gefiihrt hat.

1.1.4 Pathologie

Das Pankreasparenchym besteht aus duktalen, azimd@ek endokrinen Zellen. 90% der

Pankreaskarzinome zeigen einen duktalen Phanogypleon duktale Strukturen als Ausgang



des Karzinoms gesehen werden. Unter ihnen sinddénokarzinome am haufigsten. Etwa
70% der Pankreasadenokarzinoniar(creatic Ductal Adenocarcinoma, PDAGInd im
Pankreaskopf lokalisiert. Per continuitatem waaties PDAC invasiv in das umliegende
Gewebe und metastasiert frih lymphogen und hamatogsharakteristisch ist die
ausgepragte desmoplastische Stromabildung, die dobioohronischer Pankreatitis, einem
Risikofaktor fur die Entstehung des PDAC, gefundeid [2]. Zundchst wurde die
Stromabildung als ein Abwehrmechanismus gegen a#nasisbreitenden Tumor gedeutet;
neuere Ergebnisse zeigen aber, dass zwischen Telheorzund Stroma komplexe
Interaktionen bestehen. Zellularer Hauptbestandesl Stromas sind Myofibroblasten, die als
aktivierte Fibroblasten dasSmooth-Muscle-Actin-SMA) der glatten Gefal3muskelzellen
exprimieren [12]. Unter Einfluss der Tumorzellemthetisieren sie Kollagen und andere
Komponenten der extrazellularen Matrix in einer alamensetzung, die zu einer
Veranderung des Mikromilieus zugunsten des Tumahstf Als Mediatoren der Tumor-
Stroma-Interaktionen sind weiterhin zahlreiche Wsigmsfaktoren wie z.B. TG IGF,
FGF und HGF beschrieben worden [13]. Durch Seknetjroteolytischer Matrix-
Metalloproteinasen, die Extrazellularmatrix und &easembran degradieren, und durch
Freisetzung angiogener Faktoren beeinflussen dieofibtpblasten Invasion und
Metastasierung der Karzinomzellen [14]. Daribernasind Modulationen der
Immunantwort durch sezernierte Chemokine und emmirelerter Kontakt der Immunzellen
zu den Karzinomzellen durch die mechanischen Edeiten der Myofibroblasten
beschrieben worden [12]. Auch die ausgepragte Chesistenz des PDAC wird durch die
wechselseitigen Interaktionen zwischen Tumor- utrdr@azellen wesentlich beeinflusst [15,
16]. So kann die schon vor der Behandlung mit ZAgtilsa bestehende intrinsische
Chemoresistenz auf autokrine und parakrine Mechmmsder Tumor- und Stromazellen

zurtckgefuhrt werden [16, 17].

1.1.5 Progressionsmodell und genetische Grundlagen

Ein groRReres Verstandnis der Tumorgenese des PDwWiGamit auch der Mechanismen, die
zur ausgepragten Chemoresistenz dieses Tumorsadesitr ist die Grundlage fir eine
Verbesserung sowohl der Fruherkennungsmethodesuals der Behandlungsmdglichkeiten.
In Anlehnung an das Modell der Adenom-Karzinom-Sgubeim Kolonkarzinom [18]

wurde ein Progressionsmodell postuliert, das diewiEklung des PDAC vom normalen

Pankreasgangepithel Uber Vorlauferlasionen zunsinea Karzinom beschreibt [19]. In dem



Progressionsmodell akkumulieren parallel zu den pmalogischen Veranderungen
genetische Mutationen, die schrittweise zum Kohteolust der Zelle tUber Zellzyklus und
Apoptose fuhren.

Die Vorlauferlasionen des PDAC werden als pankseh@ intraepitheliale Neoplasien
(PanIN) bezeichnet. PanIN-1A-L&sionen weisen im éhegtz zum normalen kuboidalen
Pankreasgangepithel ein zylindrisches Epithel &apillare Strukturen kennzeichnen die
PanIN-1B-L&sion, zusatzliche moderate nukledre igtypdie PanIN-2-Lasion. PanIN-3-
Lasionen weisen schwere Atypien auf und werdenpeettend einem Carcinoma in situ als
Hochrisiko-L&asionen betrachtet [2].

Nahezu alle PanIN-3-Lasionen und PDAC weisen eium&k#nutation im Onkogen K-ras auf.
Es ist die friheste und haufigste genetische Verande So ist in 40% aller PanIN-1-
Lasionen und in fast 100% aller PanIN-3-Lasionedd@nl2 des K-ras-Gens mutiert [11]. In
PanIN-2-L&sionen findet man zusétzlich Mutationess drumorsuppressorgens Pp£6",
welches in etwa 95% aller sporadischen PDAC mutist Ein Verlust der
Tumorsuppressorgene TP53 und DPC4/Smad4 wird filNPa-Lasionen beschrieben. TP
53 kodiert fur den Transkriptionsfaktor p53, derafuDNA-Schadigung aktiviert wird und
Zellzyklusarrest oder Apoptose vermittelt. DPC4/8mhildet eine Schlisselkomponente des
TGF{-Signalwegs, so dass bei Verlust dieses Protem¥Wichstumsblockade durch TGF-
aufgehoben wird. Insgesamt zeigen mehr als digddddr PDAC eine gestorte Funktion von
p53 bzw. DPC4/Smad4 [20]. Weniger haufig sind Vaduder Tumorsuppressorgene
BRCA2, Rbl und STK11, wobei letzteres mit dem Pgdeghers-Syndrom assoziiert ist.
Neben solchen strukturellen Veranderungen werdemornscin PanIN-1-L&sionen
Wachstumsrezeptoren wie HER2/neu/erbB2 und EGFfRRezesowie Wachstumsfaktoren
wie EGF, TGFe. und TGFB1 vermehrt exprimiert.

1.2 Humane Pankreatische Duktale Epithelzelllinie (HPDBc7-Zelllinie)

Zur weiteren Aufklarung der Pathogenese des PDACMahrstufenprozess vom benignen
Pankreasgangepithel zum invasiven Karzinom etabheilsao et. al. neben den bisher
verwendeten Pankreaskarzinomzelllinien eine Zedlliniaus benignem, humanem
Pankreasgewebe. Dazu isolierten sie Pankreasgémgiepllen (Humane Pankreatische
Duktale Epithelzellen, HPDE-Zellen) aus unveranelartPankreasgewebe einer 63-jahrigen
Frau, die auf Grund eines Zystadenokarzinoms deskr@asschwanzes partiell

pankreatektomiert worden war. Anschlielend wurden Zkllen durch Transduktion mit



einem Retrovirusvektor, der das E6- und das E7-d&snhumanen Papillomavirus (HPV) 16
tragt, immortalisiert [21]. Die dadurch gewonnerddllihie wird unter dem Namen HPDE6c7
gefihrt. Sie dient als in-vitro-Modell fir benignésimanes Pankreasgangepithel, da sie einen
nahezu normalen Phéano- und Genotyp einer pankrbatis Gangzelle aufweist (siehe
Tabelle 1, Seite 38 J. So zeigen HPDE-Zellen die Morphologie und das
Wachstumsverhalten von normalen kultivierten Epatbiéen. Sie wachsen adharent in einer
Einzelschicht von polygonalen Zellen und sind duf&F$1 in ihrem Wachstum hemmbar
[22]. Weiterhin exprimieren sie mRNA der typischelRankreasgangepithel-Marker
Carbonanhydrase Il, MUC-1, sowie Cytokeratin 2,87,14, 18 und 19. Der selektierte
HPDEG6¢c7-Klon behédlt in mehr als 35 Passagen seineorpblogie und
Wachstumseigenschaften [21]. Ferner exprimieren EBIJ-Zellen niedrige Level von
Wachstumsfaktoren wie EGF und T@&Fsowie von Wachstumsrezeptoren wie HER2/neu/
erbB2-Rezeptor oder HGF-Rezeptor [22]. Dartbertsnasisen HPDEG6c7-Zellen keine der
genetischen Veranderungen auf, die im Zusammeniaibgler Progression des PDAC
beschrieben sind. So exprimieren sie Wildtypcodiiis13 und 61 des K-ras-Gens, das beim
PDAC am haufigsten und frihesten veréandert ist.t&an findet man in HPDEG6c7-Zellen
einen unveranderten Genotyp der Tumorsuppressoffferss und p18“** [23]. Da jedoch
das durch die Transduktion mit dem HPV 16 expriteiét6-Protein mit p53 assoziiert und
dessen Degradierung fordert, ist p53 nur in gerifdenge in der Zelle vorhanden, was zu
einer Inaktivierung des p53-Signalwegs fuhrt. Fensé durch den haploiden Verlust des
Tumorsuppressorgens Rb1l sowie durch die PrasenEdéxoteins das pl10/Rb Protein
nicht detektierbar. Offenbar scheint aber die Kalfgrdes G1-Kontrollpunktes im Zellzyklus
durch das p130/Rb2 Protein teilweise erhalten eibbh. Trotz zusatzlicher chromosomaler
Veranderungen zeigen die HPDE6c7-Zellen Uber zahkePassagen einen stabilen Karyotyp
und haben sich Uber einen Zeitraum von 6 Monatemaht tumorigen in SCID-Mausen
erwiesen [21]. Auf Grund der beschriebenen Eigesf$eh ist die Zelllinie HPDEG6c7
insgesamt als-vitro-Modell fir benigne Pankreasgangzellen geeignet.

1.3  Apoptose und Funktion der Caspasen

Uberzahlige oder veranderte Zellen werden im leben®rganismus durch Apoptose
(programmierter  Zelltod) beseitigt. Dadurch wird sdaGleichgewicht zwischen
Zellproliferation und Zelltod erhalten. Apoptosd &in aktiver, genetisch determinierter

Prozess, der zum Absterben von Einzelzellen meistene begleitende Entziindungsreaktion



fuhrt. Verschiedene Krankheiten beruhen auf einesfekt im Apoptoseprogramm. So sind
neurodegenerative Erkrankungen mit einer gesteigekpoptose verbunden, die Entstehung
von Neoplasien wird hingegen durch eine vermindefjgoptose, u.a. durch einen
umfassenden Schutz vor Apoptoseinduktion, begUir&ud.

Ist die Apoptose initiiert, externalisiert die Zelkundchst Phosphatidylserin. Dies befindet
sich normalerweise an der Innenseite der Zellmemlorad dient auf der Auf3enseite als
Apoptosesignal. In Folge kommt es zur ZellschrumpgfuAusstilpung der anfangs intakten
Zellmembran sowie zur Kondensation und Fragmenigemes Kernchromatins. Schlief3lich
werden membranbegrenzte und Phosphatidylserin-eréekiVesikel abgeschnirt, von
phagozytierenden Zellen erkannt und phagozytiéi [2

Kernstlick der Apoptose ist ein kaskadenartig adtbares System von Caspasen. Diese
Proteasen haben Cystein im aktiven Zentrum undespalach Aspartat (Cysteinyl-Aspartat
spezifische Protease, Caspase). Caspasen werdemastives Zymogen (Procaspase)
exprimiert. Sie bestehen aus einer Prodoméane, sewier grof3en und einer kleineren
Untereinheit und erhalten durch proteolytische ®ipgl ihre aktive Form. Die Halfte der
vierzehn Saugetier-Caspasen ist an der Apoptoseliget Dabei werden Initiator- und
Effektorcaspasen unterschieden. Die Initiatorcaapg€aspasen 2, 8, 9, und 10) besitzen
eine lange Prodomane, die Sequenzen enthalt, ilnsredmit Adapterproteinen interagieren
oder andere Caspasen aktivieren kbnnen. Fernaigerfsie Uber autokatalytische Aktivitat.
Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6 und 7) hingegegnhagihe kurze Prodomane und kdénnen
nur durch andere Caspasen aktiviert werden [26].

Apoptose kann auf unterschiedlichen Wegen initiiestden, wobei die beiden folgenden, der
extrinsische und der intrinsische Weg, am bestesthyeeben sind. Der extrinsische Weg
(Apoptosetyp I) fuhrt Uber die extrazellulare Bimgwon Todessignalen an Todesrezeptoren,
der intrinsische Weg (Apoptosetyp II) Gber die aagllular lokalisierten Mitochondrien.
Auch bei Todesrezeptor-vermittelter Apoptose spidMitochondrien zur Signalverstarkung
eine Rolle. Todesrezeptoren gehodren zur TNF-Reréamilie. Diese ist durch ihre
intrazellulare Todesdomane charakterisiert. Solhafhnden aus der TNF-Familie an die
membranstandigen Todesrezeptoren wie Fas-Rezapdof MFu-Rezeptor binden, rekrutiert
die Todesdomane ein intrazellulares Adapterprotdas zusammen mit der Procaspase 8
einen Todessignal-induzierenden Komplex bildefTyp I-Zellen reicht die am Todessignal-
induzierenden Komplex aktivierte Menge an Caspases3 um gentgend Effektorcaspasen
zu aktivieren und damit die Apoptose zu initiierefiyp IlI-Zellen, zu denen auch

Pankreaszellen gehdren, benoétigen zur Amplifikaties Signals zusétzlich Mitochondrien



[27]. Mitochondrien werden Uber Bid-Protein, ein@moapoptotischen Mitglied der Bcl-2-
Familie, aktiviert. Bid wird von Caspase 8 gespalted transloziert in das Mitochondrium.
Dadurch wird Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium is dgtoplasma freigesetzt, wo es mit
Apaf-1, ATP und Procaspase 9 das Apoptosom bildietim Apoptosom aktivierte Caspase
9 prozessiert die Effektorcaspasen 3, 6 und 7. Bilektorcaspasen aktivieren sich
gegenseitig und starten damit eine Kaskade von &asp Schliellich fuhrt die Spaltung
zellularer Substrate durch die Effektorcaspasenden typischen Veradnderungen einer
apoptotischen Zelle. Bei intrazellularen Apoptogealen wie Zellschadigung durch
Zytostatika, Entzug von Wachstumsfaktoren oder Wtrtles Kontaktes zur extrazelluléaren
Matrix wird die Apoptose durch direkte Freisetzwmgn Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien
initiiert. Dabei unterliegt die Cytochrom c-Frezaghg der Regulation von Proteinen aus der
Bcl-2-Familie [28, 29].

1.4 Zytostatika-induzierte Apoptose und Apoptoseresistez in Tumorzellen

Zytostatika l6sen in ihren Zielzellen Apoptose aDabei verlauft die Zytostatika-induzierte
Apoptose abhangig vom Zelltyp und Zytostatikum Uloen extrinsischen oder den
intrinsischen Apoptose-Signalweg. Die Mehrheit dé&ytostatika induziert jedoch den
intrinsischen, mitochondrialen Signalweg [30].

Auf unterschiedliche Weise kdnnen sich Tumorzetlen Zytostatikawirkung entziehen. So
kann beispielsweise die Aufnahme des Zytostatikumise Tumorzelle vermindert sowie der
Metabolismus oder die Elimination des Zytostatikugesteigert sein. Auch eine verstarkte
Reparatur Zytostatika-geschadigter DNA oder einumsten der Tumorzelle deregulierter
Zellzyklus verringern die Zytostatikawirkung [31, ]32Neiterhin stellt der Schutz vor
Zytostatika-induzierter Apoptose einen wichtigen ddl@nismus dar, Uber den sich
Tumorzellen der Wirkung von Zytostatika entzieheBiese Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika (= Chemoresistenz) kann u.ahdeiree verminderte Aktivierung oder
eine veranderte Regulation der Caspasen bedingt E&ie verminderte Aktivierung der
Caspasen Uber den extrinsischen Signalweg entdieispielsweise durch Expression
|6slicher Todesrezeptoren, durch Herunterregulanembranstandiger Todesrezeptoren oder
durch Mutation von Todesrezeptor-Genen mit naclkfolgm Funktionsverlust des
Todesrezeptors [33, 34]. Eine verstarkte Expressioiapoptotischer Molekile oder eine
verringerte Expression proapoptotischer Molekilertfidbenfalls zu einer reduzierten

Caspaseaktivitat. So wird die Bindung und Aktivigguvon Procaspase 8 am Todessignal-



induzierenden Komplex durch das antiapoptotischeekdl FLIP blockiert. Mutationen des
proapoptotischen Bax-Proteins, das Cytochrom cdmms Mitochondrium freisetzt, sowie
Hochregulation der antiapoptotischen Proteine Bcir2l Bcl-x, die die Aktivierung und
Translokation von Bax ins Mitochondrium hemmen, hiedern die Initierung des
mitochondrialen Signalwegs [24]. Bereits aktivie@aspasen kdnnen beispielsweise durch
vermehrte Expression von Proteinen der IAP-Famobler durch Stickstoffmonoxid (NO)

Uber eine verstarkte S-Nitrolysierung inhibiert desm [35, 36].

1.5 Einfluss der epigenetischen Regulation der Caapenexpression auf die
Apoptoseresistenz

Ursache der Apoptoseresistenz von Tumorzellen kaemer eine verminderte
Caspasenexpression sein. Neben der posttranslatioR&gulation der Caspasenexpression
durch Proteine der IAP-Familie (XIAP und clAPs) [3] sind nach neueren Erkenntnissen
auch epigenetische Mechanismen beteiligt. Neben Heston-Acetylierung und -
Methylierung umfassen diese Mechanismen reversiloldr. nicht durch Mutationen bedingte
— Modifikationen der DNA selbst, die u.a. zu ein@rminderten Expression von Genen
fuhren. Eine haufige epigenetische Modifikation deNA ist die Hypermethylierung
bestimmter DNA-Abschnitte. Dabei wird durch Metleyling der DNA die Genexpression
ohne Veranderung der Nukleotidsequenz reguliere [ethylierung erfolgt postreplikativ
und wird durch DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) vettait. Von den fiinf beim Menschen
bekannten DNMTs sind die DNMT1, welche das Methvigsmuster wahrend der
Replikation weitergibt, sowie die DNMT3 A und B a@le novo Methyltransferasen die bisher
am besten untersuchten [38]. Die Methylierung etf@n beiden komplementdren DNA-
Strangen am Cytosin des Dinukleotids CpG (Cytosiosphtidyl-Guanosin). Etwa 70-80%
aller CpG-Sequenzen des menschlichen Genoms sitiyliee [39]. Unmethylierte CpG-
Sequenzen sind vorwiegend in Abschnitten mit eartebhten CpG-Haufigkeit, sogenannten
CpG-Inseln lokalisiert. Diese liegen bevorzugt imromotorbereich von Genen.
Hypermethylierung dieser CpG-Inseln sind mit deanskriptionellen Inaktivierung der
betroffenen Gene, dem sogenanngeme silencingassoziiert [40]. Besonders in Tumoren
sind eine Reihe von Wachstum regulierenden Genegnegene silencingunterzogen, so
dass z.B. auch die Expression von Tumorsuppressengeie p18“** oder Rb hiervon

haufig betroffen ist. Desweiteren wurde inzwischem gene silencingauch von



Caspasegenen fir verschiedene Tumorzelllinien wmdofgewebe beschrieben [41-44], was
entsprechend zu einer verminderten Apoptosefahifkieit.

Auf Grund dieser vielfaltigen Modulation von Prelifition und Apoptose spielt die DNA-

CpG-Methylierung eine bedeutende Rolle in der Hnstg und Progression von Tumoren
[45], u.a. auch in PDAC-Primartumoren und deredliedn [46]. Entsprechend exprimieren

PDAC, aber auch andere Tumoren vermehrt DNMT1, BAB [47, 48].

1.6  Einfluss des Transkriptionsfaktors Statl auf d@ Caspasenexpression und

Apoptoseresistenz

In vielen Tumoren sind die Transkriptionsfaktoraat$, 3 und 5 konstitutiv exprimiert [49-
53], wobei in Plattenepithelkarzinomen eine verreiel Expression von Statl gefunden
wurde [54].

STAT-Proteine $ignal Transducers and Activators of Transcripfiemd an nahezu jedem
Zytokin-abhangigen Signalweg beteiligt. Ihre Fuaktiiegt vor allem in der Regulation von
Genen, die der Zellzykluskontrolle, Zelldifferenzieg und der Apoptose dienen [55]. Im
Zytoplasma werden die STAT-Proteine durch Tyrodnedphorylierung aktiviert. Meist
geschieht dies durch Zytokinrezeptor-assoziierteaken (Januskinase, JAK) oder durch
Wachstumsfaktor-assoziierte Kinasen. Daneben weddeSTAT-Proteine auch von nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen wie Abl oder Scr phospheryl[56]. Nach Phosphorylierung
kommt es zur Homo— oder Heterodimerisierung der 5PAoteine. Die aktivierten Dimere
translozieren in den Kern, um dort als Transkripgfaktoren zu wirken.

Bei Saugetieren besteht die STAT-Proteinfamilie @&is 7 Mitgliedern Statl, 2, 3, 4, 5a, 5b
und 6. Wahrend Stat3 und 5 die Zellzyklusprogressmwie die zellulare Transformation zu
fordern scheinen und als Tumorpromotoren gelteh, Statl an der Vermittlung von
Zellzyklusarrest beteiligt. Neben dieser antipmtitiven Funktion kann Statl proapoptotisch
wirken und wird daher als Tumorsuppressor angesg#mn6, 57].

Bei verschiedenen Tumorerkrankungen ist eine eehBRpression des Transkriptionsfaktors
Statl mit einer besseren Prognose flr die Patiegsoziiert [54, 58, 59]. Weiterhin ist Statl
ein wichtiger Transkriptionsfaktor fur die Regutatiund Expression von Caspasen [60, 61].
Entsprechend kann auch das Fehlen von transkrgltiaktivem Statl zu einer verminderten

Caspasenexpression fuhren [62, 63].
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1.7  Fragestellung der Arbeit

Das PDAC hat die schlechteste Prognose aller gamgstinalen Tumoren. Durch das
fortgeschrittene Krankheitsstadium bei Diagnose dredausgepragte Resistenz gegenuber
Zytostatika ist die Behandlung erschwert. Dabei ®&me sowohl die Akkumulation
genetischer Mutationen als auch der Einfluss degalmenden Stromazellen (im PDAC vor
allem Myofibroblasten) zur malignen Transformatidier pankreatischen Gangzelle zur
Karzinomzelle beizutragen. Ziel dieser Arbeit warzei untersuchen, welche Veranderungen
pankreatische duktale Gangzellen, d.h. noch urfoangrte Zellen, in Gegenwart von
Myofibroblasten erfahren und wie diese Verdnderanger intrinsischen Chemoresistenz
beitragen.

Als in-vitro Modell fur nicht-neoplastische Pankreasgangemtileln wurde die aus
benignem, humanem Pankreasgewebe isolierte ZelHRDE6c7 verwendet. Die HPDEGc7-
Zellen wurden bis zu sechs Wochen in Monokultur padallel dazu in Cokultur mit murinen
Pankreasmyofibroblasten in einem Transwell-Cokaitsiem kultiviert. Folgende Parameter

wurden untersucht:

1. Sensitivitat der mono- und cokultivierten HPDE&ellen gegenuber
Zytostatikabehandlung mit Etoposid bzw. Gemcitabine

2. Expression der Procaspasen 8, 9, 3 und 7 in momd cokultivierten HPDE6cC7-
Zellen

3. Einfluss des DNA-Methylierungsinhibitors 5-Azadgcytidin auf die Expression der
Procaspasen 8, 9, 3 und 7 und die Chemoresistemaomo- und cokultivierten
HPDEG6c7-Zellen

4. Expression von Statl und DNMT1 sowie deren Hs¥l auf die Expression der
Procaspasen 8, 9, 3 und 7 und die Chemoresistemaomo- und cokultivierten
HPDEG6c7-Zellen
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2. Material

2.1 Isolierung und Expansion muriner Pankreasmyofibrobbsten

Brutschrank CQ@Incubator BBD 6220 Heraeus Instruments, Hanau
Calciumchlorid-Lésung 10 mM Sigma-Aldrich Chenmiidéiinchen
Kaniile Sterican 24 gauge, 0,55x22 fnim B. Braun, Melsungen
Mausstamm C57 BL/6 Harlan-Winkelmann, Borchen
Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Tiefe Omnilab, Hamburg

PBS steril PAA Laboratories, Célbe
Rohrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt, Numbrecht

SBTI Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Spritze 1ml Becton Dickinson, Heidelberg
Sterilbank Kendro, Langenselbold
Trypsin/EDTA 1x PAA Laboratories, Cdlbe
Zellkulturflasche 75 cf Sarstedt, Niimbrecht
Zellkulturpetrischale 10 cm Sarstedt, Numbrecht

Zellsieb Nylon 10Qum Porengrol3e Becton Dickinson, Heidelberg
Zellschaber Sarstedt, Numbrecht
Zentrifuge Labofuge Function Line 400 Heraus nstents, Hanau

2.2 Immunzytochemische Charakterisierung der murinen Pakreasmyofibroblasten

BSA Serva, Heidelberg
Deckglaschen Menzel Glaser, Braunschweig
Kaisers Glyceringelatine Merck, Darmstadt

Mayers Hamalaunlésung Merck, Darmstadt

Methanol 100% Merck, Darmstadt

PBS PAA Laboratories, Colbe
SuperFrost Objekttrager Menzel Glaser, Braunsaiw

6-Well-Platte Sarstedt, NUmbrecht
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Primarantikorper Spezies/Isotyp/Klon Hersteller

anti-e-SMA Maus/IgG2a/1A4 Sigma-Aldrich Chemie, Miinche
anti-Desmin Kaninchen/polyklonal Sigma-Aldrich ChiepMunchen
anti-Vimentin Ziege/polyklonal Sigma-Aldrich Chemidiinchen

Sekundarantikdrper und Detektionssysteme Hersteller

Biotin-SP-konjugiertes Esel-anti-Ziege 1gG

Hamburg

Jackson ImmunoResearch Laboratories tiber Diano

Biotin-SP-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen 1gG

Hamburg

kiEm ImmunoResearch Laboratories Uiber Diano

a,

EnVision System anti-Maus

DAKO Diagnostika, Hamburg

Peroxidase-konjugiertes Streptavidin

Hamburg

Jackson ImmResearch Laboratories iiber Dianova,

Peroxidase Substrat Kit DAB

Vector Laboratoriesridlexis, Griinwald

2.3  Humane Pankreatische Duktale EpithelzelllinieHPDE6c7-Zelllinie)

Spezies

Name

Herkunft

Referenz

human

HPDEG6c7 benignes

Pankreasgangepithel

Ming-Sound Tsao,
Universitat Toronto

2.4  Zellkultur

2.4.1 Medien und Medienzusatze

DMEM low glucose Medium

EGF

FCS

Gentamicin 10Qug/ml
HEPES-Puffer 1 M
Keratinozyten-SFM
L-Glutamin 200 mM

Penicillin-Streptomycin 100 U/ml, 1Q@y/ml

Rinderhypophysenextrakt

RPMI 1640 Medium

PAA Laboratories, Cdlbe
Life Technologies, Eggenstein

Biochrom, Berlin

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
PAA Laboratories, Cdlbe

Biochrom, Berlin

Life Technologies, Eggein
PAA Laboratories, Colbe
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2.4.2 Sonstige Materialien und Gerate fur die Zellkultur

Brutschrank CQ@Incubator BBD 6220 Heraeus Instruments, Hanau
DMSO Sigma-Aldrich, Minchen
Ethanol 70%, vergallt Walter, Kiel
Einkanal-Pipetten 10I, 20 ul, 200pl, 1000l Gilson International, Bad Camberg
Gasbrenner Integra Biosciences, Schweiz
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena

Minishaker MS 2 IKA Werke, Staufen
Pasteurpipette Glas 230 mm Assistent, Sondheim
Reaktionsgefald 1,5 ml Sarstedt. Numbrecht
Reaktionsgefald 2 ml Eppendorf, Hamburg
Pipet-Boy Integra Biosciences, Schweiz
Pipettenspitzen 101, 200 ul, 1000l Sarstedt, Numbrecht

Rohrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt, Numbrecht
Sterilbank Kendro, Langenselbold
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Sarstedmbrecht
Transwelleinsatz Corning Costar, Bodenheim

Transwell Clear Polyester Membrane,

24 mm Durchmesser, 0,4 um Porengréi3e

Trypsin/EDTA 1x PAA Laboratories, Cdlbe
6-Well-Platte Corning Costar, Bodenheim
Zellkulturflasche 75 cf Sarstedt, Numbrecht
Zellschaber Sarstedt, Nimbrecht
Zentrifuge Labofuge Function Line 400 Heraeusrimsents, Hanau

2.4.3 Substanzen fur die Behandlung der Zellen

5-Azadeoxycytidin Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Etoposid Bristol-Myers Squib, Minchen
Gemcitabine Lilly Deutschland GmbH, Bad Hontpur
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2.5 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer GalaxyArgon Plus
Software FLOMAX

DakoCytomatldamburg
DakoCytomation, Hamburg

2.5.1 Detektion vona-SMA und Cytokeratin 18 mittels FACS

BSA

Glycin

Natriumchlorid

PBS

PFA

Saponin

Tris Base

Trypsin/EDTA 1x

Zentrifuge Labofuge Function Line 400

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Mallinckrodt Baker, Niederlande
PAA Laboratories, Colbe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biomol, Hamburg

PAA Laboratories, Colbe

Heraeusrlmsents, Hanau

Antikérper-Konjugat Spezies/Isotyp/Klon Herkunft
anti-a-SMA-Cy3 Maus/IgG2a/1A4 Sigma-Aldrich Chemie,Miinohe
anti-Cytokeratin 18-FITC Maus/IgG1/Ks18.04 Acristhodies, Hiddenhausen

2.5.2 Apoptoseanalyse mittels AnnexinV-FITC/PI-Farbung

AnnexinV Binding Buffer 1x
AnnexinV-FITC

Dead Cell Discriminator (P1)

PBS

Rohrchen 3,5 ml; 15 ml

Sheath Puffer

Trypsin/EDTA 1x

6-Well-Platte

Zentrifuge Labofuge Function Line 400

Becton Dickinson, Hieilberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Caltag Laboratorigemburg

PAA Laboratories, Colbe
Sarstedt, Numbrecht
DakoCytomation, Hamburg

PAA Laboratories, Colbe

Corning Costar, Bodenheim

Heraeusrlmsents, Hanau
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2.6 Caspase-3/-7-Assay

Caspase-GI8/7 Assay

Luminometer Micro Lumat Plus

PBS

Roéhrchen 15 mi

Transferpipette 3,5 ml

Trypsin/EDTA 1x

96-Well-Platte weild ummantelt
Zentrifuge Labofuge Function Line 400

2.7 Proteintechniken

2.7.1 Herstellung von Kernextrakten

Aprotinin

DTT

EDTA

HEPES-Puffer 1 M
Kaliumchlorid
Natriumchlorid

PBS

PMSF
Reaktionsgefald 1,5 ml
Schittler Tumbling Table
Zellschaber

Zentrifuge Labofuge Function Line 400

2.7.2 Herstellung von Ganzzelllysaten

Glycerol
Reaktionsgefald 1,5 ml
SDS

Sonicator Sonopuls

Promega, Mannheim
Berthold TechnolagiBad Wildbad
PAA Laboratories, Colbe
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
PAA Laboratories, Colbe
Falcon tber BD Bieaces, Hamburg
Heraeusrlmsents, Hanau

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie, Mlinchen
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Niederlande
PAA Laboratories, Colbe
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sarstedt. Numbrecht
Biometra, Gottingen
Sarstedt, Numbrecht
Heraeusrlmsents, Hanau

Sigma-Aldrich Chemie, Mlinchen
Sarstedt, Numbrecht
Biomol, Hamburg

Bandelin, Berlin
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Thermomixer 5436
Tris Base
Zellschaber

Zentrifuge Labofuge Function Line 400

Eppendorf, Hamburg
Biomol, Hamburg
Sarstedt, Niumbrecht

Heraeusrlmsents, Hanau

2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz

BSA
DC-Protein-Assay
Microtest Plate 96-Well
Photometer Opsys MR

Software Revelation QuickLink

Serva, Heidelberg
Bio-Rad Laboratories, Munchen
Sarstedt, Numbrecht
Dynex Technologies, USA
Dynex TechnologidSA

2.7.4 Einstellen des Proteingehalts der Proben

Aprotinin
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
DTT

EDTA

Glycerol
HEPES-Puffer 1 M
Kaliumchlorid
Natriumchlorid
PMSF

SDS

Tris Base

2.7.5 SDS-Gelelektrophorese

Elektrophoresekammer XCell SureLock
Glycin

MultiMark Multi-Colored Standard 1x
Netzgerat Standard Power Pack P25

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Mlinchen
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg

Invitrogenrlgahe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karuhe
Biometra, rig@thi
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Prestained SDS-Page Standards Low Range
ProGel-Tris-Glycin-Gel 4-20%
SDS

Tris Base

2.7.6 Western Blot

6-Aminocapronsaure

Blotkammer Fastblot

Filterpapier Whatman 3MM

Methanol 100%

Natriumchlorid

Netzgerat Standard Power Pack P25
Transfermembran Immobilon-PVDF
Tris Base

Tween 20

2.7.7 Immunnachweis der Proteine
BSA

ChemiDoc XRS

LumiGlo Lésung

Magermilchpulver

Natriumchlorid

Schittler Tumbling Table

Software Quantity One

SuperSignal West Dura

Tris Base

Tween 20

Bio-Raatataries, Minchen
Anamed, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie, Mumche
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Merck, Darmstadt
Mallinckrodt Baker, Niederlande

Biometra, rig@thi
Millipore, USA
Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Serva, Heidelberg
Bio-Rad Laboratories, Munchen
Cell Signaling, Frankfurt am Mai
Roth, Karlsruhe
Mallinckrodt Baker, Niederlande
Biometra, Gottingen
Bio-Rad Laboratories, Mierc
Pierce Perbio SciencenBon
Biomol , Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
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Primarantikorper

Spezies/Isotyp/Klon

Hersteller

anti-Caspase 3

Kaninchen/polyklonal

Cell Signalirgnkfurt a. M.

anti-Caspase 7

Kaninchen/polyklonal

Cell Signalirgnkfurt a. M.

anti-Caspase 8

Maus/monoklonal/1C12

Cell Signakmgnkfurt a. M.

anti-Caspase 9

Kaninchen/polyklonal

Cell Signalfgnkfurt a. M.

anti-Carbonanhydrase |l

Kaninchen/polyklonal

ChamiMillipore, Schwalbach

anti-DNMT1

Ziege/polyklonal N-16

Santa Cruz, Heloeg

anti-E-Cadherin

Kaninchen/polyklonal

Cell Signalifgankfurt a. M.

anti-HSP 9Quw/B

Kaninchen/polyklonal H-114

Santa Cruz, Heidelberg

anti-SP100 (PEP2)

Kaninchen/polyklonal

Santa Grgddelberg

anti-STAT1

Kaninchen/monoklonal/42H3

Cell Signaliagnkfurt a. M.

anti-Vimentin

Maus/IgG1/V9

Santa Cruz, Heidelberg

Sekundarantikdrper

Spezies/Isotyp

Hersteller

anti-Kaninchen-HRP

Ziege/lgG polyklonal

Cell SignglFrankfurt am Main

anti-Maus-HRP

Pferd/IgG polyklonal

Cell SignalinggRkfurt am Main

anti-Ziege-HRP

Esel/lgG polyklonal

Santa Cruz, ederg

2.8 RNA-Techniken

2.8.1 RNA-Isolierung

B-Mercaptoethanol

Ethanol 70%, 100%
Mikrozentrifuge Biofuge fresco
PBS

Photometer GeneQuant Il
QIlAshredder
Ribonuklease-freies Wasser
RNeasy Mini Kit

Zellschaber

Zentrifuge Labofuge Function Line 400

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Heraeus Instrunsehtanau
PAA Laboratories, Colbe

Pharmacia Biotech, brgib
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sarstedt, Numbrecht

Heraeusrlimsents, Hanau
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2.8.2 Herstellung von cDNA

dATP
dCTP
dGTP
dTTP

M-MLV-5x First Strand Buffer
M-MLV-Reverse Transkriptase
Oligo (dT) 15 Primer
Ribonuklease-freies Wasser
RNAsin RNase Inhibitor
Thermomixer 5436

Tischzentrifuge PicoFuge

2.8.3 Echtzeit-

PCR

Adhesive PCR Film Clear
IQ SYBR Green Supermix

Ribonuklease-freies Wasser

Software iCycler iQ Optical System

Thermocycler iCycler MyiQ,

Roche Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Applied Biosystems, Weiterstadt
Invitrogen, Karlsreh

Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim
Eppendorf, Hamburg

Stratagene, Amsterddiederlande

Abgene, Hamburg
Bio-Rad Laboratories, Bhign
Qiagen, Hilden
Bio-Rad Laliorges, Miinchen
Bio-Rad Laboratoriééiinchen

Single ColorReal-Time PCR Detection System
96-Well PCR-Platten

Corning Costar, Bodenheim

Primer

Vorwartsprimer, Ruckwartsprimer, Hersteller

B-Aktin-Primer

Vorwartsprimer '3

Ruckwartsprimer 57;

Hersteller:

CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACATCT GC
ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC AATAG CTG CG
BD Biosciences Clontech, Heidelberg

Caspase 3-Primer

Vorwartsprimer 3

Ruckwartsprimer 57;

Hersteller:

TGC CAC AGT CCAGTTCTGTACC
TGG TAC AGATGT CGATGC AGC

Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostiv&rtrieb, Eching

Caspase 7-Primer

Vorwartsprimer 3

Rickwartsprimer 5”;

Hersteller:

CATCTTTGT CTGTTCCGTTTC GAAC
CTACCG CCG TGG GAACGATG

Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostiv&rtrieb, Eching
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Caspase 8-Primer

Vorwartsprimer 3
Ruckwartsprimer %

Hersteller:

TGT GAA AGT AGG CTG AGG CAT CTG
TGA GCT GAC ATCTCAGTT CACTGT

Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostiv&rtrieb, Eching

Caspase 9-Primer

Vorwartsprimer 3

Ruckwartsprimer 57;

Hersteller:

CTG GCT CGG GGT TAC TGC CAG
GGC TGT CTA CGG CAC AGA TGG

Maxim Biotech Inc./Biozol Diagnostiv&rtrieb, Eching

Statl-Primer

Ruckwartsprimer 57;

Rickwartsprimer 5”;

Hersteller:

AAG GTG GCA GGA TGT CTC GTG
TGGTCTCGT GTTCTTCTGTTC TG

Biometra, Gottingen

2.9

Transfektion

Effectene Transfection Reagent

HiPerFect Transfection Reagent
pcDNA3.1 Kontrollplasmid

Statl-Plasmid

Stealth DNMTL1 siRNA
Stealth RNAIi Negative Control

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
selbst hergestellt durch
Klonierung

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlbeu

PCR-basiert
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3. Methoden

3.1 Isolierung und Expansion muriner Pankreasmyofibrobhsten

Die in der Cokultur verwendeten Pankreasmyofibrsigla wurden aus Pankreata von
weiblichen Mausen des Stammes C 57 BL/6 isoliert.

Zunachst wurden die Tiere mit G@arkotisiert und durch Genickbruch getétet. Mitnl
Spritzen und 24 gauge Kanulen wurde Blut aus demédteder Mause entnommen und durch
Zentrifugation des geronnenen Blutes das Serum gssvorDie Pankreata wurden entfernt,
in ein 50 ml Réhrchen mit sterilem PBS un@i Trypsininhibitor SBTI Uberfihrt und auf
Eis gelagert. Portionsweise wurden die Pankreataemem Skalpell in 2x2x2 mtngroRe
Gewebestlucke zerschnitten. Auf einer Kulturpetrischairden in einem Abstand von 1 cm
je 1ul 10mM CaCj-Lésung und Jul murines Serum zu einem Tropfen vermengt. Auf fede
Tropfen wurde ein Gewebestick aufgebracht. In deigehden 30-minltigen
Koagulationszeit verband sich das Gewebestick fest dem Untergrund. Jede
Kulturpetrischale wurde anschlie3end mit 12 ml Exgp@nsmedium, bestehend aus DMEM
low glucose, 20% FCS, 1% L-Glutamin, 1% Penicifitreptomycin, 0,2% Gentamicin und
1% Hepes-Puffer befiullt und bei 37°C, 5% g~&mosphare und 85% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Ein Mediumwechsel mit Expansionsmediutfolgte zweimal wochentlich.

Waren nach etwa 3 Wochen genug Pankreasmyofibteblasus den Gewebestlicken
migriert, wurde das Expansionsmedium abgesaugZeallen einmal mit PBS gewaschen und
mit 5 ml Trypsin/EDTA sowie mit Hilfe eines Zellsabers vom Untergrund geldst. Die
Suspension aus Pankreasmyofibroblasten und Gewiekest wurde durch ein Zellsieb
gegeben und die durchgefilterten Pankreasmyofibsdéh 10 Minuten bei 1200 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, daié? in Medium resuspendiert und die
Pankreasmyofibroblasten in einer Neubauer Zahlkangemahlt. 5x10Zellen wurden fiir die
weitere Expansion in 10 ml Medium mit einem FCS€lntvon 20% in eine 75 cm3
Zellkulturflasche ausgesat und kultiviert. Fur dieitere Verwendung in Versuchen wurden
die Pankreasmyofibroblasten in Medium mit einem FA&eil von 10% kultiviert.
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3.2  Immunzytochemische Charakterisierung der murine Pankreasmyofibroblasten

Vor der Cokultivierung mit der Zellinie HPDE6c7 vder der myofibroblastische Phéanotyp
der isolierten Pankreasmyofibroblasten durch Anfagovono-SMA, Vimentin und Desmin
bestimmt.

In jedem Well einer 6-Well-Platte wurden auf einemanden Deckglaschen 1x10
Pankreasmyofibroblasten in 2 ml Fibroblastenmedi@ausgesat. Nach 24-stiindiger
Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Washsnal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden durch Uberschichten mit eiskaltem%Q@ethanol fur 10 Minuten bei -20°C
auf den Deckglaschen fixiert. Nach erneutem Wasah@&nPBS folgte eine 30-mindtige
Blockierung in 4% BSA in PBS in einer Feuchtkamniei Raumtemperatur. Vor der
Inkubation mit den Erstantikbrpern wurde einmaligdu zwischen den folgenden
Antikorperinkubationen 3x5 Minuten mit PBS gewasthe

Alle Erstantikbrper wurden in 4% BSA in PBS verdtjnfir die a-SMA-Farbung im
Verhaltnis 1:500, fur die Vimentin-Farbung 1:400duftir die Desmin-Farbung 1:200. Die
Inkubation mit den Erstantikbrpern erfolgte bei 4%=r Nacht. Als Zweitreagenz fur die
SMA-Farbung diente ein Tropfen EnVision Konjugat tidiaus-Peroxidase. Die
Vimentinfarbung und die Desminfarbung wurden mibtBi-gekoppelten, 1:200 in PBS
verdinnten Zweitantikdrpern inkubiert. Fir die Vimiafarbung wurde ein Esel-anti-Ziege-
Zweitantikorper und fir die Desminfarbung ein Ziegdgi-Kaninchen-Zweitantikdrper
benutzt. Die Inkubation mit allen Zweitreagenziemfolgte fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Préparate mit Biotin-gekoppekatikorpern wurden dann fur 45
Minuten mit 1:500 in PBS verdiinnter StreptavidimgX@ase inkubiert und 3x5 Minuten mit
PBS gewaschen. Parallel dazu wurden Kontrollfareandurchgefuhrt, die nur mit den
Zweitantikérpern inkubiert wurden. Zur Kontrollerd8pezifitdt dern-SMA-Farbung wurde
die Farbung nur mit einem Maus-lg&Rontroll-Antikbrper durchgefuhrt.  Alle
Kontrollfarbungen zeigten keine bzw. nur eine satiwache Farbung.

Die Substratreaktion fir Peroxidase wurde mit deemofidase Substrat Kit DAB nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. AnschlieRend wurdke Praparate 10 Minuten in
Leitungswasser gewaschen. Es folgte die 1-mini€g@afarbung in 1:2 in Wasser verdunnter
Hamalaunlésung und das 15-mindtige Blauen der @eikk unter flielRendem Leitungswasser.
Zuletzt wurden die Deckglaschen mit angewéarmter c&ipgelatine bedeckt und auf

Objekttragern befestigt.



23

Antikdérper und Detektionssysteme fir die immunzytotiemische Charakterisierung der murinen
Pankreasmyofibroblasten

Primédrantikbrper |Blockierung |Anwendung | Sekundérantikdrper | Anwendung | Detektionssystem
anti-e-SMA 4% BSAin | 1:500 in 4% EnVision anti-
PBS, RT, BSA in PBS, - - Maus Peroxidase
30 min 4°C, U.N. nach
Herstellerangaber
anti-Vimentin 4% BSA in | 1:400 in 4% | Biotin-SP- 1:200 in Streptavidin-
PBS, RT, BSA in PBS, | konjugiertes Esel- PBS, RT, Peroxidase, 1:500
30 min 4°C, U.N. anti- Ziege 1gG 45 min in PBS, RT,
45 min
anti-Desmin 4% BSA in | 1:200 in 4% | Biotin-SP- 1:200in Streptavidin-
PBS, RT, BSA in PBS, | konjugiertes Ziege- | PBS, RT, Peroxidase, 1:500
30 min 4°C, U.N. anti-Kaninchen IgG | 45 min in PBS, RT,
45 min
3.3 Humane Pankreatische Duktale EpithelzelllinieHPDE6c7-Zelllinie)

Die Zelllinie HPDEG6cC7 ist eine mit dem E6- und dé&n-Gen des humanen Papillomavirus
16 immortalisierte Zelllinie aus humanem, benigrieamkreasgangepithel.

Sie wurde von Ming-Sound Tsao, Ontario Cancer timstiPrincess Margaret Hospital,
University Health Network, und dem Department of didal Biophysics und dem
Department of Laboratory Medicine and Pathobioladgr University of Toronto zur
Verfigung gestellt.

3.4 Zellkultur

3.4.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sterilbashkrchgefihrt. Alle Zelllinien und Zellen
wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% &Begasung und einer Luftfeuchtigkeit von 85%

kultiviert.

3.4.2 Medien und Zusatze

Als Medium fir die Zelllinie HPDE6¢c7 wurde RPMI 1®Medium und Keratinozyten-SFM
5% FCS, 0,5%Glutamin,
Rinderhypophysenextrakt und 5 ng/ml EGF versetizt.die Pankreasmyofibroblasten wurde
DMEM Ilow Glucose (1 g Glucose/l) mit 10% FCS, 1%Glutamin, 1% Penicillin-
Streptomycin, 0,2% Gentamicin und 1% Hepes-Puffgérezt.

zu gleichen Teilen gemischt und mit 50 pg/ml



24

3.4.3 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinie HPDE6c7 und die murinen Pankreasmyafblasten wurden in FCS mit 10%
DMSO in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Fur dikuwturnahme wurden Aliquots bei 37°C
aufgetaut und mit dem entsprechendem Kulturmediersetzt. Die Zellen wurden 5 Minuten
bei 1000 Umdrehungen pro Minute (U/min) abzentigugund der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde in 10 ml des jeweiligen Kulturmexds resuspendiert, die Zellsuspension in
eine 75 cr Zellkulturflasche gegeben und im Brutschrank kaigtit.

Bei einer Zellkonfluenz von 80% wurden die Zellasgagiert. Das Medium wurde aus den
Zellkulturflaschen abgesaugt und die Zellen mit ETrypsin/EDTA fir 5 bis maximal 10
Minuten abgel6st. Mit 5 ml des entsprechenden Koladiums wurde die Reaktion gestoppt
und die Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen GletfiDie Zellen wurden 5 Minuten bei
1500 U/min abzentrifugiert, der Uberstand verwortenl die Zellen in dem entsprechenden
Kulturmedium resuspendiert. Die HPDEG6c7-Zellen drel Pankreasmyofibroblasten wurden
in einem Faktor von 1 zu 3 geteilt. In jede 752chellkulturflasche wurden 10 ml
Kulturmedium vorgelegt, die Zellen neu ausgesat innder Folgezeit zweimal wéchentlich

passagiert.

3.4.4 Cokultur der Zelllinie HPDE6¢7 mit murinen Pankreasmyofibroblasten

Die HPDEG6c7-Zellen wurden Uber einen Zeitraum vandastens einer bis maximal sechs
Wochen in Monokultur und parallel dazu in Cokulmit murinen Pankreasmyofibroblasten
kultiviert. Dadurch waren Mono- und Cozellen zugedZeitpunkt eine identische Zeitspanne
in Kultur. Jede Woche wurden die Zellen passagfért,die Versuche neu ausgesat und
aufgearbeitet. Um gezielt den Einfluss l6slicherktbeen auf den Erwerb eines
chemoresistenten Phanotyps der HPDE6c7-Zellen tarsuthen, wurde fur die Cokultur mit
murinen Pankreasmyofibroblasten ein Transwell-Cioksystem benutzt. In diesem
Kultursystem konnen zwei verschiedene Zellarten gieichen Milieu ohne direkten
Zellkontakt kultiviert werden. Dabei wird je ein dnrswell in ein Well einer 6-Well-Platte
gesetzt, wodurch das 6-Well in ein oberes und etereas Kompartiment geteilt wird. Durch
den Boden des Transwells, der aus einer Membraf,Autm grof3en Mikroporen besteht, ist
ein Austausch loslicher Faktoren, aber kein dineKudl-Zellkontakt moglich.

Die cokultivierten Zellen wurden uUber die Dauer dieaifenden Versuchs aus den

entsprechenden Wells der Cokultur neu ausgesatirDafirden in jedes 6-Well 1x10
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HPDEG6c7-Zellen in 2 ml Kulturmedium gegeben, in ged Transwell 2,5x10
Pankreasmyofibroblasten in 1,5 ml Fibroblastenmediudas Medium in beiden
Kompartimenten wurde 24 Stunden nach Aussaat gewkalrsd nach weiteren 72 Stunden
wurden die Zellen aufgearbeitet oder weiterkultivie

Fur die Passagierung wurden beide Zellkompartimegggennt voneinander mit 1 ml
Trypsin/EDTA pro Transwell bzw. 6-Well abgelost, iMedium aufgenommmen,
zentrifugiert, gezahlt und neu ausgesét. Die Traliswurden in die 6-Wells gesetzt und die
Cokultur parallel fortgefihrt.

Die monokultivierten HPDEG6c7-Zellen wurden tber Biauer eines Versuchsdurchgangs in
Zellkulturflaschen gehalten. Fur die Versuche wardge aus den Zellkulturflaschen in
gleicher Zellzahl in 2 ml HPDE-Medium plus 1,5 nmbfoblastenkulturmedium ausgesat und

unter denselben Bedingungen wie Cozellen kultiviert

3.5  Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

3.5.1 Prinzip der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Die Fluoreszenz-Durchflusszytometriélorescence Activated Cell Sorting, FAGS)eine
Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspensiohder Grundlage von Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften. Dabei werden aus eindisuggension einzelne Zellen
aufgenommen und in einem Flissigkeitsstrom duncbreLaserstrahl geleitet. Das Laserlicht
wird durch die vorbeiflieende Zelle zerstreut wab Vorwartsstreulicht als Maf3 fur die
Grolle, das Seitwartsstreulicht als Mal3 fur die Gleaiidt der Zelle erfasst. Zusétzlich
werden Fluorochrome durch den Laserstrahl zur Ekmanz angeregt. Daraufhin emittieren
diese Licht einer bestimmten Wellenlange. Ist efiele mit einem Fluorochrom markiert,
kann sie anhand des emittierten Lichts detektientden. Durch Verwendung Fluorochrom-
konjugierter Antikdrper konnen sowohl Oberflachergene als auch intrazellulare Proteine
der Zelle markiert werden. Dabei ist das emittiekieht proportional zur Menge an

gebundenen Antikdrpern pro Zelle.
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3.5.2 Detektion vona-Smooth Muscle Actin und Cytokeratin-18 mittels FACS

Durch Detektion von Cytokeratin-18 als Epithel-sfisghem Antigen unda-SMA als
Mesenchymalmarker wurden die HPDE6c7-Zellen im bflusszytometer phanotypisch
charakterisiert.

In einer Zellkulturflasche mit 80% Zellkonfluenz vden die Zellen mit 5 ml Trypsin/EDTA
abgel6st, die Reaktion durch Zugabe von Mediumoggstund die Zellsuspension 5 Minuten
bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurdeesaugt und die Zellen 2x mit PBS
gewaschen. AnschlielBend wurden die Zellen 30 Mmuet 1 ml 2,5% PFA in PBS pro
Pellet unter einem Abzug fixiert. Nach erneuter td&rgation wurden die Zellen in 1 ml
Blockierlésung aus 0,1% BSA und 0,2% Glycin in TBSuspendiert und 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden wiegentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und jeweils mit 10Qul 0,2% Saponin in Blockierlosung fur 30 Minuten BRaumtemperatur
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in je 1 ml Bieddsung erfolgte die Inkubation mit
dem Fluorochrom-markierten Antikérper. Der Cytokiral8-FITC-Antikdrper wurde im
Verhéltnis 1:5 in 0,2% Saponin in Blockierlésunggasetzt, det-SMA-Cy3-Antikérper im
Verhéltnis 1:400 in 0,2% Saponin in BlockierlosunBro Ansatz wurden 10Qu
Antikorperlosung verwendet und 1 Stunde bei Raumpggatur inkubiert. Fir die
unbehandelten Proben wurden 1Q0 0,2% Saponin in Blockierlésung eingesetzt.
Anschliel3end wurden die Proben dreimal in Blockguhg gewaschen. Nach dem letzten
Waschgang wurde jede Probe in 1 ml PBS resuspéndigal schliel3lich mit dem
GalaxyArgon Plus-Durchflusszytometer unter GebradmhFlomax Software analysiert.

TBS

20 mM Tris Base
140 mM NacCl

ad 1000 ml HOpjgest.
pH 7,6
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3.5.3 Apoptoseanalyse mittels FACS

3.5.3.1Detektion apoptotischer Zellen durch AnnexinV-FITCund PI

In der lebenden Zelle befindet sich Phosphatidilsan der Innenseite der Zellmembran,
wéahrend des apoptotischen Zelltods wird es jedotldia Aul3enseite loziert. AnnexinV
bindet an Phosphatidylserin und kann durch Markigrumit dem Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) durchflusszytonsetni detektiert werden. Parallel werden
die Zellen mit dem interkalierenden Fluoreszendtoth Propidiumiodid (PI) gefarbt. Dieser
dringt nur in Zellen mit defekter Zellmembran, algmitapoptotische und nekrotische Zellen

ein. Nekrotische Zellen werden jedoch nur durcmRht aber durch AnnexinV gefarbt.

3.5.3.2Durchfiuhrung

Die HPDEG6c7-Zellen wurden 22 h vor der Aufarbeitung 20 ug/ml Etoposid oder mit 5
ug/ml Gemcitabine stimuliert. Zur Aufarbeitung wundeunachst bei den cokultivierten
Zellen die Transwells mit den Myofibroblasten verfeor Danach wurde das Medium aus
den Wells der mono- und cokultivierten Zellen in db Rohrchen Uberfihrt. Die Wells
wurden einmal mit PBS gespult und die Zellen miml Trypsin/EDTA abgelost. Die
abgeldsten Zellen wurden dann zu dem bereits gmtiden Uberstand in das 15 ml Réhrchen
gegeben. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 1500 U/m@ntrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und mit 5 ml PBS gewaschen. Nach erngetdrifugation und Verwerfen des
Uberstands wurde in jedes Réhrchen gDOx Annexin Binding Buffer, jul AnnexinV und 5

ul P1 gegeben. Anschlieend wurde 20 Minuten beinRamperatur im Dunkeln inkubiert. 1
ml Sheath Puffer wurde in jedes FACS-Ro6hrchen Jverge100ul Probe im Sheath Puffer

resuspendiert und die durchflusszytometrische Magdurnchgefihrt.

3.6 Caspase-3/-7-Assay

Neben der Bestimmung AnnexinV-positiver Zellen wairdls weiterer Parameter fir
Apoptose die Aktivitat der Caspasen 3 und 7 in rair@aspase-3/-7-Assay gemessen. Sind
die Zellen apoptotisch, weisen sie eine erhéhtevAlt der Caspasen auf. Nach Zugabe des

Assaysubstrats wird durch dessen Caspase-abhéaBgigkung Luciferin frei und in der



28

nachfolgenden Luciferase-Reaktion umgesetzt. Dabeidamittierte Licht wird im
Luminometer gemessen.

Mono- und cokultivierte Zellen wurden wie unter RuB.4.4 beschrieben ausgesat und 22
Stunden vor Aufarbeitung mit 2@Qy/ml Etoposid und/oder 72 Stunden vor Aufarbeitomgl
umol/l 5-Azadeoxycytidin stimuliert. Transfizierte elen wurden 24 Stunden nach
Transfektion stimuliert und ebenfalls 22 Stunderchn&Stimulation aufgearbeitet. Zur
Aufarbeitung wurde das Medium aus jedem Well mieeiPlastikpipette abgenommen und in
ein 15 ml Réhrchen Uberflihrt. Die Zellen wurden initl Trypsin abgeldst, jedes Well mit 1
ml PBS gespiilt und die 2 ml Zellsuspension zu derits vorliegenden Uberstand in das 15
ml Réhrchen gegeben. Nach 5-miniitiger Zentrifugatien1500 U/min wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in 30BS resuspendiert. Mit Hilfe des FACS-Gerats weurd
die Zellzahl in den Proben bestimmt. Fur jede Pnheden 25ul Zellsuspension und 2al
Substratldsung in ein Well einer weil3 ummantelté\\&ell-Platte gegeben. Alle Proben
wurden im doppelten Ansatz pipettiert. Nach 30-mgeit Inkubation bei Raumtemperatur
im Dunkeln wurde die Lumineszenz der Proben im lnometer gemessen. Dem Mittelwert
jeder Probe entsprach die Caspaseaktivitat der Piese wurde anschlieRend auf die

ermittelte Zellzahl bezogen.

3.7 Proteintechniken

3.7.1 Herstellung von Kernextrakten

Kernextrakte wurden zur Detektion der nukledrenrEsgpion von DNMT1 und Statl mittels
Westernblot benutzt.

Die Zellen wurden wie unter Punkt 3.4.4 ausgesé&t strmuliert. Wurden die Zellen mit
DNMT1-siRNA transfiziert, erfolgte 24 Stunden naBhssaat die Transfektion, 8 Stunden
nach Transfektion der Mediumwechsel und nach wesité&4 Stunden die Aufarbeitung. Bei
Statl-transfizierten Zellen wurde 16 Stunden na@n3fektion das Medium gewechselt und
40 Stunden nach Transfektion aufgearbeitet. FurAdiarbeitung wurden alle Materialien
eisgeklhlt. Zunachst wurde das Medium abgesauwgsjgvell mit 2 ml PBS gewaschen und
die Zellen mit 20Qul Puffer | pro Well lysiert. Mit einem Zellschabemurden die Zellen aus
den Wells geldst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? fiiiner und 5 Minuten bei 4°C und 13.000
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenomnus, Pellet erneut in 2Q0 Puffer |
resuspendiert und wieder zentrifugiert. Anschlie3emrde das Pellet in 50-80 Puffer Il
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resuspendiert und 30 Minuten bei 4°C auf einem @ehlinkubiert. Nach 10-minutiger
Zentrifugation bei 4°C und 13.000 U/min wurden Qieerstande, die alle nukledren Proteine

enthalten, abgenommen und bei -80°C gelagert.

Puffer | Puffer Il

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

10 mM KCI 0,4 mM NacCl

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

1,0mMDTT 1,0mMDTT

0,5 mM PMSF 0,5 mM PMSF

ad 1000 ml HOpjgest. ad 1000 ml HOpjgest.

10 ug/ml Aprotinin (direkt vor Gebrauch) | 10 ug/ml Aprotinin (direkt vor Gebrauch)

3.7.2 Herstellung von Ganzzelllysaten

Ganzzelllysate wurden zur Detektion der Caspaséh 8,und 7 und zur Detektion von E-
Cadherin, Carbonanhydrase Il und Vimentin mittelsstgrnblot benutzt.

Das Medium wurde abgenommen und in jedes Well @0Dammli-Puffer gegeben. Die
Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers aus défells gelost, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald tberfihrt und im Thermoblock 5 Menubei 95°C denaturiert. Anschliel3end
wurden die Lysate 10 Minuten auf Eis gelagert. &sttUltraschall wurden die Ganzzelllysate

homogenisiert und schliellich bei -20°C eingefroren.

2x Lammli-Puffer

128 mM Tris Base
4,6% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerol
ad 1000 ml HOpjgest.
pH 7,6

3.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz

Die Proteinkonzentration der Kernextrakte und Gahbysate wurde mit einem modifizierten

Proteinassay nach Bradford gemald Herstellerangadsimmt. Pro Ansatz wurdenyb der
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Probe auf 96-Well-Mikrotiterplatten pipettiert. Diekubationszeit mit dem Reagenz betrug
15 Minuten. Die Absorption wurde bei einer Wellalgé von 630 nm mittels eines
Photometers bestimmt und die Proteinkonzentrategeguber einer Standardreihe (0,18-1,44
ug BSA) ermittelt.

3.7.4 Einstellen des Proteingehalts der Proben

Fur die Western Blot-Analyse wurden 6-1@ Protein pro Probe eingesetzt. Jede Probe
wurde durch Zugabe von Puffer Il fur die Kernexteand 2x LAmmli-Puffer auf das gleiche
Probenvolumen von 10-29 bei gleichem Proteingehalt eingestellt. Zur Fadphder Proben
wurde Bromphenolblau in einer Endkonzentration 9d@i2% und3-Mercaptoethanol in einer

Endkonzentration von 2,5% zugefuigt.

3.7.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSSEAnach Lammli werden Proteine
nach Denaturierung und Ladungsausgleich in einer Aarylamid- und Bisacrylamid-
Untereinheiten bestehenden Matrix nach ihrem Mobaig@wicht elektrophoretisch
aufgetrennt. Innerhalb der Matrix besteht bei dearwendeten Tris-Glycin-SDS-
Polyacrylamid-Fertiggelen ein Acrylamid-Gradient v&f20%, so dass Proteine mit einem
Molekulargewicht von 5-200 kDa aufgetrennt werdénren.

Zunachst wurden die Gele in eine Elektrophoresekanamgesetzt und diese mit Laufpuffer
befillt. Die Geltaschen wurden mit den Proben undra kommerziellen Proteinstandard zur
GroRRenbestimmung der Proteine beladen und die refdktrese mit 125 V in vertikaler
Richtung durchgefiihrt. Sobald die Lauffront aus de@el austrat, wurde die
Gelelektrophorese gestoppt.

SDS-Gellaufpuffer

25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
ad 1000 ml HOpjgest.
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3.7.6 Western Blot

Nach Auftrennung des Proteingemisches tUber SDS-P#®GJEder Transfer der Proteine im
Semi-Trockenblot-Verfahren auf eine Polyvinylidemitid (PVDF)-Membran.

Dazu wurde die PVDF-Membran 1-2 Minuten in Methaawigelegt und anschlieend mit
aqua dest. gewaschen. Nach Ende der SDS-Page waiSigick \Whatman-Papiere in Puffer
A getaucht und auf die Anodenplatte gestapelt. digtdn 3 Stick in Puffer B getauchte
Whatman-Papiere und die PDVF-Membran. Das Gel wuaoheden Gelplatten abgeldst, auf
der Membran platziert und mit 6 Sttick in Puffer &rgnkten Whatman-Papieren bedeckt.
Die Kathodenplatte wurde aufgelegt und die Protein#5 Minuten auf die PVDF-Membran
transferiert. Der zum Transfer benétigte Strom alaindngig von der MembrangroéRe (Strom
(mA) = Lange (cm) x Breite (cm) x 1,25). Anschlie@ewurde die PVDF-Membran 5
Minuten in TBS-Tween gewaschen.

Puffer A Puffer B Puffer C

300 mM Tris Base 25 mM Tris Base 25 mM Tris Base

20% (v/v) Methanol 20% (v/v) Methanol 20% (v/v) Methanol

ad 1000ml HOpigest. ad 1000 ml HObidest. ad 1000 ml HObidest.

pH 11 pH 10,6 pH 8,8
0,5 g 6-Aminocapronsaure
pro 100 ml Puffer vor
Gebrauch frisch dazugeben|

TBS-Tween

20 mM Tris Base

140 mM NacCl

0,05% (v/v) Tween 20
ad 1000 ml HOpjgest.
pH 7,6




32

3.7.7 Immunnachweis der Proteine

Nach dem Transfer der Proteine im Semi-Trockendfahren auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran folgt deren [R&tion auf der Membran mittels
Antikorper.

Dazu wurde die PVDF-Membran 2 Stunden mit 5% Magehmin TBS-Tween (5% MM-
TBS-T) abgesattigt und anschlieBend 10 Minuten BS-Tween gewaschen. Der primare
Antikérper wurde entsprechend den Herstellerangab&do MM-TBS-T oder in 5% BSA in
0,05% TBS-Tween (5% BSA-TBS-T) verdinnt und die Ndeam mit dem priméaren
Antikorper bei 4°C uber Nacht auf einem Schitthdubiert. Nach dreimaligem Waschen fir
10 Minuten in TBS-Tween folgte die Inkubation mit ndesekundéren, Peroxidase-
gekoppelten Antikorper fir 1 Stunde bei RaumtemtperaUberschiissiger Sekundar-
antikorper wurde in drei weiteren Waschgangen rBisITween entfernt.

AnschlieRend wurde die Membran 1 Minute bei RaurpEmaur mit einem
Chemolumineszenz-Substrat inkubiert. Dabei katafysidie an den sekundaren Antikorper
gekoppelte Peroxidase die Umsetzung des Chemolsm@ng-Substrats in ein
lumineszierendes Produkt. Die Lumineszenz wurdeefsieiner Digitalkamera (ChemiDoc
XRS, Biorad) festgehalten. Als Substrat wurden dineninol-haltige und eine Peroxid-
haltige Losung in einem Verhaltnis von 1:1 gemisaid direkt auf die Membran gegeben.
Zur semiquantitativen Bestimmung des Proteingehaddis Proben und als Ladekontrolle
wurden das konstitutiv exprimierte Protein SP100.42SP90 detektiert.

Antikérper und ihre Anwendung im Western Blot

Primarantikorper Anwendung des Sekundarantikérper Anwendung des

Priméarantikbrpers Sekundarantikorpers
anti-Caspase 3 1:1000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% MM-TBS-T, 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT,1h
anti-Caspase 7 1:1000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% MM-TBS-T 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT, 1h
anti-Caspase 8 1:1000in anti-Maus 1:2000 in

5% BSA-TBS-T, 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT, 1h
anti-Caspase 9 1:1000in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% MM-TBS-T, 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT, 1h
anti-Carbonanhydrase |l 1:1000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% BSA in PBS, 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT, 1h
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anti-DNMT1 1:200 in anti-Ziege 1:2000 in
5% MM-TBS-T, 5% MM-TBS-T,
4°C, U.N. RT, 1h
anti-E-Cadherin 1:1000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% BSA-TBS-T,

5% MM-TBS-T,

4°C, RT RT, 1h
anti-HSP 9Quw/B 1:1000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% MM-TBS-T, 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT, 1h
anti-SP100 (PEP2) 1:5000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% MM-TBS-T, 5% MM-TBS-T,

4°C, U.N. RT, 1h
anti-Stat 1 1:1000 in anti-Kaninchen 1:2000 in

5% BSA-TBS-T,

5% MM-TBS-T,

4°C, (.N. RT, 1h
anti-Vimentin 1:200 in anti-Maus 1:2000 in

5% MM-TBS-T, 5% MM-TBS-T

4°C, (.N. RT, 1h

3.8 RNA-Techniken

3.8.1 RNA-Isolierung

Das Medium wurde aus den Wells abgesaugt und dieernZenit 2 ml PBS pro Well
gewaschen. Danach wurde die Praparation der GeREMtmit einem RNA-Isolierungskit
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Dazu wurdedas Well 35Qul RLT-Puffer und 10
ul/ml B-Mercaptoethanol gegeben und die Zellen mit eineefisZhaber abgelost. Die
Zellsuspension wurde in eine Schredder-Zentrifogassaule gegeben und 1 Minute bei
13.000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert. Bagat wurde mit 350 pl 70% Ethanol in
RNase freiem Wasser versetzt, die kompletten 7@Gufieine Zentrifugationsséule mit RNA-
bindener Matrix gegeben und 1 Minute bei 10.000 id/ond Raumtemperatur zentrifugiert.
Anschlie3end wurde das Eluat verworfen und die ifegationssaule zunachst mit 700 pl
RW1-Puffer und dann zweimal mit 500 pul RPE-Pufigr 1:5 in 100% Ethanol verdinnt
war, gewaschen.

Die RNA wurde nach Zugabe von 30 pl Ribonukleas&lgse)-freiem Wasser durch
Zentrifugation bei 10.000 U/min eluiert und bei %@0gelagert. Zur Bestimmung der
Konzentration der Gesamt-RNA wurde die RNA in RNfisem Wasser 1:40 verdinnt und
die optische Dichte bei 260 nm Wellenlange in eingitPhotometer mit automatischer

Quantifizierung gemessen.
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3.8.2 Herstellung von cDNA

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wird zlieeiner RNA komplementére DNA
(complementary DNA, cDNAergestellt.

Dafur wurden pro Ansatz 2 pg RNA eingesetzt. Dastbgte RNA-Probenvolumen in
Mikroliter wurde mit Ribonuklease-freiem Wasser aih Gesamtvolumen von 11,4 ul
aufgeflllt. Anschlieend wurden 2 pl Oligo-dT-Primg00 pg/ml) hinzugeflgt, kurz
gevortext und zentrifugiert. Die Proben wurden 5nien bei 70°C im Thermomixer
denaturiert und sofort 1 Minute auf Eis gestellir Probe wurden 11,6 pl Mastermix gegeben
(Gesamtvolumen 2%l), gevortext, zentrifugiert und 90 Minuten bei 37R@ Brutschrank
inkubiert. Die hergestellte cDNA wurde bei -20°Caggert.

Mastermix je Probe

5ul  M-MLV-5x First Strand Puffer
5ul dNTPs

1,25 dATP (10 mM)

1,251 dCTP (10 mM)

1,25 dGTP (10 mM)

1,251 dTTP (10 mM)
0,6 ul RNAsin RNase Inhibitor (40 U/ul)
1,0 ul M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/jul)

3.8.3 Echtzeit-PCR

3.8.3.1 Prinzip

Durch die Echtzeit-PCRREgal-Time Polymerase Chain Reaction, Real-Time )Pi€Rdie
Genamplifikation und die absolute und relative Qifimrerung des PCR-Produkts mdglich.
Es wird ein interkalierender Fluoreszenzfarbstafwendet, dessen Fluoreszenz nach der
Bindung an doppelstrangige DNA zunimmt. Mit jede@RRZyklus steigt daher proportional
zur amplifizierten Menge an Ziel-DNA die Fluoreszen Mit Hilfe optischer
Detektionsysteme wird die Fluoreszenz in der expbeken Phase jedes PCR-Zyklus
gemessen und mittels geeigneter Computersoftwaregeeestet. Zur relativen
Quantifizierung des Zielgens bedient man sich eiRe$erenzgens, das in allen Proben
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konstant exprimiert ist und dessen Expression kéingerschiede zwischen behandelten
Proben und Kontrollproben aufweist. Das Referenzgied parallel zum Zielgen amplifiziert
und die Genexpression des Zielgens auf das Refgeankezogen (= Normalisierung der
Expressionsergebnisse).

Zunachst wird bei der Amplifikation des Zielgens jéde Probe derjenige Zyklus ermittelt,
bei dem die Fluoreszenz des Zielgens die Hintedfluoreszenz signifikant tberschreitet (=
Cycle ThresholdC-Wert oderCrossing Point, CP Die Zahl an PCR-Zyklen, die nétig sind,
um dieses konstant definierte Fluoreszenznivead l{reshold-Fluoreszenz) zu erreichen,
entspricht dem @Wert. Am GWert befindet sich in allen ReaktionsgefalRen dieichke
Menge an neusynthetisierter Menge DNA. DeiWert ist somit ein indirektes Mal3 fur die
eingesetzte Startmenge an DNA. Bei einer exaktexddgplung der DNA-Menge pro PCR-
Zyklus, d.h. einer Effizienz der PCR von 100%, ketgich zur relativen Quantifizierung des
PCR-Produkts folgende Formel:

Ratio — ?Ct Zielgen (Kontrolle-BehandIunP?ACt Referenzgen (Kontrolle-Behandlung)

Kontrolle = Probe aus der Monokultur
oder unbehandelte Probe aus der Cokultur
Behandlung = Probe aus der Cokultur
oder mit 5-Azadeoxycytidin behandelte Probe ausCadwultur

Die Ratio bzw. der Quotient gibt den Faktor an, wak mehr (Ratio > 1) oder weniger
(Ratio < 1) Ausgangskopien von dem gesuchten DNAeAhitt in der zu messenden Probe

vorhanden sind.

3.8.3.2Durchfihrung

Alle Proben wurden als Duplikate in 96-Well Platfpettiert. Pro Probe wurdenu2 cDNA

mit 0,2 umol/l des entsprechenden Primers versetzt, mit RINAgem Wasser auf 1pl
aufgefillt und 15 pul Reaktionsgemisch (iQ SYBR Green Supermix), dasn de
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green und alle esseatiellPCR-Reagenzien enthalt,
hinzugefiigt. Die Platte wurde mit selbstklebendelieFverschlossen und die PCR in dem
iCycler MyiQ Single Color Real-Time PCR Detektiolysgem mit der iCycler iQ Optical
System Software durchgefuhrt. Zur semiquantitatiBestimmung der mRNA-Gehalte der
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Proben erfolgte gleichzeitig eine PCR mit Primémdas konstitutiv exprimierte Kontrollgen
B-Aktin nach Amplifikationsangaben des Herstellers.

Annealing-Parameter fir die Caspasen 8, 9, 3und 7

96°C/1 Minute
(94°C/1 Minute, 58°C/1 Minute,72°C/1 Minute) fur Zgklen
72°C/10 Minuten

Annealing-Parameter fur Statl

94°/1 Minute
(94°/30 Sekunden, 62°/1 Minute, 72°/1 Minute) fariZ4/klen
72°/10 Minuten

3.9 Transfektion

HPDEG6c7-Zellen wurden transfiziert, um die Expression DNMT1 zu unterdriicken bzw.

rekombinantes Statl in den HPDE6c7-Zellen zu exprien.

3.9.1 Transfektion mit DNMT1-siRNA

Die Transwells mit den Myofibroblasten wurden emtmoen und in 6-Well-Platten mit 2 ml
HPDE6c7-Medium pro Well Uberfihrt. Aus den Wellst den cokultivierten HPDEG6cC7-
Zellen wurde das Medium abgesaugt und pro Well 2 fmsiches HPDEG6c7-Medium
hinzugefigt.

Fur jedes Well wurden 100l HPDEG6c7-Medium ohne FCS, 12 HiPerFect und 150 ng
Stealth DNMT1 siRNA oder Stealth negative controlRNMA angesetzt. Der
Transfektionsansatz wurde vermischt und 10 Minutei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde das Transfektionsgemisch tr@ofaieise in die entsprechenden Wells
gegeben und die Zellen bei 37°C inkubiert. Nacht@&n wurde das Medium in den
transfizierten Wells gewechselt, die Transwells aeih Myofibroblasten zu den transfizierten

HPDEG6c7-Zellen zuriickgesetzt und die Cokultur #iiSBunden weitergefihrt.
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3.9.2 Transfektion mit Stat1-Plasmid

Die Transwells wurden in 6-Well-Platten Uberfihniduin jedes Well mit cokultivierten
HPDEG6c7-Zellen nach Absaugen des alten Mediumsnil,8risches HPDE6c7-Medium
gefullt.

Anschliel3end wurden die HPDEG6c7-Zellen durch Ligbtn (Effectene, Qiagen) mit dem
Statl-Plasmid transfiziert. Fur jedes Well wurdezud@,6 ug Statl-Plasmid oder 0,69
pcDNA3.1 Kontrollplasmid mit 8 Effectene Transfektionsreagenz in 200HPDEG6c7-
Medium angesetzt. Nach 15-mindtiger Inkubation MHeaumtemperatur wurde das
Transfektionsgemisch tropfchenweise zu den Zellegeben. Nach 16 Stunden wurde das
Medium erneuert und die Cokultur mit den Myofibradtien fir 40 Stunden fortgefihrt.

3.10 Statistik
Alle Berechnungen wurden mit dem doppelseitigenestTdurchgefihrt. Als signifikant

wurden dabei Ergebnisse mit p < 0,05 angesehen.

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

4.1  Charakterisierung der HPDEG6c7-Zellen anhand der Expession von
Cytokeratin 18, E-Cadherin, a-SMA, Vimentin und Carbonanhydrase I

Die Zelllinie HPDEG6c7 wurde durch Tsao et al. bereingehend charakterisiert [21-23, 64].
In der vorliegenden Arbeit wurde zudem die Exp@sgier Epithelmarker Cytokeratin 18
und E-Cadherin, der Mesenchymalmarkes-SMA und Vimentin  und des
Pankreasgangepithelmarkers Carbonanhydrase llisnidierchflusszytometrie bzw. Western
Blot-Analyse gepruft (Punkt 3.5.2 bzw. 3.7.6 f.)ali2i zeigten sich die HPDE6c7-Zellen
positiv fur die Marker Cytokeratin 18, Carbonantgsl Il und E-Cadherin sowie negativ fur
a-SMA und Vimentin. Die Ergebnisse der eigenen Atb#ie umfassende Charakterisierung
durch Tsao et al. [21] sowie der Vergleich der |[#ed HPDE6c7 mit benignen
Pankreasgangepithelzellen sindTiabelle 1 aufgefiihrt. Insgesamt lasst sich folgern, dass
HPDEG6c7-Zellen phano- und genotypisch normalen ptischen Gangepithelzellen
weitgehend &hneln und keine der frihen Mutationen beispielsweise im K-ras-Gen oder
pl6 aufweisen, die mit der Entstehung und Prograsdes PDAC in Verbindung gebracht

worden sind.

Tabelle 1: Vergleichende Charakterisierung der Zelinie HPDE6c7 mit benignen Pankreasgang-

epithelzellen

untersuchte Marker benigne Zelllinie HPDE6c7

Pankreasgangepithelzellen

Epithelzellmarker

Cytokeratin 2, 7, 8, 9, 18, 19 + +
Cytokeratin 14 + ++
E-Cadherin + +

Pankreasgangepithelzellmarker

Carbonanhydrase |l + +
MUC-1 + +
Mesenchymmarker

a-SMA

Vimentin
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Proto-Onkogene

K-ras Codon 12, 13, 61 Wt Wt

c-myc Wit Wit

Tumorsuppressorgene

pl1eNkeA Wt Wt

TP53 Wt Wt (niedrige Level durch E6)

DPC4 Wt Wt

Rb1 Wt Wt (niedrige Level durch E7+haploiden
Genverlust)

Wachstumsfaktoren

erbB2, TGFe, VEGF, KGF niedrige Level niedrige Level

Wachstumsrezeptoren

EGF-Rezeptor, HGF-Rezeptor | niedrige Level erhohte Level

4.2 Isolation und Expansion der murinen Pankreasmyofiboblasten sowie
Charakterisierung mittels immunzytochemischer Farbung

Die in der Cokultur verwendeten Pankreasmyofibrsiigla wurden aus Pankreata von
weiblichen Mausen des Stammes C 57 BL/6 unterlsteBedingungen isoliert (Punkt 3.1).
Durch das beschriebene Verfahren der Pankreasengnahch Expansion konnten selektiv
Pankreasmyofibroblasten gewonnen werden.

Vor der Cokultivierung mit den HPDEG6c7-Zellen wurdier myofibroblastische Phéanotyp der
isolierten murinen Pankreasmyofibroblasten mitietsnunzytochemischer Farbung awf
SMA sowie der mesenchymale Phénotyp mittels Farlawfidesmin und Vimentin tberprift
(Punkt 3.2). Wie imAbbildung 1 zu sehen, waren die isolierten Pankreasmyofibrtdntair

alle drei Markerproteine positiv.
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a) Anti-a-SMA

b) Anti-Desmin

¢) Anti-Vimentin

Abbildung 1:
Immunzytochemische Farbung der isolierten murinen Bnkreasmyofibroblasten
a) gegeru-SMA, b) Desmin und c¢) Vimentin. Darstellung in 4f2@her VergréRerung.
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4.3 Cokultur mit  Pankreasmyofibroblasten  fiuhrt zum Erwerb eines
chemoresistenten Phénotyps in den HPDE6c7-Zellen

Kennzeichnend fir das PDAC sind die ausgepragtemOresistenz sowie eine starke
desmoplastische Stromabildung. In dieser Arbeit deurdaher untersucht, ob eine
mehrwochige Cokultur mit murinen Pankreasmyofibasbén in den HPDEG6c7-Zellen zum
Erwerb eines chemoresistenten Phanotyps fuhrt,esidereits fir PDAC-Zelllinien unter
diesen Bedingungen beschrieben wurde [16]. Als Md3gir Chemoresistenz diente die
Apoptoserate der HPDEG6c7-Zellen nach einer Behagdhait Etoposid bzw. Gemcitabine.
Dazu wurden die Zellen wie unter Punkt 3.4.4 basblen ausgesat und eine bis maximal
sechs Wochen kultiviert. Wochentlich wurden moniod eokultivierte HPDEG6c7-Zellen mit
20 pg/ml Etoposid bzw. 5ug/ml Gemcitabine stimuliert oder blieben unbehandbie
Anzahl apoptotischer HPDEG6c7-Zellen wurde 22 Standsach Stimulation mittels
AnnexinV-FITC-/PI-Farbung und anschlieiender Durtgdgzytometrie (Punkt 3.5.3) oder
mittels Caspase-3/-7-Assay und folgender Luminesmesgung im Luminometer bestimmt
(Punkt 3.6). Dem Nachweis der apoptotischen Zeitenler Durchflusszytometrie dienten
ausschliel3lich AnnexinV-positive Zellen. Zur Errhuittg der Apoptoserate im Caspase-3/-7-
Assay wurde die Behandlungs-induzierte Caspaseviéti (n-fach von basal) zugrunde
gelegt.

Wie Abbildung 2 a) zeigt, reagierten wahrend der 1. Woche der KuBGr9% der
monokultivierten HPDE6c7-Zellen in der FACS-Analyaef die zytostatische Behandlung
mit Etoposid, hingegen nur 11,6% der cokultiviet#lADE6c7-Zellen. In der 6. Kulturwoche
waren 37,6% der monokultivierten HPDE6c7-Zellen é&xinV-positiv, in der Cokultur
konnten jedoch nur 18,02% AnnexinV-positive Zeltitektiert werden. Vergleichbar waren
die Befunde im Caspase-3/-7-Assay. Hier zeigten ikatigierte HPDE6c7-Zellen in der
1.Woche der Kultur eine 3,1-fache, cokultivierte BESc7-Zellen hingegen nur eine 1,7-
fache Caspaseaktivitat nach Behandlung mit Etopdsidler 6. Woche der Kultur konnte
nach Stimulation mit Etoposid in monokultiviertenPBIE6c7-Zellen eine 5,2-fache
Caspaseaktivitat, in cokultivierten HPDEG6c7-Zelleningegen nur eine 2,4-fache

Caspaseaktivitat beobachtet werdabl{ildung 2 b).
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Abbildung 2:

HPDEG6c7-Zellen erwerben in Gegenwart von Pankreasnofibroblasten einen chemoresistenten Phanotyp
HPDEG6c7-Zellen wurden entweder fir eine oder satfoghen in Ab- (mono) oder Anwesenheit (Co) von
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. Die Zellen bk& wdchentlich unbehandelt oder wurden mitp2@ml
Etoposid (Abb. 2 a+b) bzw. gg/ml Gemcitabine (Abb. 2 c+d) stimuliert. Die Antapoptotischer HPDE6c7-
Zellen wurde 22 Stunden nach Stimulation durch ya)AonexinV-FITC-/PI-Farbung und anschlie3ender
Durchflusszytometrie oder b)+d) Caspase-3/-7-Assag folgender Lumineszenzmessung im Luminometer
bestimmt. Dem Nachweis der apoptotischen Zellendar Durchflusszytometrie dienten ausschlief3lich
AnnexinV-positive Zellen. Zur Ermittlung der Apopterate im Caspase-3/-7-Assay wurde die durch die
Behandlung induzierte Caspase-3/-7-Aktivitat (mhfaon basal) zugrunde gelegt. Es sind die MitteeverSA
von 3 bis 5 unabhéngigen Versuchen dargestellsgsshaft abgebildet sind die Wochen 1 und 6 deltuku

* zeigt p < 0,05 im Vergleich Co gegen Mono.
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Ahnliche Ergebnisse konnten nach Behandlung mit aline erzielt werden. So wiesen
mit Gemcitabine stimulierte, monokultivierte HPDE6&Zellen in der 1. Kulturwoche eine
Apoptoserate von 47,1% auf, cokultivierte Zellendggen eine Apoptoserate von 32,5%, wie
mittels FACS-Analyse bestimmt werden konnte. In @8elWoche der Cokultur nahm die
Anzahl der AnnexinV-positiven Zellen von 30% bendaonokultivierten auf 14,3% bei den
cokultivierten Zellen ab Abbildung 2 c). Im Caspase-3/-7-Assay zeigten Gemcitabine
behandelte, monokultivierte HPDEG6c7-Zellen in dér Kulturwoche eine 4,2-fache
Caspaseaktivitat, cokultivierte Zellen hingegen eine 2,3-fache Caspaseaktivitat. In der 6.
Woche der Kultur konnte in monokultivierten Zelleme 3,3-fache Caspasenaktivitat nach
Stimulation mit Gemcitabine, in cokultivierten HPBE& -Zellen hingegen nur eine 2,1-fache
Caspaseaktivitat beobachtet werdabl{ildung 2 d).

Insgesamt prasentierten die cokultivierten HPDEBelfen gegentiber den monokultivierten
HPDEG6c7-Zellen nach Behandlung mit Etoposid bzwm@Gtabine in der FACS-Analyse
sowie im Caspase-3-/7-Assay stets eine signifikeadrigere Apoptoserate. Dieses Ergebnis
weist darauf hin, dass die Cokultur mit Pankreadibyablasten in HPDE6¢7-Zellen zu einer

Resistenz gegenuber Zytostatika fuhrt.

4.4  Cokultur mit Pankreasmyofibroblasten vermindertin der Zelllinie HPDE6c7 die

basale Caspasenexpression

Da bereits beobachtet werden konnte, dass die diedhankreasmyofibroblasten vermittelte
Chemoresistenz in Pankreaskarzinomzellen nichthdeioe nennenswerte Erhéhung von
antiapoptotischen Molekulen wie XIAP, clAP oder ¢lwohl aber durch eine verminderte
Expression von Caspasen bedingt zu sein scheirjf fgite im weiteren Verlauf der
Untersuchungen das Augenmerk auf diese Schlissetenzler Apoptose-Signalkaskade
gelegt werden. Da Zytostatika hauptsachlich Ubduktion von Apoptose wirken, kann eine
verminderte Caspaseexpression wiederum Ursache Zjynestatikaresistenz sein [24, 27].
Um dies zu Uberprufen, wurde zunachst auf Protemelsewohl die Expression von zwei
Initiatorcaspasen (Caspase 8, 9) als auch von #iffgktorcaspasen (Caspase 7, 3)
untersucht. Dabei wurden die Procaspasen, im Fdégerals Caspasen bezeichnet, in
Ganzzelllysaten mittels Western Blot detektierts Ahdekontrolle diente HSP9O0.
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Wie in Abbildung 3 zu sehen, prasentierten cokultivierte HPDE6c7efelgegenuber
monokultivierten Zellen schon nach der ersten WadeKultur eine deutlich verminderte
Expression der Caspasen 8, 9, 3 und 7. Dieser &¢ohied war auch nach 6 Wochen Kultur
noch zu beobachten.
Woche 1 Woche 6
0.98 0.43 0.88 0.47
Caspase §57 kDa) - - | (e -

095 062 0.74 0.28
Caspase 947 kDa) | wss *=e
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Abbildung 3:

Die Cokultur mit Pankreasmyofibroblasten vermindert in HPDEG6c7-Zellen die basale Caspasen-
expression

HPDEG6c7-Zellen wurden fur die angegebenen ZeitraimMonokultur (Mono) oder in Cokultur (Co) mit
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. Die Caspaser®,83 und 7 sowie die Ladekontrolle HSP90 wurden in
Ganzelllysaten mittels Western Blot detektiert. Rahlen Uber den Banden représentieren die Bangesitat,

die durch densitometrische Analyse und folgendeniddisierung auf HSP90 ermittelt wurde. Dargeststliein
reprasentativer Versuch nach einer bzw. sechs Woéhdtur. Insgesamt wurden 3 unabhéngige Versuche

durchgefiihrt.

Um die verminderte basale Caspasenexpression veeiteuklaren, wurde die Expression der
Caspasen 8, 9, 3 und 7 auf transkriptioneller Ebaemersucht. Dazu wurde mRNA aus
mono- und cokultivierten HPDEG6c7-Zellen isolieru(fkt 3.8.1), revers transkribiert (Punkt
3.8.2) und die entstandene cDNA einer Echtzeit-PRIKt 3.8.3) unterzogen.

Schon ab der 1. Kulturwoche wiesen cokultivierte DHBc7-Zellen gegeniber
monokultivierten verminderte mRNA-Mengen der Caspa®, 9, 3 und 7 aufpbildung 4).

Im Verlauf der Kultur nahmen die mRNA-Mengen in dmkultivierten Zellen weiter ab, so
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dass nach 6 Kulturwochen die Expression aller sotditen Caspasen in den cokultivierten
Zellen im Vergleich zu den monokultivierten Zellgignifikant reduziert war.

Zusammenfassend deutet die in den cokultivierteDEBE7-Zellen verminderte Expression
der Caspasen und die parallel dazu verminderteeSgmm von Caspasen-mRNA auf eine

transkriptionsbedingte Herunterregulation diesepépschen Schlisselenzyme hin.

Caspase 8 Caspase 9

10 7 M — —

0.4 1

0.2 1

o. [ ] mono [l co

n-fache mMRNA-Menge

Caspase 3 Caspase 7

0.8 1 *

0.6 -

0.4 1

0.2 1

0 - [ ] mono [} co
1 6 1 6
Woche

n-fache mMRNA-Menge

Abbildung 4:

Die Cokultur mit Pankreasmyofibroblasten vermindert in HPDEG6c7-Zellen die basale Expression der
Caspasen-mRNA

HPDEG6c7-Zellen wurden fir die angegebenen ZeitraimMonokultur (Mono) oder in Cokultur (Co) mit
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. Die Expressier Caspasen 8, 9, 3 und 7 wurde durch Echtzeit-PCR
analysiert. Die mRNA der Caspasen in mono- und kiederten Zellen wurden auf das ReferenzgieAktin
normalisiert, anschlieRend erfolgte die Normalisigy der Caspase-mRNA der cokultivierten HPDE6cTezel

an die der monokultivierten Zellen. Alle Proben dem als Duplikate pipettiert. Fur die Gesamtauswwert
wurden die Messungen von 3 unabhéngigen Versuchese sdleren Mittelwerte + SA fir monokultivierte
(Mono) und cokultivierte (Co) HPDEG6c7-Zellen vervaden. * zeigt p < 0,05 im Vergleich Co zu Mono.
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4.5  Behandlung mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5>Azadeoxycytidin steigert die
Caspasenexpression und die Chemosensitivitat in agkivierten HPDE6c¢7-Zellen

Ursache einer transkriptionsbedingten Herunteradgu der Caspasenexpression in den
cokultivierten HPDEG6c7-Zellen kdnnen epigenetisbtadifikationen der DNA sein. Zu den
haufigen epigenetischen Modifikationen gehort d@me silencing bei dem Gene ohne
Veranderung der Nukleotidsequenz transkription@lgslegt werden. Dies geschieht neben
anderen Mechanismen durch Methylierung der betmefie€Gene im Bereich von CpG-Inseln.
Durch Verwendung des DNA-MethylierungsinhibitorsAsadeoxycytidin sollte in dieser
Arbeit gepruft werden, ob eine DNA-CpG-Hypermetagling Ursache fur die verminderte
Expression der Caspasen in den cokultivierten HRIDERIllen sein kann. Dazu wurden die
Zellen wie unter Punkt 3.4.4 beschrieben ausgasétiber einen Zeitraum von mindestens
zwei Wochen in Mono- bzw. Cokultur kultiviert. Digellen wurden dann entsprechend
unbehandelt belassen oder 24 Stunden nach Aussei@ 24 Stunden vor der Aufarbeitung
zu Ganzelllysaten (Punkt 3.7.2) mituinol/l 5-Azadeoxycytidin behandelt. Die Expression
der Caspasen 8, 9, 3 und 7 sowie die LadekontrB890 wurden in den Ganzelllysaten
mittels Western Blot detektiert.

Cokultivierte HPDEG6c7-Zellen, die mit 5-Azadeoxyicyt behandelt wurden, zeigten
gegenuber unbehandelten cokultivierten Zellen dibere Expression aller untersuchten
CaspasenAbbildung 5). In monokultivierten HPDE6c7-Zellen waren die éiffe weniger
stark ausgepragt, bei Caspase 9 zeigte sich sogaRigckgang der Expression. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine DNA-CpGeHwpthylierung der Caspasegene
selbst oder von Genen, die an der Expression odgulRtion von Caspasen beteiligt sind,
Ursache flr die verminderte Caspasenexpressioernncdkultivierten HPDEGc7-Zellen sein

kann.
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Abbildung 5:

Die Behandlung mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azadeoxycytidin steigert die Caspasenexpression

in cokultivierten HPDE6c7-Zellen

HPDEG6c7-Zellen wurden mindestens 2 Wochen in Mottaku(Mono) oder in Cokultur (Co) mit
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. Die HPDE6c7i@elblieben unbehandelt (ub) oder wurden mindol/l 5-
Azadeoxycytidin (5-Aza) behandelt. Die Expressien G@aspasen 8, 9, 3 und 7 sowie die LadekontrdiE 30
wurde in Ganzelllysaten mittels Western Blot de@kt Die Zahlen Uber den Banden reprasentieren die
Bandenintensitat, die durch densitometrische Amalysd folgende Normalisierung auf HSP90 ermitteltde.

Beispielhaft ist ein reprasentativer Versuch damjitsEs wurden 4 unabhangige Versuche durchgefihr

Als nachstes wurde geprift, ob durch Behandlung Snwzadeoxycytidin nicht nur die
Expression der Caspasen 8, 9, 3 und 7 gesteigedewdann, sondern ob diese Behandlung
auch zu einer Steigerung der ChemosensitivitditHRRDEG6c7-Zellen fuhrt. Dazu blieben
mono- und cokultivierte HPDEGc7-Zellen entweder urabelelt oder wurden mitdmol/l 5-
Azadeoxycytidin behandelt. Im weiteren Verlauf wemddie Zellen weiterhin unbehandelt
belassen oder zusatzlich mit 2@/ml Etoposid stimuliert. 22 Stunden spater wurde de
Caspase-3/-7-Assay zur Ermittlung der Apoptoserdtechgefiihrt (Punkt 3.6). Die
Behandlung mit 5-Azadeoxycytidin allein hatte dakanen Einfluss auf die Lebensfahigkeit

der Zellen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 6:

Die Behandlung mit 5-Azadeoxycytidin steigert die @Gemosensitivitat in cokultivierten HPDE6c7-Zellen
HPDEG6c7-Zellen wurden mindestens 2 Wochen in Mottaku(Mono) oder in Cokultur (Co) mit
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. Mono- und caiigrte HPDEG6c7-Zellen blieben entweder unbehandel
(ub) oder wurden mit umol/l 5-Azadeoxycytidin (5-Aza) behandelt. Im weée Verlauf wurden die Zellen
weiterhin unbehandelt belassen oder zusatzlich2thjtg/ml Etoposid stimuliert. 22 Stunden spater wurde d
Caspase-3/-7-Assay durchgefihrt. Zur Ermittlung Aleoptoserate wurde die Behandlungs-induzierte &sesp
3/7-Aktivitat (n-fach von basal) zugrunde gelegtar@estellt sind Mittelwerte + SA von 4 unabhéngigen
Versuchen. * zeigt p < 0,05 im Vergleich Co ub/Hisig zu Co 5-Aza/Etoposid.

Waren die cokultivierten HPDEG6c7-Zellen zusatzlidu Etoposid mit dem DNA-
Methylierungsinhibitor behandelt worden, stieg di&tivitat der Caspasen 3 und 7 im
Caspase-3/-7-Assay signifikant von 2,3 auf 44blklldung 6). Bei monokultivierten
HPDEG6c7-Zellen war dieser Effekt hingegen nicht lmeobachten. Hier sank nach der
Behandlung die Caspase 3/7 Aktivitat leicht voru#38.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, das8dandlung mit 5-Azadeoxycytidin zu
einer verstarkten Caspasenexpression in den coleuten HPDEG6c7-Zellen fuhrt. Ferner
resultiert die Behandlung mit dem DNA-Methylieruhgsnmer in einer Sensitivierung der
cokultivierten HPDEG6c7-Zellen gegenlber einer Ztgbkabehandlung, was sich in der

erhdhten Apoptoserate nach Etoposidbehandlung spasaassay wiederspiegelt.
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4.6  Verminderte Expression von Statl in cokultivieten HPDE6c7-Zellen

Die Tatsache, dass der Transkriptionsfaktor Statdest Regulation von Caspasen beteiligt ist
[60, 61] und die Beobachtung, dass in Plattenelpgineinomzellen die verminderte Statl
Expression und das damit verminderte AnsprechenZgitdstatika durch eine Behandlung
mit 5-Azadeoxycytidin erhoht werden kann [54, 66hite zu der Hypothese, dass die
verminderte Caspasenexpression in den cokultividifeDE6¢7-Zellen durch eine reduzierte
Statl-Expression bedingt sein kann. In dieser Avarde daher die Expression von Statl in
mono- und cokultivierten HPDEG6c7-Zellen sowohl aofRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene untersucht. Die Zellen wurden wie ruatenkt 3.4.4 beschrieben ausgesat und
kultiviert. Fur die Detektion auf mRNA-Ebene wurdgne Echtzeit-PCR (Punkt 3.8.3)
durchgefuhrt. Auf Proteinebene wurde Statl in Ketradten (Punkt 3.7.1) mittels Western
Blot detektiert (Punkt 3.7.6 f.).
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Abbildung 7: Die Statl-Expression ist in cokultivieten HPDE6¢7-Zellen vermindert

HPDEG6c7-Zellen wurden fir die angegebenen ZeitraimMonokultur (Mono) oder in Cokultur (Co) mit
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. a) Statl-mRNével wurden mittels Echtzeit-PCR ermittelt. Die m&KRN
Mengen der mono- und cokultivierten HPDEG6c7-Zellgarden auf das ReferenzggrAktin normalisiert.
AnschlieRend erfolgte die Normalisierung der StaRNA der cokultivierten HPDE6c7-Zellen an die der
monokultivierten Zellen. Alle Proben wurden als Dkigte pipettiert. Fur die Gesamtauswertung wurden
Messungen von 3 unabhéngigen Versuchen sowie dditeelwerte + SA fir monokultivierte (Mono) und

cokultivierte (Co) HPDEG6c7-Zellen verwendet. * Zgig< 0,05 im Vergleich Co zu Mono.
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Abbildung 7: Die Statl-Expression ist in cokultivieten HPDE6c7-Zellen vermindert

b) Die Expression von Statl sowie die Ladekontr8IRL00 wurden auf Proteinebene in Kernextraktetelsit
Western Blot detektiert. Die Zahlen Uber den Bandeprasentieren die Bandenintensitat, die durch
densitometrische Analyse und folgende Normalisigramf die Ladekontrolle SP100 ermittelt wurde. Ein

reprasentativer Versuch von 3 unabhangigen Versuisheargestellt.

Wie in Abbildung 7 a) und b) zu sehen, zeigten die cokultivierten HPDEG6c7-Zelle
gegenuber den monokultivierten HDPEG6c7-Zellen sdwabf mRNA- als auch auf

Proteinebene eine verminderte Expression von Stéglterhin sank die Statl -Expression in
den cokultivierten HPDEG6c7-Zellen im Verlauf der Kul &hnlich wie es fur die Caspasen

beobachtet wurde.

4.7  Behandlung mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5>Azadeoxycytidin steigert die
Expression von Statl in cokultivierten HPDEGc7-Ze#n

Als nachstes sollte mit Hilfe von 5-Azadeoxycytidjeprift werden, ob auch die verminderte
Statl-Expression in  cokultivierten HPDEG6c7-Zellen urah eine  DNA-CpG-
Hypermethylierung bedingt ist. Dazu wurden cokigtite HPDEG6c7-Zellen unbehandelt
belassen oder 24 Stunden nach der Aussaat sow&iuddlen vor der Aufarbeitung mit 1
umol/l 5-Azadeoxycytidin stimuliert. Dann erfolgteedDetektion von Statl auf mRNA-
Ebene mittels Echtzeit-PCR (Punkt 3.8.3) und audtdtmebene in Kernextrakten (Punkt
3.7.1) mittels Western Blot (Punkt 3.7.6 f.).

Gegenuber unbehandelten, cokultivierten HPDE6ckZelprasentierten die mit 5-
Azadeoxycytidin stimulierten cokultivierten HPDEG6Zéllen sowohl eine deutlich
gesteigerte Expression an Statl-mRNA als auch ai-Brotein Abbildung 8). Daraus lasst
sich folgern, dass analog zur Expression der Caspasch die Herunterregulation der Statl-
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Expression in den cokultivierten HPDEG6c7-Zellenattueine DNA-CpG-Hypermethylierung
bedingt zu sein scheint.
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Abbildung 8:

Die Behandlung mit 5-Azadeoxycytidin steigert die Kpression von Statl in cokultivierten HPDEG6c7-
Zellen

HPDEG6c7-Zellen wurden fir mindestens zwei WocheinRankreasmyofibroblasten cokultiviert.

a) Cokultivierte HPDEG6c7-Zellen blieben unbehandelt) oder wurden mit umol/l 5-Azadeoxycytidin (5-
Aza) behandelt. Die Statl-mRNA-Mengen wurden dugctzeit-PCR ermittelt. Dabei wurden die mRNA-
Mengen der unbehandelten sowie der behandeltenerZedin das Referenzgep-Aktin normalisiert.
AnschlieBend erfolgte die Normalisierung der mRNA#de der mit 5-Azadeoxycytidin behandelten
HPDEG6c7-Zellen an die der unbehandelten Zellen.di@iGesamtauswertung wurden die Mittelwerte + $A v
3 unabhéngigen Versuchen verwendet. * zeigt p § BxOVergleich Co unbehandelt zu Co+5-Aza.

b) Statl und die Ladekontrolle SP100 wurden in Kgtrakten von cokultivierten HPDEG6c7-Zellen, die
entweder unbehandelt blieben oder miurhol/l 5-Azadeoxycytidin behandelt wurden, mittelse$tern Blot
detektiert. Die Zahlen Uber den Banden représemidie Bandenintensitat, die durch densitometrigatayse
und folgende Normalisierung an SP100 ermittelt wurltin reprasentativer Versuch von 3 unabhangigen

Versuchen ist gezeigt.
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4.8 Transfektion mit rekombinantem Statl vermindert die Chemoresistenz der
cokultivierten HPDEGc7-Zellen

Um zu demonstrieren, dass Statl an der Regulatem QGhspasen und damit an der
Chemoresistenz der cokultivierten HPDEG6c7-Zellerteiigt ist, wurden cokultivierte
HPDEG6c7-Zellen mit dem Kontrollvektor pcDNA3.1 odenit rekombinantem Statl
transfiziert (Punkt 3.9.2). 24 Stunden nach Traggia wurden die Zellen mit 2@g/ml
Etoposid stimuliert oder blieben unbehandelt. Weit®2 Stunden spater wurde der
Caspase-3/-7-Assay durchgefiihrt und anschlieReed Ldimineszenz im Luminometer
bestimmt (Punkt 3.6).

2,5] *

1,51 I:l pcDNA3.1

B sTAT1

induzierte Caspase-3/-7 Aktivitat
(n-fach von basal)

Abbildung 9:

Mit Statl transfizierte cokultivierte HPDE6c7-Zellen zeigen ein erhdhte Caspaseaktivitat

HPDEG6c7-Zellen wurden fiir mindestens zwei WochenRankreasmyofibroblasten cokultiviert und zuséleli
entweder mit dem Kontrollvektor pcDNA3.1 oder mitkombinantem Statl transfiziert. 24 Stunden nach de
Transfektion wurden die Zellen mit 2@/ml Etoposid stimuliert oder blieben unbehandslich weiteren 22
Stunden wurde der Caspase-3/-7-Assay durchgefiidt anschlieBend die Lumineszenz im Luminometer
bestimmt. Zur Ermittlung der Apoptoserate im Casp8k7-Assay wurde die Behandlungs-induzierte Csspa
3/7-Aktivitat (n-fach von basal) zugrunde geledir Hie Gesamtauswertung wurden die Mittelwerte +8A 4

unabhéngigen Versuchen verwendet. * zeigt p < 0,05.
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Nach Behandlung mit Etoposid stieg in den mit Stedfisfizierten cokultivierten HPDEG6c7-
Zellen die Caspase-3/-7-Aktivitat gegeniber den wohm Kontrollvektor pcDNA3.1
transfizierten Zellen um 59% von 1,1 auf 1Abbildung 9). Dieses Ergebnis weist darauf
hin, dass die Uberexpression von Statl in cokeitiegh HPDE6c7-Zellen dhnlich wie die
Behandlung mit 5-Azadeoxycytidin die Apoptoserated usomit die Chemosensitivitat
gegeniber der Etoposidbehandlung erhoht.

4.9  Erhohte Expression der DNA-Methyltransferase 1lin cokultivierten HPDEGc7-
Zellen

Epigenetische Modifikationen in Form von postregdiiker Methylierung der DNA werden
durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs) vermittelt. INs sind in verschiedenen
Tumorzelllinien und Tumoren Uberexprimiert [40]. %onnten z.B. im PDAC erhohte
Mengen an DNMT1 detektiert werden [48].

Um zu priufen, ob die DNMT1-Expression auch in ctikidrten HPDEG6c7-Zellen erhoht ist
und ob sie vor allem im Kern, wo die DNMT1 ihre Kktion ausubt, lokalisiert ist, wurden
mono- und cokultivierte HPDEG6c7-Zellen wie unternRu 3.4.4 beschrieben ausgesat,
wochentlich zu Kernextrakten aufgearbeitet (Punkt13.und die Expression von DNMT1
mittels Western Blot (Punkt 3.7.6 f.) detektiert.

Woche 1 Woche 6
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Abbildung 10:

Die nukleare Expression von DNMT1 ist in cokultivieten HPDE6c7-Zellen erhdht

HPDEG6c7-Zellen wurden fur die angegebenen ZeitraimMonokultur (Mono) oder in Cokultur (Co) mit
Pankreasmyofibroblasten kultiviert. Die Expressimm DNMT1 sowie der Ladekontrolle HSP90 wurde in
Kernextrakten mittels Western Blot detektiert. Zighlen Gber den Banden reprasentieren die Ban@eisildt,
die durch densitometrische Analyse und folgendenidisierung an HSP90 ermittelt wurde. Dargeststitein

reprasentativer von 4 unabhangigen Versuchen.
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Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, konnte in den Kernextrakten der ltwlerten HPDE6c7-
Zellen eine starkere DNMT1-Expression detektiertdee als in denen der monokultivierten
Zellen. Im Verlauf der Kultur nahm die DNMT1-Expsésn in den cokultivierten HPDE6c7-

Zellen noch weiter zu.

4.10 Einfluss der siRNA-vermittelten Unterdrickungder DNMT1-Expression auf die
Expression von Statl und der Caspasen 8, 9, 3 undrcokultivierten HPDE6cC7-

Zellen

Zur Klarung der Frage, ob die erhdhte nukleére &sgion von DNMTL1 in den cokultivierten
Zellen die Transkription und damit die ExpressioonvStatl sowie die der Caspasen
beeinflusst, wurde die Expression und damit dieivét von DNMT1 mittels siRNA-
Transfektion unterdriickt.

Dazu wurden HPDEG6c7-Zellen fur mindestens 2 Woatwultiviert und anschlieRend mit
einer control sSiRNA oder einer DNMT1-spezifischaRMNA transfiziert (Punkt 3.9.1). Die
Transfektionseffizienz wurde durch die DetektionnvDNMT1 sowie der Ladekontrolle
HSP90 in Kernextrakten (Punkt 3.7.1) mittels Westiot (Punkt 3.7.6 f.) Uberprift.

0.59 0.32

DNMT1 (180 kD) | s

HSPOO(90 kD) | s

control DNMT1
siRNA  siRNA

Abbildung 11:

Transfektion mit DNMT1 siRNA vermindert die DNMT1-E xpression in cokultivierten HPDE6c7-Zellen
HPDEG6c7-Zellen wurden fur mindestens 2 Wochen dokett und zusatzlich entweder mit control SIRN&es
mit DNMT1 siRNA transfiziert. Die Expression von DN'1 sowie der Ladekontrolle HSP90 wurde in

Kernextrakten mittels Westernblot detektiert. E®in reprasentativer von 3 unabhangigen Versugkenigt.

Durch Transfektion mit der DNMT1 siRNA konnte digession von DNMT1 in den
cokultivierten HPDE6c7-Zellen fast vollstandig redert werden Abbildung 11).
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AnschlieRend wurden die aus den transfizierteneBetjewonnenen Kernextrakte (Punkt
3.7.1) und Ganzelllysate (Punkt 3.7.2) mittels WesBlot auf die Expression von Statl bzw.
der Caspasen 8, 9, 3 und 7 untersucht. Als Laded@ntliente SP100 bzw. HSP90.

0.22 0.38

Statl (91 kDa) —
SP100(100 kDa) | -\
0.29 1.72

Caspase §57 kDa) | =~ ==
0.13 0.67

Caspase 947 kDa) | «w= = e—
0.37 0.70

Caspase I35 kDQ) | e o
0.26 0.54

Caspase (35 kDa) | e o
HSPO0(90 kDa) | weee—

control DNMT1
siRNA siRNA

Abbildung 12:

Transfektion mit DNMT1 siRNA steigert die Expressian von Statl und der Caspasen 8, 9, 3 und 7 in
cokultivierten HPDE6c7-Zellen

HPDEG6c7-Zellen wurden fir mindestens 2 Wochen dokeit und zusatzlich entweder mit control sSiRNdew
mit DNMT1 siRNA transfiziert. Kernextrakte wurdemfadie Expression von Statl und Ganzzelllysatedief
Expression der Caspasen 8, 9, 7 und 3 mittels WeBlet analysiert. Als Ladekontrollen diente SP15v.
HSP90. Die Zahlen Uber den Banden reprasentieeBandenintensitat, die durch densitometrische ysaal
und folgende Normalisierung an SP100 bzw. HSP9Gteitnwurde. Ein reprasentativer von 3 unabhangige
Versuchen ist gezeigt.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, fuhrte die Unterdriickudgr DNMT1-Expression zu einem
Anstieg der Expression von Statl sowie der Casp&sef, 3 und 7 in cokultivierten
HPDEG6c7-Zellen.
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411 Transfektion mit DNMT1 siRNA vermindert die Chemoresistenz der
cokultivierten HPDEGc7-Zellen

Um festzustellen, ob die siRNA-vermittelte Unterdaiicg der DNMT1-Expression und die
damit verbundene erhthte Expression von Statl werdGaspasen zu einer gesteigerten
Chemosensitivitat in den cokultivierten HPDE6c7i&el fihrt, wurden diese 24 Stunden
nach Transfektion mit 2Qg/ml Etoposid stimuliert oder blieben unbehandgtich weiteren

22 Stunden wurde der Caspase-3/-7-Assay zur Bestimgrder Apoptoserate durchgefuhrt

(Punkt 3.6).
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Abbildung 13:

Transfektion mit DNMT1 siRNA steigert die Chemosensivitat der cokultivierten HPDE6c7-Zellen
HPDEG6c7-Zellen wurden fir mindestens 2 Wochen dokeit und zusatzlich entweder mit control sSiRN4ew

mit DNMT1 siRNA transfiziert. 24 Stunden nach deaifisfektion blieben die Zellen unbehandelt oderdenr
mit 20 ug/ml Etoposid stimuliert. Nach weiteren 22 Stundeurde der Caspase 3/7-Assay durchgefiihrt und
anschlieBend die Lumineszenz im Luminometer bestinZiur Ermittlung der Apoptoserate im Caspase 3/7-
Assay wurde die Behandlungs-induzierte CaspaseAMtivitat (n-fach von basal) zugrunde gelegt. Flie

Gesamtauswertung wurden die Mittelwerte + SA vamdbhangigen Experimenten verwendet. * zeigt f05.0,

Nach Behandlung mit Etoposid zeigten die mit DNMJIRNA transfizierten HPDEG6cC7-
Zellen gegeniber den mit control siRNA transfiaartHPDE6c7-Zellen eine signifikant

hohere Caspase-3/-7-AktivitatAlfbildung 13). Durch diese Behandlung konnte das
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Ansprechen der Zellen auf eine Zytostatikabehargdhon 1,2 auf 2,1 um 75% gesteigert
werden. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dasshddre Unterdriickung der DNMT1-
Expression in den cokultivierten HPDE6c7-Zellen digoptoserate und somit die

Chemosensitivitat gegentber der Etoposidbehanddumint werden kann.
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5. Diskussion

Die Therapie des Pankreasadenokarzinoms (PDAQ)issheute kaum erfolgversprechend.
Zum einen ist dies durch den hochmalignen Phanotyp dem daraus folgenden, oft
fortgeschrittenen Krankheitsstadium bei Diagnodiestg bedingt, zum anderen wird die
Behandlung dieses Tumors erheblich durch dessemgeprigte Resistenz gegeniber
Chemotherapie erschwert.

Ausgehend von der benignen pankreatischen Gangfigid der stufenweise Erwerb
genetischer Mutationen, wie beispielsweise im k-rader pl16-Gen, zur Entstehung der
Pankreaskarzinomzelle. Als ein Risiko fir die Egttsing eines PDAC gilt die chronische
Pankreatitis. Sie ist - wie das PDAC - durch eiteeke desmoplastische Stromabildung
gekennzeichnet [2, 67, 68]. Dabei bilden aktivieankreasfibroblasten, sogenannte
Pankreasmyofibroblasten, den Hauptbestandteil de&®m&s. Interaktionen zwischen
Karzinom- bzw. Gangepithelzellen und den zellularesber auch nicht-zellularen
Stromakomponenten kénnen Einfluss auf verschiet@legische Eigenschaften des PDAC
haben, z.B. auf Wachstum, Invasionspotential undabtasierung, Gefal3neubildung sowie
Chemoresistenz [15, 16, 69].

In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob berpaskreatische Gangepithelzellen in
Gegenwart von Pankreasmyofibroblasten Veranderuagiahren, die zur intrinsischen, d.h.
vor Therapiebeginn bestehenden Resistenz gegeniymestatika-induzierter Apoptose
beitragen kénnen.

In friheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe kormgeeits gezeigt werden, dass die
Chemosensitivitdt von humanen PDAC-Zelllinien (z.BT45-P1 und T3M4) deutlich
vermindert wird, wenn diese Zellen in einem Trant®gstem zusammen mit murinen
Pankreasmyofibroblasten cokultiviert werden [16]ie DVerwendung dieses Systems
ermoglicht zum einen, gezielt den Einfluss loslicheaktoren auf die Entstehung von
Chemoresistenz zu untersuchen, zum anderen auddrdprung dieser sezernierten Faktoren
hinsichtlich Tumor- (human) und der Stromakompoeerimurin) auf Grund der
Speziesunterschiede zuordnen zu kénnen. Diese 8fevgnordnung war auch Grundlage der
Untersuchungen dieser Arbeit, in denen die human&rpatische Gangepithelzelllinie 6¢7
(HPDEG6C7) Uber einen Zeitraum von bis zu sechs Wio@h Monokultur und parallel dazu in
Cokultur  mit  Pankreasmyofibroblasten  kultiviert war Die  verwendeten
Pankreasmyofibroblasten wurden frisch aus Mausenliers (Punkt 3.1) und der
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myofibroblastische Phénotyp vor jeder Kultur immytozhemisch bestatigt (Punkt 3.2). Da
der Stromaanteil des PDAC grofRer als der Tumodaris#j wurden die murinen
Pankreasmyofibroblasten zu den Pankreasgangzelleeinem Verhaltnis von 2,5 zu 1
eingesetzt. Die Zelllinie HPDE6¢c7 wurde dlsvitro-Modell fir benigne pankreatische
Gangzellen verwendet, da sie urspringlich aus beng humanem Pankreasgewebe isoliert
wurde und keine der frihen Mutationen aufweist, ths PDAC kennzeichnen (Punkt 4.1).
Weiterhin erwies sie sicim vivo als nicht tumorigen [22].

Ahnlich wie Zellen der PDAC-Zelllinie T3M4 erwarberHPDEG6c7-Zellen in der
mehrwochigen Kultur mit murinen Pankreasmyofibrgbda einen chemoresistenten
Phanotyp. Diese Resistenz gegenuber Zytostatikzziader Apoptose konnte gegenuber
Chemotherapeutika unterschiedlicher Substanzklasbewbachtet werden, wie flr
Gemcitabine und Etoposid in dieser Arbeit gezegjt Gemcitabine stellt den aktuellen
Therapiestandard in der Therapie des PDAC dar, whdedoch bisher keine wesentlichen
Verbesserungen im klinischen Ansprechen erzieldemrkonnten [4, 11]. Daher stellt die
Suche nach alternativen und effektiveren Therapiedpten in der Behandlung des PDAC
seit Jahren einen Forschungsfokus der Arbeitsgrugige Im Rahmen vergleichender
Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass Kmombination aus Etoposid mit
Inhibitoren von unterschiedlichen molekularen Zreikturen (z.B. NF<B oder IL1$) zu
deutlich héheren Apoptoseraten in chemoresisteRRAC Zellenin vitro undin vivo fuhrte
als entsprechende Kombinationen mit Gemcitabine T4(. Entsprechend wurden auch die
Untersuchungen in dieser Arbeit nicht nur mit Geatane, sondern vor allem mit Etoposid
durchgeflnhrt.

Der Befund, dass bereits Zellen der pankreatisc@amgepithelzelllinie HPDE6c7 in
Gegenwart von aktivierten Fibroblasten einen chesistenten Phanotyp erwerben, weist
darauf hin, dass Mutationen in den Genen, die sifldansformation zu einer Karzinomzelle
des PDAC in Verbindung gebracht wurden, nicht zwmdj erforderlich fur die Entstehung
von Chemoresistenz sind. Ferner scheint es allgwors durch die Mikroumgebung (z.B.
durch Aktivierung und Proliferation von Fibroblastezu Verdnderungen in den Gangzellen
zu kommen, durch die die Zellen eine maligne Tramsétion erfahren.

In der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werdedgss Interaktionen von
Pankreasmyofibroblasten mit den KarzinomzellliniEBM4 oder PT45-P1 zu einer ILf-
getriggerten NO-Sekretion der Myofibroblasten undgakehrt zu einer ILB-Sekretion der
Karzinomzellen flihrten [16]. Diese Beobachtung kerebenso in HPDE6c7 Zellen gemacht

werden (Daten nicht gezeigt). Da diese Effekte ¢gadagornehmlich in der 1. Woche der
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Cokultur zu verzeichnen waren, scheinen weitereRdeismen an der Aufrechterhaltung des
chemoresistenten Phénotyps beteiligt zu sein.

In dieser Arbeit konnte entsprechend zu Arbeitendan Karzinomzelllinie T3M4 gezeigt
werden, dass cokultivierte HPDEG6c7-Zellen sowolil Rroteinebene als auch auf mRNA-
Ebene parallel zur erworbenen Zytostatikaresistne verminderte basale Expression der
Caspasen 8, 9, 3 und 7 aufweisen. Dieser Befundesow Tatsache, dass die Expression
anti-apoptotischer Molekile (z.B. XIAP, clAP1/2 odBcl-2) unter Cokulturbedingungen
nicht wesentlich verandert ist (Daten nicht ge2eidéuten auf einen transkriptionellen oder
posttranskriptionellen Mechanismus als Ursachesdeminderten Caspasenexpression hin.
Eine entscheidende posttranskriptionelle Modifiatiist dassplicing bei dem durch
Exzision der Introns und Ligation der Exons mRNAdestellt wird, deren Informationen in
den anschlielBenden Schritten der Proteinbiosynthbgelesen werden kénnen. Bei dieser
Prozessierung der mRNA kodnnesplicingVarianten entstehen, durch die es zu
unterschiedlichen mRNAs und damit auch zu unteesttithen Proteinen kommt.
Alternatives Spleiien von mRNA-Transkripten stalhen Regulationsmechanismus dar,
durch den funktionell unterschiedliche Proteinisofen exprimiert werden koénnen. Fur
verschiedene Caspasen ssplicingVarianten beschrieben worden, z.B. fir Caspasé&§ |
Caspase 9 [73] und Caspase 3 [74]. Da in diesegitkkine Antikérper verwendet wurden,
mit denensplicingVarianten der Caspasen differenziert werden kénkann splicing als
Ursache fir die verminderte Caspasenexpression akultivierten Zellen nicht
ausgeschlossen werden, war jedoch auch nicht Gagelnder Untersuchungen dieser Arbeit.
Neben diesen posttranskriptionellen Modifikatiorséellen epigenetische Veranderungen der
DNA einen weiteren wichtigen Kontrollmechanismusr deenexpression dar. Dabei ist
abgesehen von der Histondeacetylierung vor allenb#iA-Methylierung von Bedeutung.
Neben der physiologischen Rolle, die der DNA-Metrying bei der Kontrolle der
Genexpression zukommt, kann diese epigenetischefikiitbn auch zur Tumorentstehung
und -progression beitragen. Dies geschieht, wearPdomotorregionen wichtiger Gene, die
in gesunden Zellen der Tumorentwicklung entgegéeste hypermethyliert und damit
»-ausgeschaltet* werden. Aberrante Methylierung \Rromotorregionen wurde bereits fir
viele verschiedene Gene, u.a. auch fiur die Caspasschrieben. In Neuroblastomzellen, die
sich resistent gegeniber Apoptoseinduktion sowalrchd Fas-Ligation als auch durch
Doxorubicin verhielten, konnte gezeigt werden, ddis Expression der Caspase 8 durch
methylierungsbedingtegene silencingunterdriickt war [75]. In Retinoblastomzellen kannt

beobachtet werden, dass deren Resistenz gegentitbesr&zeptor-induzierter Apoptose auch
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auf einer defizienten Caspase 8-Expression durghethyethylierung beruhte [76]. Zudem
konnte Hypermethylierung in Medulloblastom-, Rhaimgosarkom- und Melanom-Zelllinien
sowie in entsprechenden Tumorproben fir eine wgerie Caspase 8-Expression
verantwortlich gemacht werden. Interessanterweisesem sowohl HPDE6c7- als auch
T3M4-Zellen, die uber mehrere Wochen cokultivierden waren, auch nachfolgend in
Abwesenheit von Pankreasmyofibroblasten Uber einMgchen eine verminderte
Caspasenexpression und einen chemoresistententipnd@ud. Die Tatsache, dass in beiden
Zelllinien jedoch nach einiger Zeit der Monokultwreder eine Erhéhung der Caspaselevel
sowie ein besseres Ansprechen auf Zytostatika zbdmhten war, deutet auf einen
reversiblen Mechanismus hin und fiihrte zu der Hygse¢, dass die Herunterregulation der
Caspasen in diesen Zellen durch einen epigenetisbhechanismus bedingt ist. Durch
Behandlung mit dem DNA-Methylierungsinhibitor 5-Adsoxycytidin  konnte in
Ubereinstimmung damit die Expression der Caspasen9,8,3 und 7 sowie die
Chemosensitivitdt der cokultivierten HPDEG6c7-Zellgesteigert werden. Dieser Effekt
konnte auch in der PDAC-Zelllinie T3M4 erzielt werd [65]. Klinisch werden DNA-
Methylierungsinhibitoren wie 5-Azacytidinvidaz&) und 5-AzadeoxycytidinGacogeri™)
bereits bei hamatoonkologischen Erkrankungen angéwa@7] und werden zur Behandlung
von soliden Tumoren in Studien getestet [78]. BeRléstanzen werden statt der Base
Cytosin in die DNA eingebaut, was zur kovalentendsing und Degradierung der DNMTs
und im folgenden zur Reaktivierung stillgelegtem@&élihrt [79].

Wie auch fur andere Tumore bereits beschrieben worske [50, 54, 80], konnte durch
Behandlung mit 5-Azadeoxycytidin die vermindertepEession des Transkriptionsfaktors
Statl in cokultivierten HPDE6c7-Zellen erhéht werdén Einklang mit den Daten dieser
Arbeit zeigten Missiaglia et al., dass PDAC Zellmsser auf Zytostatika ansprechen, wenn
die Zellen zusatzlich 5-Azadeoxycytidin behandeluraden, was mit einer erhéhten
Expression und Aktivierung von Statl verbunden y6&]. Auch fur einige Zelllinien des
hepatozellularen Karzinoms [81], fur die Pankreagkamzelllinie MIA PaCa-2 [81] sowie
fur Glioblastome [82] konnte gezeigt werden, dassBehandlung mit 5-Azadeoxyctidin zur
Sensitivierung gegenuber Apoptose-induzierendemuinzien fihrt. Eine andere Gruppe
berichtete, dass eine verminderte Statl-ExpressidRlattenepithelkarzinomen durch eine
erhohte Methylierung des Statl-Promotors bedingtwedurch das schlechte Ansprechen
dieser Zellen auf eine Behandlung mit Cisplatiregdéaren war [54].

Um nun die Bedeutung von Statl in der Zytostatilduzierten Apoptose in HPDE6c7 Zellen
nachzuweisen, wurden cokultivierte HPDEG6c7-Zellemsétzlich mit Statl-Plasmid
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transfiziert. Die damit verbundene Uberexpressiam \Statl filhrte &ahnlich wie die
Behandlung mit 5-Azadeoxycytidin zu einer Zunahnee Gaspaseaktivitat und damit einer
Steigerung der Chemosensitivitat.

DNA-CpG-Hypermethylierungen werden durch DNA-Methghsferasen vermittelt, welche
in zahlreichen Tumoren uberexprimiert sind [40, 48]. Im PDAC wurde vor allem eine
hohe Expression von DNMTL1 im Vergleich mit dem Natgewebe gefunden [48].

Eine erhdhte Expression von DNMT1 konnte in Ganbzealten von cokultivierten HPD6¢7
Zellen im Vergleich zu monokultivierten Zellen deiert werden. Wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, konnte dieser Unterschied auchenniéxtrakten der entsprechend kultivierten
Zellen nachgewiesen werden, was darauf hindeuass BNMTL1 in cokultivierten HPDE6c7
Zellen vermehrt aktiv ist. Die Unterdriickung derstgéggerten DNMT1-Expression durch
siRNA-Transfektion fuhrte ahnlich wie die Behandjumit 5-Azadeoxycytidin zu einem
Anstieg der Caspasen- und Statl-Expression soweenen Steigerung der Chemosensitivitat.
Zusatzlich wurde die Expression von DNMT3B untelguadie jedoch in mono- und
cokultivierten HPDE6c7 Zellen gleich war. Entsprexctt fihrte die siRNA vermittelte
Unterdriickung dieses Enzyms zu keiner AnderungemEkpression der Caspasen und von
Statl (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtungemtem nicht nur im Rahmen dieser Arbeit
in HPDEG6Cc7 Zellen gemacht werden, sondern aucleitewiihrenden Untersuchungen in der
PDAC-Zelllinie T3M4. Aufbauend auf diesa vitro Befunde zeigten T3M4 Zellen auah
vivo ein schlechteres Zytostatikaansprechen, wenn dieseder Gegenwart von
Pankreasmyofibroblasten cokultiviert bzw. inokuligrurden. So konnte in Tumoren, die
nach Inokulation von T3M4 Zellen und einem Ubersshan Pankreasmyofibroblasten
gewachsen waren (Co-Tumore), eine signifikant stiiere Tumorreduktion durch eine
Behandlung mit Etoposid erzielt werden als in Tuemgr die nach Inokulation von
Tumorzellen allein (Mono-Tumore) entstanden war&b].[ Entsprechend dein vitro
Ergebnisse wiesen Co-Tumore eine deutlich vermtedexpression der Caspasen 8, 9, 3 und
7 sowie an STAT1 auf [65]. Diese Daten weisen dan@y dass dien vitro identifizierten
Mechanismen, die zur Chemoresistenz von PDAC Zdieitragen, offenbar auan vivo
wirksam sind.

Unter Berucksichtigung friherer Befunde der Arlmpiippe scheint die Entstehung der
intrinsischen, also vor Therapie bestehenden Chesisdenz entscheidend durch die
Interaktion von Gangepithel- bzw. Karzinomzellert aoongebenden Pankreasmyofibroblasten
gefordert zu werden. Im Rahmen dieser Interaktickmnmt es offenbar zunéchst zu einer

frihen Aktivierung von NFReB unter Beteiligung von ILB- und NO [16] und im weiteren
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Verlauf zu einem epigenetisch vermitteltegane silencingvon Statl und verschiedenen
Caspasen (sieh&bbildung 14).
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Abbildung 14:

Modell fur die Entstehung der Intrinsischen/Vorbesehenden Chemoresistenz in Pankreasgangepithel-
bzw. Pankreaskarzinomzellen.Aktivierte Fibroblasten (Myofibroblasten) setzet®Nrei (1), wodurch es in
pankreatischen Gangzellen bzw. Pankreaskarzinoemetur Aktivierung von NEB kommt (2). Die
Aktivierung von NFkB fuhrt zu einer erhdhten Freisetzung von [k-13). Diese erhohten ILgE
Konzentrationen fuhren wiederum zur weiteren Sékmeton NO durch das Tumorstroma und/oder durch die
Gang- bzw. Karzinomzellen selbst (4). Im weiteregrlguf fihrt NO zur nukledren Translokation der DINM
(5), wodurch es zur DNA-CpG-Hypermethylierung voerschiedenen Genen kommt (7). Diese DNA-
Modifikation, entweder in STAT1 und/oder in den @asegenen selbst, resultiert in einer veminderten

Caspaseexpression und damit einem erhéhten Sohiutgpoptoseinduktion (8).

Inwiefern beide Mechanismen getrennt oder miteieancerknipft zur Vermittlung eines
chemoresistenten Phé&notyps fuhren, ist Gegenstakidell@r Untersuchungen der
Arbeitsgruppe. Die Beobachtung, dass die Behandinitgdem NO-Donor SNAP zu einer
erhohten nuklearen Expression der DNMT1 in T3M4d un HPDEG6c7-Zellen flhrte

(unveroffentlichte Daten), deutet daraufhin, dass on Rahmen von Tumor-Stroma-
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Interaktionen freigesetzten loslichen Faktoren wiB. NO den Weg flr epigenetische
Veranderungen wie DNA-CpG-Hypermethylierungen ebnen

Basierend auf den Befunden der vorliegenden Adieint es, dass die Herunterregulation
der Caspasen wesentlich durch das epigenetisch ittedten gene silencing des
Transkriptionsfaktors Statl bedingt ist. Nichtsdéstz kann nicht ausgeschlossen werden,
dass auch die Caspasen selbst von einer DNA-Cp@ylittung betroffen sind, wie es
bereits fir andere Tumore beschrieben wurde. [Mgthylierungs-spezifische PCRs sind
daher mittlerweile in der Arbeitsgruppe begonnendear um die Frage zu beantworten, ob
Statl- und/oder die Caspasegene von dieser Art N&-Rodifikation betroffen sind.

Als ein weiterer Mechanismus, Uber den eine vermited8tatl-Expression die Sensitivitat
gegenuber Apoptose-induzierenden Substanzen erhd@men ist die Herunterregulation von
p21l/wafl beschrieben wurden [54, 83]. Ferner isbetiicksichtigen, dass die Manifestation
von Chemoresistenz nicht nur dber |6sliche Faktorgmmdern auch Uber die direkte
Interaktion der Tumorzellen mit Stromazellen bzwt Rroteinen der extrazellularen Matrix

gefordert werden kann [15].

Zusammenfassend tragt diese Arbeit zu einem besd&estandnis der Mechanismen bei,
die der vorbestehenden Chemoresistenz dieses hbghemTumors zu Grunde liegen. Die
Daten untermauern die Bedeutung von InteraktionenEgéhel- bzw. Karzinomzellen mit

umgebenden Stromazellen in diesem Szenario, durehedi offenbar zur Freisetzung
verschiedener l6slicher Faktoren sowie zur epigsctetbedingten Herunterregulation von
Apoptose-vermitteltenden Faktoren kommt. Ferner seri die Befunde dieser Arbeit
daraufhin, dass solche Veranderungen bereits séhriri der Tumorgenese des PDAC und
offenbar ohne unmittelbare Beteiligung von genégscVeranderungen stattfinden kénnen.
Es ist zu spekulieren, dass solche epigenetischemanderungen, die durch die
Mikroumgebung bedingt sind, Vorlauferzelleprimen’, wodurch diese empfanglicher fir

genetische Veranderungen werden und die malignesfidanation beschleunigt wird.
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6. Zusammenfassung

Fur die Mehrheit der Patienten mit einem exokriRankreasadenokarzinom besteht nach wie
vor keine Aussicht auf Heilung. Dies ist hauptsiéthldurch das oft fortgeschrittene
Krankheitsstadium bei Diagnosestellung sowie diegepsigte Resistenz des Tumors
gegenuber Chemotherapie bedingt. Als Ausgangspudekt Karzinombildung wird das
pankreatische Gangepithel gesehen. Kennzeichnandaféi Pankreasadenokarzinom, aber
auch fir die chronische Pankreatitis, die einerkRiaktor fur die Entstehung dieses Tumors
dargestellt, ist die starke desmoplastische ReaKtro8troma). Zellularer Hauptbestandteil
des Stromas sind aktivierte PankreasfibroblasteRaakreasmyofibroblasten). Interaktionen
zwischen Tumorzellen bzw. deren Vorlauferzellen m#&nkreasmyofibroblasten scheinen
Einfluss auf die Entstehung und die ProgressiorPadedkreaskarzinoms zu haben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucbh die Interaktion mit
Pankreasmyofibroblasten bereits in benignen patikok@n Gangzellen zur Entstehung von
Chemoresistenz als Kennzeichen der malignen Tranatan beitragt. Es konnte gezeigt
werden, dass Zellen der humanen benignen panlaeatis duktalen Epithelzelllinie
HPDEG6c7 unter Cokultur mit Pankreasmyofibroblaseenen chemoresistenten Phanotyp
erwerben. Dies war mit einer verminderten Expressier Caspasen 8, 9, 3 und 7 sowie des
Caspase-regulierenden Transkriptionsfaktors Statthumelen. Durch Behandlung mit dem
DNA-Methylierungsinhibitor 5-Azadeoxycytidin konntgie Expression der Caspasen und
von Statl gesteigert und die Chemosensitivitat ém@nden. Dies deutet auf einen erhéhten
DNA-Methylierungsgrad als Ursache fur die verminddfxpression der Caspasen und Statl
hin. In den cokultivierten HPDE6c7-Zellen wurde ilzgrhinaus eine erhéhte Expression der
DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) detektiert, dessémterdrickung mittels siRNA-
Transfektion &hnlich wie die Behandlung mit 5-Azaxigcytidin sowohl zu einer Erhdhung
der Caspase- und Statl-Expression als auch zu einemosensitiven Phanotyp fluhrte.

Diese Arbeit weist auf die Bedeutung von Pankreasdiisoblasten in der Entstehung von
Chemoresistenz bereits in pankreatischen Gangémties hin. Ursachlich scheint dafir
eine durch den Einfluss der Pankreasmyofibroblagteainderte epigenetische Regulation der
Caspasen zu sein. Ferner zeigen diese Daten, das€rdstehung der intrinsischen
Chemoresistenz  offenbar ein  fruhes Ereignis in  défumorgenese des
Pankreasadenokarzinoms darstellt und Pankreasmyblidsten zur malignen Transformation

des pankreatischen Gangepithels entscheidenddmmitra
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