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2 Abkulrzungsverzeichnis

Ak Antikorper
CHX Cycloheximid
DNA Desoxyribonukleinséure
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ENA78 Epithelial neutrophil-activating protein 78
FCS fotales Kélberserum
IAP inhibitor of apoptosis protein
IGFBP Insulin-like growth factor binding proteins
IL Interleukin
MCP Monocyte chemoattractant protein
MMP Matrix Metalloproteinase
NF-xB nuclear factor xB
PBS(T) phosphate buffered saline (+Tween)
PDAC duktales Pankreasadenokarzinom
PKC Proteinkinase C
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
TNF Tumornekrosefaktor

T=Tumor, N=Nodes=Lymphknoten, M=Metastasen
TNM-Grad [Stadieneinteilung von malignen Tumoren
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
uPA Urokinase vom Plasminogen Aktivator Typ
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3 Einleitung

3.1 Das Pankreasadenokarzinom

Mit ca. 80-90% der Bauchspeicheldrisenneoplasien ist das duktale Pankreaskarzinom der
haufigste Bauchspeicheldriisentumor und liegt im Moment an 4. Stelle der
Krebstodesstatistik (Berchtold et al., 2000). Die Inzidenz in Deutschland betragt 10/100000
Einwohner jahrlich. Damit stellt diese Erkrankung den dritthdufigsten Tumor des
Gastrointestinaltraktes dar. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 67 J. (Méanner) und 75 J.
(Frauen). In den meisten Fallen handelt es sich um ein Adenokarzinom, das am h&ufigsten
den Pankreaskopf betrifft. Dabei stammen 90% der Pankreasadenokarzinome aus dem
Epithel der kleinen Pankreasgénge (duktales Karzinom) und nur 10% aus dem Azinusepithel

(azindres Karzinom).

Ein duktales Pankreasadenokarzinom ist fir seine schlechte Prognose bekannt. Gegenwartig
betragt die 5-Jahresuberlebensrate bei palliativer Therapie 0% und nach kurativer Resektion
15% (Herold, 2005). Das erklart sich dadurch, dass aufgrund der absolut unspezifischen
Symptome, wie Oberbauchbeschwerden, Appetitlosigkeit, Rickenschmerzen usw. zuerst
verschiedene Fehldiagnosen gestellt werden und die Neoplasie erst im Spatstadium erkannt
wird. Aullerdem ist zur Zeit der Diagnosestellung meistens eine lymphogene (Lymphknoten,
Peritoneum) und/oder hamatogene (Leber, Lunge, Nebenniere, Knochen) Metastasierung
erfolgt (Buhling et al., 2004). Die einzige kurative MaRnahme stellt die RO-Resektion dar (z.
B. Duodenopankreatektomie nach Kausch-Whipple) (Herold, 2005). Zu einer derart
schlechten Prognose tragt auch die bekannte Apoptoseresistenz der Pankreastumorzellen bei
(Fulda, 2009). Insofern wird heute sehr intensiv an den Apoptosevorgiangen in
Pankreastumorzellen geforscht und es wird versucht, diese sensitiver gegen Chemo- und
Radiotherapie zu machen. Gleichzeitig wird auch immer wieder nach Substanzen gesucht, die
in der Lage sind, die apoptoseresistenten Pankreasadenokarzinomzellen gegen eine
Chemotherapie sensitiv. zu machen. Solche Substanzen bedulrfen einer sorgfaltigen
Untersuchung, bevor sie in der Tumortherapie zum Einsatz kommen kénnen, denn es miissen
zum einen die Hauptwirkungen eines geeigneten Chemotherapeutikum erforscht werden und
zum anderen mussen auch dessen mdgliche Nebenwirkungen und ihr Einfluss auf die

Prognose des Patienten untersucht werden.

Eine von vielen Substanzen, die fiir eine Chemotherapie eines Pankreasadenokarzinoms in
Frage kommen, stellt zur Zeit ein so genannter TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) dar (Chen et al., 2003). TRAIL kann in Tumorzellen eine Apoptose auslésen, ohne
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dabei auf normale Zellen toxisch zu wirken (Walczak et al., 1999). Da TRAIL neben
proapoptotischen  Effekten auch nicht-apoptotische  Signaltransduktionswege,  wie
Proliferation und Migration der behandelten Zellen aktivieren kann (Ehrhardt et al., 2003;
Ishimura et al., 2006), mussen diese néher erforscht werden.

3.2 Apoptose

Als Apoptose wird ein programmierter Zelltod bezeichnet (Bras et al., 2005; Lullmann-
Rauch, 2006), der als Begriff 1972 von John Kerr geprégt wurde und einen genetisch
determinierten Zelluntergang beschreibt. Zu einem solchem Zelluntergang ist theoretisch jede
kernhaltige Zelle des menschlichen Organismus fahig. Allerdings unterliegt dieser VVorgang
einer Reihe von Regulationsmechanismen. Diese Regulationsmechanismen werden durch
anti- und pro-apoptotische Proteine und Liganden im Gleichgewicht gehalten und
entscheiden so iber das Schicksaal der Zelle (Bras et al., 2005; Trauzold et al., 2003).

Die Apoptose I&sst sich in zwei Phasen unterteilen: Initiations- und Effektorphase.

Bei der Initiationsphase unterscheidet man einen extrinsischen und einen intrinsischen Weg.
Der extrinsische Weg wird durch Todesrezeptor-vermittelte Signale (TNF-Rezeptor-1, TNF-
Rezeptor-2, TRAIL-Rezeptor-1, TRAIL-Rezeptor-2) in Gang gesetzt, indem durch mehrere

Zwischenschritte die Caspase 8 aktiviert wird (Degterev et al., 2003).

Wie 6st eine aktive Caspase 8 eine Apoptose aus? Ein direkter Weg wird in so genannten
Typ-1 Zellen reprasentiert. Dabei wird die Caspase 8 durch Autokatalyse aktiv, wodurch die
Caspase 3 und Caspase 7 aktiviert werden. Die letzten fiihren durch Spaltung verschiedener
zellularer Substrate zur Aktivierung der Caspasen-Kaskade (Degterev et al., 2003). Im
Gegensatz dazu spaltet eine aktive Caspase 8 in den Typ-2 Zellen das so genannte Bid, ein
pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie. Durch weitere Zwischenschritte, wie eine Bax
und Bak vermittelte Cytochrom c¢ Freisetzung und eine Formation des Apoptosom-
Komplexes, wird die Caspase 9 aktiviert, die ihrerseits, wie die Caspase 8 in den Typ 1
Zellen, Caspase 3 und Caspase 7 aktiviert und so eine Caspasen-Kaskade auslést (Degterev et
al., 2003). Der intrinsische Weg wird z. B. durch DNA-Beschadigung oder durch
zytotoxische Medikamente in Gang gesetzt und ahnelt dem extrinsischen Weg von Typ-2
Zellen (Degterev et al., 2003).

Die zweite Apoptosephase, die so genannte Effektorphase, wird durch die Caspasen 3, 6 und
7 vermittelt. Dies geschieht durch Proteolyse von Zell-Zyklus regulierenden Proteinen
(Degterev et al., 2003).
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Eine entscheidende Rolle in der Freisetzung von Cytochrom ¢ und in der Regulation der
Apoptose spielen Proteine der Bcl-2 Familie. Sie besteht aus pro-apoptotischen (Bid, Bax,
Bak) und anti-apoptotischen (Bcl-xL, Mcl-1) Proteinen. Die Interaktion zwischen diesen
Proteinen scheint fir eine Zelle tberlebenswichtig zu sein (Chen et al., 2003).

3.3 TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), auch Apo-2 ligand genannt, ist ein
typisches Mitglied der TNF-Familie. Seine Funktion besteht u. a. in der Induktion
apoptotischer Signalwege (Chen et al., 2003). Der Signaltransduktionsweg von TRAIL ist
kompliziert und beinhaltet funf Rezeptoren, wobei nur zwei davon (TRAIL-Rezeptor-1 und
TRAIL-Rezeptor-2) ein Apoptosesignal tGbermitteln kénnen (Newsom-Davis et al., 2009;
Schneider et al., 1997). Im Gegensatz zum Menschen hat eine Maus nur einen Todesrezeptor
fur TRAIL (mTRAIL-R) (Wu et al., 1999). Es wurde gezeigt, dass TRAIL in der Lage ist, in
den Tumorzellen Apoptose zu induzieren, wobei normale Zellen kaum apoptotisch
untergehen (Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999). Dies ermoglicht es TRAIL in der
Tumortherapie einzusetzen (Wajant et al., 2005). Nichtsdestotrotz gibt es auch Ergebnisse,
die zu der Vorstellung beitragen, dass TRAIL nicht nur in der Lage ist eine Apoptosekaskade
in Gang zu setzen, sondern auch andere, nicht-apoptotische Reaktionsketten zu aktivieren,
die unter Umsténden zu Apoptoseresistenz der Zelle fihren kénnen. Ein gutes Beispiel daftr
ist die TRAIL-induzierte Aktivierung von Proteinkinase C und NFxB, die
Pankreastumorzellen vor der TRAIL-induzierten Apoptose schiitzt (Trauzold et al., 2001). Da
durch diese Aktivationswege die Gentranskription fir anti-apoptotische, Angiogenese-
induzierende und Migration-stimulierende Faktoren angeregt wird, besteht die Mdéglichkeit,
dass eine TRAIL-Behandlung eines Pankreaskarzinoms unter Umstdnden zur
Verschlechterung des TNM-Grades durch vermehrte Zellproliferation und frihere

Metastasierung beitragen kann. Dies soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

3.4 Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (UPA)

UPA ist eine Urokinase vom Plasminogen Aktivator Typ und gehdrt zu den Enzymen der
Peptidasengruppe (Ulisse et al., 2009). Dieses Enzym zirkuliert frei im Serum und aktiviert

Plasminogen zu Plasmin, was wiederum u. a. zum Auflésen eines Blutgerinnsels flihrt.

AuBerdem ist das Enzym in verschiedene physiologische und pathophysiologische
Signaltransduktionswege einer Zelle miteingebunden wund aktiviert u. a. Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) (Legrand et al., 2001; Zhao et al., 2008), die ihrerseits zu einer
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Erhohung der Invasivitat der Tumorzellen durch Spaltung der Extrazellularmatrix beitragen
(Brooks et al., 2009). Das kann zu einem friheren und aggressiveren Durchbruch der
Basalmembran und Extrazellularmatrix fihren, was wiederum eine Metastasierung
beglnstigt (Ulisse et al., 2009). uPA spielt eine groRe Rolle in der Proliferation und
Metastasierung von Tumorzellen (Friedl and Wolf, 2003).

3.5 Matrix Metalloproteinasen (MMPs)

MMPs gehéren zur Familie der Metalloproteasen. Sie spielen im Tumorwachstum und in der
Angioneogenese eine grofle Rolle (Nakamura et al., 2007) und koénnen dramatisch die
Prognose eines Tumorpatienten verschlechtern. Es wurde auch gezeigt, dass Induktion von
uUPA und MMP-9 zu einer erhéhten Invasivitit der Pankreastumorzellen fihrt (Zhang et al.,
2006). Eine Inhibition von MMP-2 fihrt zur Suppression der Invasivitdt der

Pankreastumorzellen ohne das Priméartumorwachstum zu beeinflussen (Zhi et al., 2009).

3.6 Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und Interleukin-8 (IL-
8)

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und Interleukin-8 (IL-8) sind Botenstoffe, die
an inflammatorischen Prozessen beteiligt sind (Melgarejo et al., 2009; Waugh and Wilson,
2008). Diese Proteine werden von verschiedenen Tumorzellen und tumorassoziierten Zellen
sezerniert (Andoh et al., 2000; Takaya et al., 2000). Im Labor der Sektion fur Molekulare
Onkologie, Institut fur experimentelle Tumorforschung im Krebszentrum Nord, wurde
gezeigt, dass es nach einer CD95-Stimulation der Pankreastumorzellen zur Induktion der
NFkB, Hochregulation der IL-8 und uPA kommt, was eine erhéhte Invasivitat beginstigt
(Trauzold et al., 2005).

MCP-1 gehort zur Familie der chemotaktischen Zytokine. Es wird u. a. durch Monozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen und Osteoblasten produziert (Melgarejo et al., 2009). MCP-1
wirkt chemotaktisch auf Monozyten und Makrophagen und spielt damit eine entscheidende

Rolle bei einer Entziindung (Melgarejo et al., 2009).

IL-8 wird durch aktivierte Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und eine Reihe von
Tumorzellen produziert. IL-8 aktiviert spezifische neutrophile Granulozyten und wirkt
chemotaktisch auf fast alle migrationsfahige Zellen. Somit spielt es eine groRe Rolle in der
Regulation inflammatorischer Prozesse. AuRerdem unterstitzt IL-8 die Angiogenese, was fur

das Tumorwachstum und die Metastasierungstendenz eine Rolle spielen kann. Bezogen auf
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das Pankreaskarzinom wurde gezeigt, dass IL-8 eine Angiogenese fordert (Matsuo et al.,
2009).
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4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die Fragestellungen dieser Arbeit basieren auf VVoruntersuchungen, die gezeigt haben, dass
eine TRAIL-Behandlung durch TRAIL-Rezeptor-Aktivierung neben den pro-apoptotischen,
auch anti-apoptotische Signaltransduktionswege in den Tumorzellen induzieren kann.
(Almasan and Ashkenazi, 2003; Siegmund et al., 2002; Trauzold et al., 2001). Aufgrund der
Kenntnisse, dass TRAIL in der Lage ist in verschiedenen Tumorzellen eine Apoptose in
Gang zu setzen und dabei normale Zellen nicht zu schédigen (Ashkenazi et al., 1999;
Walczak et al., 1999), werden derzeit TRAIL und anti-TRAIL-Rezeptor-Antikdrper schon in
klinischen Studien in der Tumortherapie untersucht (Greco et al., 2008; Hotte et al., 2008;
Moretto and Hotte, 2009). Im Labor der Sektion fiir Molekulare Onkologie, Institut flr
experimentelle Tumorforschung im Krebszentrum Nord, wurde aber gezeigt, dass TRAIL
neben seinen pro-apoptotischen Funktionen, auch nicht-apoptotische
Signaltransduktionswege aktivieren kann (Trauzold et al., 2001). Insofern wurde als Ziel

dieser Arbeit die Beantwortung folgender Fragen gesetzt:

e Ist TRAIL in der Lage in den Pankreasadenokarzinomzellen pro-inflammatorische und
invasionsfordernde Antworten zu initiieren? Hierzu sollen an apoptose-sensitiven und

apoptose-resistenten Pankreastumorzellen in vitro Versuche durchgefiihrt werden.

e Ist TRAIL ein potentielles Chemotherapeutikum fiir ein Pankreasadenokarzinom?
Welche Auswirkungen zeigt eine TRAIL-Behandlung im Bezug auf den Primartumor
und seine Metastasierungstendenz? Dafir soll eine TRAIL-Behandlung in vivo

untersucht werden.

Diese Uberlegungen dienten als Leitlinie und pragten den Verlauf der Arbeit. Ziel der Arbeit
war, die nicht-apoptotischen Effekte von TRAIL in der Tumorbehandlung genauer zu
untersuchen, um somit mogliche Nebenwirkungen und Verschlechterung der Prognose zu

vermeiden und  potentielle Angriffspunkte fir eine gezielte Therapie zu zeigen.
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5.1 Bezugsquelle der Chemikalien und Kits

Bovine Serum Albumin (BSA)

Biochrom KG, Berlin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

ECL™/ECL™plus (enhanced

chemiluminescence)

Amersham Phrmacia Biotech,

Buckinghamshire, GroRbritanien

Ethanol

Merck, Darmstadt

Lipofectamine 2000 Reagent

Life Technologies, Eggenstein

Magermilchpulver

Merck, Darmstadt

Phosphate Buffered Saline (PBS) Dulbecco’s

Life Technologies, Eggenstein

Proteinase Inhibitor Cocktail

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Rainbow Marker, RPN 756

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Merck, Darmstadt

Trypanblau Invitrogen
Tween Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
RNA-pure PQ-Lab, Erlangen, Deutschland

LC FastStart DNA Master SYBR Greenl-Kit

Roche, Mannheim, Deutschland

Hexamer Primer und reverse Transkriptase

Invitrogen

UPA-Immunoassay

American Diagnostica

IL-8- und MCP-1-Immunoassay

R&D Systems, Deutschland

Human Antibody Array

RayBiotech

Multi-Probe RNase Protection Assay

BD PharMingen. Heidelberg, Deutschland

pegCOLD RNAPure

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Deutschland

Zytokine-Array

RayBio
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5.2 Zellkulturmedien und Zusatze

Fotales Kélberserum (FCS) Hyclone, Logan, UT, USA

Geniticin (G418) Life Technologies, Eggenstein
L-Glutamin Life Technologies, Eggenstein
Natrium-Pyruvat Life Technologies, Eggenstein

Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Life Technologies, Eggenstein

Trypsin 0,05%-EDTA 0,02% Life Technologies, Eggenstein

5.2.1 Rekombinante Proteine und Antikorper

TRAIL (Thr-95-Gly-281) R&D Systems, Wiesbaden

anti-uPA-Antikorper American Diagnostica

5.3 Labormaterialien und Gerate

Biomax MR Réntgenfilm Kodak Eastman, New York, USA

Curix 60 Entwickler Agfa, Dibendorf

ELISA-Reader Anthos, Salzburg, Osterreich

PVDF Membran, Immobilon-P Milipore, Eschborn

Wet Blot Kammer, Mini Trans Blot Cell Bio Rad Laboratories, Miinchen
Zellzéhler CASY 1 Schérfe System, Reutlingen, Deutschland

5.4 Zelllinien - Ubersicht

Alle untersuchten Zelllinien sind menschlichen Ursprungs. In der Spalte ,,Zelllinie* sind die
Bezeichnungen einer Zelllinie angegeben. ,,Ursprung® und ,,Malignitét und Differenzierung*
geben entsprechend die Information Uber den Ursprung und Malignitats- und

Differenzierungsgrad an.

Abkirzungen: Pa.: Pankreas, Ca: Karzinom
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Zelllinie Ursprung Malignitat und
Differenzierung

Colo357 Pa. Adeno- Gut differenziert Grad
Ca/Lymphknotenmetast | I-11
ase

Colo357/Bcl-xL | Pa. Adeno-Ca/ Gut differenziert Grad
Lymphknotenmetastase |I-11

5.5 Zellkultur

5.5.1 Langzeitlagerung der Zellen

Alle Zellen wurden im Labor der molekularen Onkologie Uni-Kiel in FCS mit 10% DMSO
in flissigen Stickstoff bei —196 °C aufbewahrt.

5.5.2 Auftauen, Kultivieren und Passagieren von Zellen

Von den zu kultivierenden Zellen wurde jeweils ein Aliquot aus dem flissigen Stickstoff bei
37 °C aufgetaut und mit Kulturmedium versetzt. Die Zellen wurden drei Minuten bei 1400
rom abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 15 ml Medium resuspendiert.
Die Zellen wurden nun erneut abzentrifugiert, in 5 ml Medium resuspendiert und auf eine
T25 Zellkulturflasche ausgesét. Das fur die Zellkultur verwandte Medium besteht aus RPMI
1640 Medium versetzt mit 10% FCS, 2 mM Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat.

Zum Kultivieren wurden die Zellen in einem Begasungs-Brutschrank in 5,0% CO,-haltiger
Luft und Wasserdampf gesattigter Atmosphére bei 37 °C gelagert. Alle fur die Experimente
verwandten Zellen wuchsen adhdrent und einschichtig in T25, T75 oder T175

Zellkulturflaschen.

In regelmaRigen Abstédnden wurden die Zellen mikroskopisch auf Kontaminationen und zur
Beurteilung der Konfluenz begutachtet. Ab einer Zelldichte von 70-90% wurden die Kulturen
passagiert. Dazu wurden die Zellkulturen mit PBS gewaschen und mit einer Trypsin-Losung
je nach Abléseverhalten der Zelllinien fir 5 bis 15 min im Brutschrank inkubiert. Die nun
abgelosten Zellen wurden zur Inaktivierung des Trypsins mit Medium versehen und drei
Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in Medium
resuspendiert und die Zellen im Verhéltnis 1:5 neu ausgeséat oder bei Bedarf zu diesem

Zeitpunkt fur eine gezielte Aussaat gezahlt.
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5.5.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden jeweils 1x10° Zellen in sterile 1,8 ml Nunc Réhrchen mit je 1,5 ml
Volumen FCS mit 10% DMSO verteilt. Vor dem Einfrieren wurden die Nunc Rohrchen in
einem auf 4 °C vorgekihlten Nalgene Einfrierbehélter &quilibriert und hierin in einem —80 °C
Gefrierschrank eingefroren. Innerhalb der folgenden Woche wurden die Aliquots in flissigen
Stickstoff Gberfhrt.

5.6 Zellzahlermittlung

Far die Zellzahlermittlung wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden mit D-PBS
gespult und mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,5% Trypsin in PBS mit EDTA) von den
Kulturschalen abgeldst. Danach wurde die Wirkung von Trypsin durch Zugabe des
Zellmediums gestoppt. Die Zellen wurden Zentrifugiert (1420/min x 4 min), der Uberstand
wurde abgesaugt und ein frisches Medium wurde zugegeben. Das Zé&hlen der Zellen fand in
dem automatischen Zellzdhler CASY 1 statt. Das jeweilige Ergebnis wird aus dem Mittelwert

dreier unabhédngig voneinander gezéhlter Proben ermittelt.

5.7 Invasionsassay

Das Invasionspotential der Colo357/BcIxL-Zellen wurde mittels eines Invasionsassays
(Trauzold et al., 2005) untersucht. KiF-5-Fibroblasten wurden in 24-well-Platten mit 1.5 x
10° Zellen/Well ausgesat. Nach vier Tagen bildeten sich in den Wells konfluente, dichte
Fibroblastenschichten. Die Fibroblasten wurden mit PBS gewaschen, mit 500 pl/Well DMSO
(eine Stunde bei Raumtemperatur) behandelt und anschlielend noch zwei Mal mit PBS
gewaschen. Danach wurden diese toten Fibroblasten mit Colo357/BcIxL-Zellen (2 x
10%/Well) im Kulturmedium (ibersét. Nach 24 Stunden erfolgte eine Behandlung mit TRAIL
(100 ng/ml), mit oder ohne Zusatz von einem blockierenden anti-uPA-Antikorper (2 pg/ml).
Nach 48 Stunden TRAIL-Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 15 Minuten
mit 0,2% Trypanblau geféarbt, noch einmal mit PBS gewaschen und sofort fotografiert. Da
Trypanblau nur Fibroblastenschichten anfarbt, lassen sie sich gut von den Karzinomzellen
abgrenzen. So wurden Invasion und/oder Digestion der Fibroblasten durch Tumorzellen als

nicht-gefarbte Areale im Bild dargestellt.

5.8 Real time RT-PCR

Die gesamt-RNA der untersuchten Zellen wurde mittels RNA-pure isoliert und cDNA

mithilfe von Hexamer Primer und reversen Transkriptase synthetisiert. Die RT-PCR wurde
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im Lightcycler mittels LC FastStart DNA Master SYBR Greenl-Kit durchgefiihrt. Ein
Zyklusschritt dauerte 10s bei 94/58/72°C.

5.9 Immunoassay

Um die Sekretion von IL-8, MCP-1 und uPA wurde mithilfe entsprechender Immunoassays
determiniert. Alle verwendeten Immunoassays basierten auf dem gleichen Prinzip. Dabei
werden auf einem Well-Boden immobilisierte, monoklonale Antikdrper gegen das
entsprechende Protein (in diesem Fall entweder IL-8, uPA oder MCP-1) mit einer zu
untersuchenden Probe beladen. Der spezifische, immobilisierte Antikorper bindet das in der
Probe vorhandene, entsprechende Protein. Danach werden alle nichtgebundenen Proteine
durch einen Waschvorgang aus dem Well ausgewaschen. Ein zweiter, polyklonaler,
Antikorper wird aufgetragen und anschlieend werden alle ungebundenen Antikorper wieder
durch einen Waschvorgang entfernt. Dann wird eine Farblésung aufgetragen und es
entwickelt sich eine Farbung, deren Intensitdit der Menge von dem im ersten Schritt
spezifisch gebundenen Protein entspricht. Analyse wurde streng nach dem vom Hersteller
mitgelieferten Protokoll durchgefuhrt. Dafir wurden die Colo357/BcIxL Zellen Uber 16
Stunden mit TRAIL (100ng/ml) behandelt und die Uberstande analysiert. Die gemessenen
Konzentrationen wurden entsprechend der Zellzahl normalisiert und mit Uberstanden

unbehandelter Zellen verglichen.

5.10 Human Antibody Array

FUr eine quantitative Messung verschiedener humaner Faktoren, die die Angiogenese, das
Tumorwachstum und die Aggressivitat der Tumorzellen beeinflussen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit Human Antibody Array verwendet. Dabei wurden folgende Membranen

benutzt:

RayBio® Human Zytokine Antibody Array VI & 6.1 (60)

RayBio® Human Zytokine Antibody Array VII & 7.1 (60)

RayBio® Human Matrix Metalloproteinase Antibody Array | & 1.1 (11)

Eine Membran ist mit mehreren, unterschiedlichen monoklonalen Antikorpern beladen.
Jeder dieser Antikdrper ist spezifisch fur ein bestimmtes Protein und ist auf einer Membran
doppelt reprasentiert. Die Membranen VI und VII kdnnen jeweils 60 verschiedene Proteine
und die MMP-Membran zehn Proteine analysieren. Das Prinzip besteht darin, dass eine

Membran mit Uberstanden behandelter oder unbehandelter Zellkultur fiir eine Stunde
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beladen wird. Proteine, die in diesen Uberstidnden enthalten sind, werden durch die auf der
Membran immobilisierten AntikOrper gebunden. Nach einem Waschvorgang kommt ein
zweiter, biotinylierter Antikorper fur eine Stunde auf die Membran. Als néchstes wird die
Membran flr eine Stunde in eine Streptavidin-enthaltende Ldsung eingebracht. Streptavidin
weist eine hohe Affinitat zu Biotin auf und bindet sich dementsprechend an die biotinylierten
Antikorper. Da Streptavidin mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt ist, I&sst sich
dieser Biotin-Streptavidin-Komplex mit einer Fluoreszenzdetektion visualisieren und

analysieren.

NS ®, Proben
Eine mit verschiedenen, ' l I i} v C
monoklonalen Antikérpern

beladene Membran EE—— *

W CR s 1 Stunde Inkubation der
Proben auf der Array-

—— Membran

biotinylierter Antikorper ” XX > ‘
1 94
sne 1 Stunde Inkubation mit
i S 2 biotinylierten Antikérpern
|

Streptavidin @ @ @ @ ‘

1 Stunde Inkubation mit
& 4 Streptavidin

]

/" e e e 7 Detektion des Signals

b

Datenanalyse und graphische
m — Darstellung

Prinzip eines Zytokin-Arrays. Dargestellt ist das Prinzip
eines Zytokin-Arrays, welches im Text unter Methoden
beschrieben ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Colo357/BclxL-Zellen 16 Stunden mit TRAIL (100 ng/ml)
behandelt und die Uberstdnde wurden anschlieRend mithilfe von den oben beschriebenen
Zytokin-Arrays analysiert. Die Analyse erfolgte insgesamt fiir 130 humane Proteine, die auf

der schematischen Darstellung von den oben genannten Membranen représentiert sind.
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a b 4 d e f g h i i k 1 m n
1 POS POS NEG NEG Blank Angiogenin BDNF BLC ENP-4 BNP-6 CEbeta8-l CNTF EGF Eotwdn
2 POS POS NEG NEG Blak Angiogenin BDNF BLC BNP-4 EMP-6 CEbeta 8-1 CNTF EGF Eotwan
3 | Eotwdn2 | Eotwain3 | FGF-6 | FGF-7 | Fit-3Lizwd | Frctakine GCP-2 GDNF GIM-CSF 1309 IFN-zamma | IGFEP-1 | IGFEP-2 | IGFEP-4
4 | Eotwdn2 | Eotwain3 | FGF6 | FGF-7 | Fit-3Lizwd | Frctakine GCP-2 GDNF GM-CSF 1-309 IFN-gamma | IGFEP-1 | IGFEP-2 | IGFEP-4
5 IGF-I IL-10 IL-13 IL-15 IL-16 IL-1alpha IL-1beta IL-Iralpha IL-2 IL-3 -4 IL-5 IL-6 IL-7
6 IGF-I IL-10 IL-13 IL-15 IL-16 IL-1alpha IL-1beta IL-Iralpha IL-2 L3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7
7 Leptin LIGHT | MCP-1 | MCP-2 MCP-3 MCP-4 -CSF MDC MG MIP-1delta | MIP-3alpha | NAP-2 NT-2 PARC
g Leptin LIGHT MCP-1 | MCP-2 MCP-3 MCP-4 M-CSF MDC MG MIP-1delta | MIP-3alpha | NAP-2 NT-3 PARC
9 | PDGF-BE | RANTES SCF SDF-1 TARC TGFb1 TGFbeta3 | THF-alpha | THF-beta Blank Blak Blank Blak POS
10 | PDGF-BB RANTES SCF SDF-1 TARC TGFb1 TGFbeta3 THF-alpha THF-beta Bl Blank Blak Blak POS
Membran VI

a b 3 d & f g h i i k 1 m n
1| POS POS NEG NEG Blak Agp30 AgRP Angiopoietine2 | Amphiregulin Ad FGFbasic b- NGF ETC CCL-28
2| POS POS NEG NEG Blark Aap30 AgRP Angiopoieting2 | Amphiregulin Ad FGFbasic b-NGF ETC CCL-28
3 | CTACK Dtk EGF-R ENA-78 Fas/THFRSF6 FGF-4 FGF-9 GCSF GITR-Ligand GITR GRO GRO-alpha HCC-4 HGF
4 | CTACK Dtk EGF-R ENA-78 Fas/THFRSF6 FGF-4 FGF-9 GCSF GITR-Ligand GITR GRO GRO-alpha HCC-4 HGF
5 [ICADG1 ICAN-3 IGFBP-3 IGFEP-6 IGF-ISR IL-1R445T2 | IL-1RI IL-11 IL-12p40 IL-12p70 L-17 IL-2Ralpha | IL-6R -8
6 | ICANG1 ICAN3 IGFBP-3 IGFEP-6 IGF-ISR IL-1R4/5T2 | IL-1RI IL-11 IL-12p40 IL-12p70 IL-17 IL-2Ralpha | IL-6R L8
7 | FTAC | Lymphotactin MIF MIP-1alpha IP-1beta MIP-3beta | MSP-alpha NT-4 Osteoprotegerin | Crcostatin M PIGF sgpl30 sTNFRI | sTHF-RI
8 | FTAC | Lymphotactin MIF IP-1alpha MIP-1beta MIP-3beta | MSP-alpha HNT-4 Osteoprotegerin | Crcostatin M PIGF sgpl30 sTNFRI | sTHF-RI
9 | TECK TIMP-1 TIMP-2 | Thrombopoietin TRAIL R3 TRAIL R4 uPAR VEGF VEGF-D Bl Blak Blak BElak POS
10 | TECK TIMP-1 TIMP-2 | Thrombopoietin TRAIL R3 TRAIL R¢ uPAR VEGF VEGF-D Blak Blak Blak Blak POS

Membran VII
A B C D E F [£3 H

1| POS POS NEG NEG | MMP-1 |MMP-2 |MMP-3 | MMP-8
2| POS POS NEG NEG | MMP-1 |MMP-2 |MMP-3 | MMP-8
3| MMP-9 | MMP-10 | MMP-13 | TIMP-1 | TIMP-2 | TIMP-4 NEG PO3
4 |MMP-9 | MMP-10 | MMP-13 | TIMP-1 | TIMP-2 | TIMP-4| NEG POS

MMP-Membran

Schematische Darstellung der verwendeten Zytokin-Array Membranen. Dargestellt
sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zytokin-Array Membranen. Jeder
Antikorper ist doppelt reprasentiert. Membran VI und VII kénnen jeweils 60 und die
MMP-Membran zehn verschiedene Proteine detektieren. Das Prinzip von Zytokin-
Array ist im Text unter Methoden beschrieben.

5.11 RNase Protection Assay

Ribonuclease protection assay (RPA) ist eine hoch spezifische Methode, mit der man
quantitativ mehrere mMRNA-Fragmente von Interesse in einer Gesamt-RNA-Probe bestimmen
kann. Dabei werden Fragmente von RNA, die determiniert werden sollen, geschiitzt, indem
man eine komplementére RNA oder DNA dazu gibt und somit eine Doppelstrang-RNA oder
RNA-DNA-Hybrid erstellt. Danach wird die Probe einer Nuklease ausgesetzt, die nur
Einzellstrang-RNA spalten kann, wobei die Doppelstrang-RNA intakt bleibt. Diese



16 | Material und Methoden

,protektierten RNA-Fragmente werden anschliefend gereinigt, auf ein Polyacrylamidegel

aufgetragen und mittels Phosphorimaging detektiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mithilfe von Multi-Probe RNase Protection Assay
verschiedene RPAs in Colo357 und Colo357/BcIxL Zellen durchgefiihrt. Dabei wurden die
Zellen mit TRAIL (100 ng/ml) fur sechs Stunden behandelt. Danach wurde Gesamt-RNA mit
pegCOLD RNAPure entsprechend dem mitgelieferten Protokoll extrahiert. AnschlieRend
wurden die Gesamt-RNA-Proben mit RPA detektiert, im 5% Acrylamidgel separiert und
mithilfe eines Phosphorimagers mit dem ImageQuant Software dargestellt.

5.12 Versuchstiere und orthotope Xenotransplantation

Im Tierversuch wurden SCID/beige Méuse verwendet. Die Tiere wurden im Tierlabor des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in einer pathogenfreien Umgebung gehalten und
haben autoklaviertes Futter und Wasser bekommen. Nach zehn Tagen Akklimatisation im
Labor wurde bei allen Mausen eine orthotope Xenotransplantation wie folgt durchgefuhrt.
Far die Injektionssuspension wurden Colo357/Bcl-xL Zellen mit Trypsin geldst und zwei
Mal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen in ein serumfreies RPMI 1640 in
Konzentration von 10" Zellen/ml resuspendiert, auf Eis gelagert und transportiert. Unter
Allgemeinanésthesie wurde eine mediane Laparotomie durchgefiihrt und das Pankreas
aufgesucht. 30 pl Tumorzellsuspension wurden in den Drisenkorpus (orthotop)

hineingegeben. Anschlielend wurde die Bauchdecke mit einem Vicryl 6/0 Faden zugenaht.

10 Tage nach der orthotopen Xenotransplantation wurden die Tiere in eine Kontrollgruppe
und eine TRAIL-Gruppe unterteilt. Die Kontrollgruppe erhielt eine NaCl-Behandlung, die
TRAIL-Gruppe eine TRAIL-Behandlung (15 ug). Die Injektion von dem entsprechenden
Therapeutikum wurde am Tag 10, 13 und 16 intraperitoneal durchgefuhrt. Am Tag 40
wurden die Tiere noch intraoperativ auf Zahl, Gewicht und Volumen des Priméartumors,
makroskopische Metastasen und Aszitesentwicklung untersucht. AnschlieRend wurden auch

mikroskopische Metastasen evaluiert.
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6 Ergebnisse

6.1 In vitro-Ergebnisse einer TRAIL-Behandlung von Colo357/Bcl-xL-
Zellen

6.1.1 Colo357/Bcl-xL-Zellen sind gegen TRAIL-induzierte Apoptose
resistent

Im Labor der Sektion fur Molekulare Onkologie, Institut fur experimentelle Tumorforschung
im Krebszentrum Nord, wurde schon friher gezeigt, dass TRAIL neben seinen pro-
apoptotischen, zum Zelltod fiihrenden Funktionen auch verschiedene, nicht-apoptotische
Signaltransduktionswege in pankreatischen duktalen Adenokarzinomzellen (PDAC)
stimuliert (Siegmund et al., 2007; Trauzold et al., 2001).

Um die nicht-apoptotischen Effekte von TRAIL aufzudecken, wurde mit einer Zelllinie
gearbeitet, die apoptoseresistent ist. Somit haben die Zellen eine Mdglichkeit eine TRAIL-
Behandlung zu tberleben und die nicht-apoptotischen Signaltransduktionswege zu entfalten.
Aus diesem Grund wurde eine in unserem Labor etablierte Zelllinie Colo357/Bcl-xL gewéhlt
(Schniewind et al., 2004). Diese Zellen weisen eine erhdhte Expression von Bcl-xL auf und
sind gegen TRAIL- und CD95-induzierte Apoptose resistent. Um das apoptoseresistente
Verhalten von Colo357/Bcl-xL zu bestédtigen, wurden diese Zellen mit verschiedenen
TRAIL-Konzentrationen mit und ohne Zusatz von Cycloheximid (CHX) 16 Stunden
behandelt. Anschlieend wurde mithilfe von Kristall-Violett-Farbung die Vitalitat der Zellen
bestimmt. Als Kontrollgruppe wurden parallel dazu parentale Colo357-Zellen in gleicher

Weise behandelt und analysiert.

Wie die Abbildung 1 zeigt, reagieren Colo357-Zellen deutlich sensitiver auf eine TRAIL-
Behandlung, als Colo357/BclIxL-Zellen. Eine Vorbehandlung der Colo357, nicht jedoch der
Colo357/BcIxL-Zellen mit CHX (ein Inhibitor der Proteinbiosynthese), fiihrt zur
dramatischen Steigerung der TRAIL-vermittelten Apoptose, die bei einer TRAIL-
Konzentration von 0,1 pg Uber 90% erreicht (s. Abbildung 1). Im Gegensatz dazu fallt die
Vitalitat der apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-Zellen nicht unter 50% (s. Abbildung 1).
Diese Colo357/Bcl-xL Zelllinie wurde nachfolgend fir die Untersuchung der TRAIL-

induzierten, nicht-apoptotischen Antwort verwendet.
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Abbildung 1: Dosis-Wirkungskurve einer TRAIL-Behandlung von
Colo357 und Colo357/Bcl-xL-Zelllinien. Colo357- und Colo357/Bcl-
xL-Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesat (1*10* Zellen/Well).
Am ndchsten Tag wurden die Zellen in Triplets mit angezeigten
TRAIL-Konzentrationen mit und ohne Zusatz von Cycloheximid
(CHX) behandelt. Nach 16 Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen
auf lhre Vitalitat mithilfe von Kristall-Violett-Farbung untersucht.

6.1.2 TRAIL induziert in apoptoseresistenten
Pankreasadenokarzinomzellen die Expression von pro-
inflammatorischen und invasionsférdernden Proteinen

Im Labor der Sektion fir Molekulare Onkologie, Institut fir experimentelle Tumorforschung
im Krebszentrum Nord, wurde gezeigt, dass eine Hochregulation von uPA, IL-8 und MMPs
eine Steigerung der Invasivitat von duktalen Adenokarzinomzellen zur Folge hat (Trauzold et
al., 2005). Da die Expression dieser Proteine iiber NFkB und AP1 vermittelt wird und TRAIL
diese Transkriptionsfaktoren induziert, soll untersucht werden, ob eine TRAIL-Behandlung
apoptose-resistenter Colo357/Bcl-xL Zellen zu vermehrter Expression von oben genannten
Proteinen und einer verstarkten Invasion flhrt. Dies wirde in der Klinik eine dramatische

Verschlechterung der Prognose bedeuten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden parentale Colo357- und Colo357/BcIxL-Zellen auf
Hochregulation ausgewahlter Proteine unter sechsstindiger TRAIL-Behandlung mithilfe von
RNase Protektion Assay auf RNA-Ebene untersucht. Abbildungen 2 und 3 zeigen die
Ergebnisse eines RNase Protektion Assays. Sowohl bei der Colo357-, als auch bei der

apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-Zelllinie fuhrt eine TRAIL-Behandlung zur erhthten
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RNA-Expression fur 1L8. Dabei l&sst Abbildung 2 auch erkennen, dass die Intensitat von IL-
8-Banden unter TRAIL-Stimulation in den apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL Zellen
starker, als bei den parentalen Colo357-Zellen ist.

Des Weiteren liegt hier ein hochsignifikanter Unterschied in der MCP1-RNA Produktion
nach einer TRAIL-Stimulation zwischen sensitiven Colo357-Zellen und den
apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-Zellen (s. Abbildung 2). Dabei stellt man anhand der
Abbildung 2 auch fest, dass in den Colo357/Bcl-xL-Zellen eine betrachtliche Hochregulation
der MCP1-RNA nach einer TRAIL-Stimulation stattfindet.

Abbildung 3 zeigt, dass IkB-a sowohl in den parentalen Colo357-, als auch in den
Colo357/Bcl-xL-Zellen unter einer TRAIL-Behandlung hochreguliert wird. Dabei weisen die
apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-Zellen insgesamt htéhere Konzentrationen an IkB-a-
RNA, als die Colo357-Zellen auf. AulRerdem ist eine dramatische Hochregulation von IL-6-
RNA unter TRAIL-Stimulation in den apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-Zellen
festzustellen. IL-6 kann die Proliferation der pankreatischen Tumorzellen und Angiogenese
beglinstigen (Feurino et al., 2007).

+ TRAIL
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Abbildung 2: RNase Protektion Assay. Dargestellt ist eine
Auftrennung von RNA-Fragmenten im Acrylamidgel. Die
Gesamt-RNA von Colo357- und Colo357/BclxL-Zellen
wurde mithilfe von RNase Protektion Assay untersucht.

Mit ,+ werden Proben von einer mit TRAIL-behandelten
Gruppe, mit ,,-“ von einer Kontrollgruppe bezeichnet.
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Abbildung 3: RNase Protektion Assay. Dargestellt ist eine
Auftrennung von RNA-Fragmenten im Acrylamidgel. Die
Gesamt-RNA von Colo357- und Colo357/BclxL-Zellen
wurde mithilfe von RNase Protektion Assay untersucht.
Mit ,,+ werden Proben von einer mit TRAIL-behandelten
Gruppe, mit ,,-“ von einer Kontrollgruppe bezeichnet.

UPA spielt eine Rolle in der Erhéhung der Invasivitét eines Pankreaskarzinoms (Trauzold et
al., 2005) und kann somit zur Verschlechterung der Prognose eines Patienten mit
Pankreaskarzinom beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von TRAIL auf
die RNA-Expression von uPA mithilfe von RT-PCR untersucht. Apoptose-sensitive
Colo357- und apoptose-resistente Colo357/Bcl-xL-Zellen wurden Uber vier Stunden mit
TRAIL behandelt. Danach wurde aus den Zellen die Gesamt-RNA isoliert und mithilfe von
RT-PCR auf die Expression von uPA analysiert. Auch hier zeigte sich eine deutliche
Verstarkung der TRAIL-vermittelten uPA-Expression in der apoptose-resistenten
Colo357/Bcl-xL Zelllinie.

Die Abbildung 4 zeigt eine Steigerung der uPA-mRNA-Expression nach einer TRAIL-
Stimulation in den beiden Colo357/BcIxL und Colo357 Zelllinien.
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Abbildung 4: uPA-spezifische RT-PCR. Dargestellt sind
Ergebnisse einer uPA-spezifischen RT-PCR bei Colo357-
und Colo357/Bcl-xL-Zellen nach einer vierstiindigen
TRAIL-Behandlung.

Nachdem  gezeigt wurde, dass eine  TRAIL-Behandlung von  duktalen
Pankreaskarzinomzellen signifikante Unterschiede in der RNA-Expression verschiedener
proinflammatorischer Proteine (IL-8, MCP-1, uPA) verursacht, wurde der Einfluss von
TRAIL auf der Proteinebene untersucht. Die Analyse von IL-8-, MCP-1- und uPA-Sekretion

wurde mithilfe eines Immunoassays durchgefhrt.

Dafur wurden apoptosesensitive Colo357- und apoptoseresistente Colo357/Bcl-xL-Zellen
iiber 16 Stunden mit TRAIL (100ng/ml) behandelt und die Uberstinde anschlieRend auf oben
genannte Proteine untersucht. Dabei wurden die gemessenen Konzentrationen auf die parallel
ermittelten Zellzahl normalisiert und mit unbehandelten Zellen verglichen. Abbildung 5 zeigt
die Ergebnisse der IL-8-, MCP-1- und uPA-Immunoassays. Wie auch auf der RNA-Ebene,
fuhrt eine TRAIL-Behandlung zur Hochregulation der Sekretion untersuchter Proteine mit
einer deutlichen Verstarkung der Antwort in den apoptose-resistenten Colo357/Bcl-xL

Zellen.
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Abbildung 5: Ergebnisse von IL-8-, MCP-1- und uPA-Immunoassay. Dargestellt ist die
Expression (fold induction) von IL-8, MCP-1 und uPA unter einer 16-stindigen TRAIL-
Behandlung von duktalen Pankreaskarzinomzellen. Verglichen werden apoptosesensitive,
parentale Colo357- und apoptoseresistente Colo357/Bcl-xL-Zellen. Die gemessenen
Konzentrationen wurden auf die parallel ermittelten Zellzahlen normalisiert.

Sowohl der Apoptoseprozess, als auch die durch Todesrezeptoren vermittelten, nicht-
apoptotischen Signaltransduktionswege sind sehr komplex und beeinflussen in einem
bestimmten Ausmal? unterschiedliche Zytokine und deren Rezeptoren. Ein grof3er Teil davon
lasst sich in den Zellkulturtiberstdénden nachweisen. Wie oben beschrieben, werden IL-8,
MCP-1 und uPA sowohl auf RNA-, als auch auf Proteinebene unter einer TRAIL-
Behandlung hochreguliert. Dies filhrte zur Uberlegung die Zellkulturiiberstande auf weitere
Proteine zu untersuchen, die eventuell nach einer TRAIL-Stimulation verstérkt von den

Pankreasadenokarzinomzellen sezerniert werden.

Hierzu wurden die Uberstande von Colo357/Bcl-xL nach einer TRAIL-Stimulation mit
einem Zytokin-Array auf 130 unterschiedliche Zytokine und l6sliche Rezeptoren untersucht
und mit Uberstanden unbehandelter Zellen verglichen. Dafiir wurden apoptoseresistente
Colo357/Bcl-xL-Zellen 16 Stunden mit TRAIL behandelt. Danach wurden die
Zellkulturberstande entsprechend dem mitgelieferten Versuchsprotokoll mithilfe eines

Zytokin-Arrays untersucht.

Schon beim Betrachten der Originalmembranen nach der Versuchsdurchfiihrung (s.
Abbildung 6), sieht man mit bloRem Auge, dass Signale von den gleichen Antikdrpern bei

TRAIL- und Kontroll-Membran unterschiedliche Intensitdt aufweisen. Diese Intensitat
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wurde mithilfe eines Scanners und Software ausgewertet und in Zahlen wiedergegeben.

Anhand dieser Zahlen wurden Diagramme erstellt und die Unterschiede bewertet.
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Abbildung 6: Originalmembranen VI, VII und MMP. In der linken
Reihe befinden sich die Membranen von der Kontrollgruppe, in der
rechten — von der TRAIL-Gruppe. Die Zytokin-Array Methode diente
in diesem Fall zum Nachweis von 130 verschiedenen Proteinen in
Zellkulturuberstanden. Der Zellkulturiberstand wurde auf eine
Membran aufgebracht und analysiert (s. Methoden).

In dieser Arbeit wurden insgesamt sechs Membranen verwendet. Davon drei fur die
Kontrollgruppe und drei gleiche fiir die mit TRAIL behandelte Gruppe. Insgesamt besallen
die Membranen 130 spezifische Antikorper fiir jede Gruppe.

Die Auswertung von Zytokin-Array Ergebnissen zeigte, dass zahlreiche Zytokine und
I6sliche Rezeptoren einen signifikanten Unterschied zwischen der mit TRAIL stimulierten
Zellgruppe und der Kontrollgruppe aufwiesen. Dabei wurden einige Zytokine durch TRAIL-
Stimulation hoch- und andere runterreguliert. Einen Uberblick tiber diese Zytokine geben

Diagramme 7, 7a, 8, 8a, 9, 9a. Aufgrund der grolRen Intensitatsunterschiede zwischen
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verschiedenen Proteinen lassen sich die Ergebnisse nicht innerhalb eines Diagramms

darstellen.

TIMP-1
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STNFR I

Osteoprotegerin
IL-6 R

IGFBP-3

GRO-a
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W“WW“]

FGF-4
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Diagramm 7: Ausgewertete Ergebnisse des Zytokin-Arrays.
Dargestellt sind ausgewahlte Zytokine, die einen signifikanten
Unterschied in dem Zytokin-Array aufwiesen. Die Achse mit den
aufgetragenen Zytokinen und l6slichen Rezeptoren wird als
»Zytokine* und die Achse mit den Fluoreszenzintensitdtswerten als
,.JIntensitit bezeichnet.
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Diagramm 7a: Ausgewertete Ergebnisse des Zytokin-Arrays.
Dargestellt sind ausgewahlte Zytokine, die einen signifikanten
Unterschied in dem Zytokin-Array aufwiesen. Die Achse mit den
aufgetragenen Zytokinen und l6slichen Rezeptoren wird als
»Zytokine* und die Achse mit den Fluoreszenzintensititswerten als
,.Intensitit* bezeichnet.
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Diagramm 8: Ausgewertete Ergebnisse des Zytokin-Arrays. Dargestellt
sind ausgewahlte Zytokine, die einen signifikanten Unterschied in dem
Zytokin-Array aufwiesen. Die Achse mit den aufgetragenen Zytokinen
und l6slichen Rezeptoren wird als ,,Zytokine* und die Achse mit den
Fluoreszenzintensitatswerten als , Intensitit* bezeichnet.
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Diagramm 8a: Ausgewertete Ergebnisse des Zytokin-Arrays.
Dargestellt sind ausgewahlte Zytokine, die einen signifikanten
Unterschied in dem Zytokin-Array aufwiesen. Die Achse mit den
aufgetragenen Zytokinen und l6slichen Rezeptoren wird als
»Zytokine* und die Achse mit den Fluoreszenzintensititswerten als
,.Intensitit* bezeichnet.
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Diagramm 9: Ausgewertete Ergebnisse des Zytokin-Arrays.
Dargestellt sind ausgewahlte Zytokine, die einen signifikanten
Unterschied in dem Zytokin-Array aufwiesen. Die Achse mit den
aufgetragenen Zytokinen und l6slichen Rezeptoren wird als
»Zytokine* und die Achse mit den Fluoreszenzintensitdtswerten als
,Intensitdt* bezeichnet.
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Diagramm 9a: Ausgewertete Ergebnisse des Zytokin-Arrays. Dargestellt
sind ausgewahlte Zytokine, die einen signifikanten Unterschied in dem
Zytokin-Array aufwiesen. Die Achse mit den aufgetragenen Zytokinen
und l6slichen Rezeptoren wird als ,,Zytokine* und die Achse mit den
Fluoreszenzintensitidtswerten als ,,Intensitit* bezeichnet.
Obwohl die Spezifitat von einem Zytokin-Array nicht mit solcher von ELISA zu vergleichen
ist, bleibt diese Methode trotzdem aussagekraftig genug, um Konzentrationsunterschiede von

Zytokinen nach einer TRAIL-Stimulation zu zeigen.

Beim Betrachten der Ergebnisse des Zytokin-Arrays stellt sich heraus, dass die in dieser
Arbeit schon beschriebenen Zytokine (IL-8, MCP-1. s. Abbildung 2) nach einer TRAIL-
Stimulation der Colo357/Bcl-xL-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe das gleiche
Verhalten zeigen. MCP-1 (s. Diagramm 8a) wird unter einer TRAIL-Stimulation in den
Zellkulturuberstanden von Colo357/Bcl-xL im gleichen Malie hochreguliert (vergleiche
MCP-1 Werte in der Abbildung 5 und dem Diagramm 8a). Das Interleukin 8 (s. Diagramm
7a, IL-8) verhdlt sich auch entsprechend den Ergebnissen aus dem Immunoassay (s.
Abbildung 5, IL-8), nach einer TRAIL-Stimulation wird IL-8 betrachtlich hochreguliert. Wie
man aus dem Diagramm 8a ablesen kann, erfahrt das Interleukin-6 (s. Diagramm 8a, 1L-6)
nach einer TRAIL-Stimulation auch eine Hochregulation, was man auf einer RNA-Ebene
schon beobachten konnte (s. Abbildung 3, IL-6).

Des Weiteren ist anhand der Zytokin-Array Ergebnisse festzustellen, dass die Expression
vieler anderen Zytokine, wie MMPs, IGFBPs, ENA78, sich unter TRAIL-Stimulation der

apoptose-resistenten Colo357/Bcl-xL Zellen signifikant verandert.
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6.1.3 TRAIL induziert Invasion von Colo357/Bcl-xL Zellen in vitro

Da die TRAIL-Behandlung von Colo357/Bcl-xL-Zellen zur Hochregulation von
verschiedenen Proteinen fihrt, die bekannterweise eine Metastasierungstendenz der
Tumorzellen begiinstigen, wurde ein Invasionsassay mit der Colo357/Bcl-xL-Zelllinie
durchgefuhrt. Eine genaue Beschreibung der Durchfiihrung eines Invasionsassay ist unter
Methoden zu finden. Ein Invasionsassay erlaubt es, die Aggressivitat einer Zelllinie unter
Einfluss von verschiedenen Substanzen zu untersuchen und photographisch darzustellen.

Die Abbildung 10 reprasentiert die Ergebnisse vom Invasionsassay mit Colo357/Bcl-xL-
Zellen. Diese bestent aus vier Bildern. Das erste Bild (links oben) zeigt eine
Fibroblastenschicht ohne Behandlung. Man sieht, dass diese homogen und konfluent ist. Das
zweite Bild (rechts oben) zeigt eine Fibroblastenschicht, die mit unbehandelten Colo357/Bcl-
xL Zellen und dem Kulturmedium Uberladen sind. Die Fibroblastenschicht weist kleine
Defekte auf, die durch eine basale Invasivitdt der unbehandelten Colo357/Bcl-xL Zellen
zustande kommt. Das nachste Bild (links unten) zeigt eine Fibroblastenschicht nach der
Uberladung mit Colo357/Bcl-xL-Zellen und anschlieBender TRAIL-Behandlung. Man sieht
einen deutlichen Unterschied zwischen diesem Bild und den zwei Bildern davor. Diese
Fibroblastenschicht ist grof3flachig zerstért, was auf ein invasives Wachstum der
Colo357/Bcl-xL-Zellen unter TRAIL-Behandlung zuruickzufiihren ist. Da viele Berichte
vorliegen, dass u. a. UPA zu einer erhdhten Invasivitat verschiedener Tumorzellen flhrt
(Legrand et al., 2001; Zhao et al., 2008), wurde der Zusammenhang von uPA und der
Invasivitat der Colo357/Bcl-xL in diesem Invasionsassay auch gezeigt. Das letzte Bild in der
Abbildung 10 (rechts unten) zeigt eine Fibroblastenschicht nach dem Uberladen mit den
Colo357/Bcl-xL Zellen und einer anschlieBenden Behandlung mit TRAIL und einem
blockierenden anti-uPA-Antikérper. Man stellt anhand dieses Bildes fest, dass die
Fibroblastenschicht keine groRen Defekte aufweist, wie es unter alleiniger TRAIL-
Behandlung der Fall war. Dies beweist, dass uPA eine entscheidende Rolle in der TRAIL-

vermittelten Invasivitat der Colo357/Bcl-xL Zellen spielt.



29 | Ergebnisse

TRAIL + anti-uPA §

CTRAIL

* L0

Abbildung 10: Invasionsassay. Dargestellt sind Ergebnisse eines
Invasionsassays von Colo357/BclxL unter TRAIL-Behandlung mit und ohne
uPA-neutralisierende Antikorper. Blaugefarbt ist die Fibroblastenschicht, die
dem Wellboden aufliegt. Die leeren Areale im Bild repréasentieren durch
Invasion der Tumorzellen entstandene Locher in der Fibroblastenschicht.

6.2 TRAIL-Behandlung induziert Invasivitat und Metastasierung von
Colo357/Bcl-xL Zellen in vivo

Die in vitro Untersuchungen haben deutlich gezeigt, dass eine TRAIL-Behandlung zur

Verschlechterung der Prognose eines Pankreaskarzinoms fiihren kann, indem mehrere

Zytokine hochreguliert werden, die proinflammatorisch wirken und eine erhdhte Invasivitét
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der Tumorzellen und Angioneogenese beglinstigen. Um die Bedeutung nicht-apoptotischer
Effekte von TRAIL auch in vivo zu zeigen, wurde ein Tierexperiment durchgefihrt. Die
Tiere erhielten eine orthotopische Injektion von Colo357/BclxL-Zellen und wurden dann mit
TRAIL oder NaCl behandelt.

Dieses Experiment bestand aus zwei voneinander unabhé&ngigen Subexperimenten mit einer
Gesamtzahl der Tiere von 34, 17 davon gehodrten zur TRAIL-Gruppe und 17 zur
Kontrollgruppe, die statt TRAIL eine NaCl-Behandlung erfuhren. Es wurde mit SCID/beige
Méusen (Severe Combined Immunodeficiency Disorder) gearbeitet. Jedes Tier bekam unter
gleichen operativen Bedingungen eine Injektion von Colo357/BclxL-Zellen in die
Bauchspeicheldriise. Anschlielend wurde die Bauchdecke der Tiere intraoperativ, unter
sterilen Bedingungen verschlossen. Die TRAIL-Behandlung der Tiere fand entsprechend der
Abbildung 11 statt.

Am Tag 10, 13 und 16 nach dem Einbringen der Tumorzellen in die Bauchspeicheldriisen der
Tiere, wurden sie mit einer intraperitonealen Injektion entweder von TRAIL (15 pg) oder
NaCl-Lésung behandelt. Am Tag 40 wurden alle Tiere obduziert und nach folgenden
Parametern untersucht: Zahl, Gewicht und Volumen der Primartumore und makroskopische
Metastasen. Auflerdem wurden Aszitesbildung, mikroskopische Lebermetastasen und

Peritonealmetastasen evaluiert.

Einbringen von

Tumorzellen
Colo357/Bcl-xL) TBReAh‘;hgTJﬁgCI Obduktion
ins Pankreas

| e !

M 2 B o o B R T o

o) 10 20 30 40
Zeit (Tage)

Abbildung 11: Durchfuhrung des Tierversuches. Am Tag 0 bekamen die SCID/beige
Mause orthotop eine Injektion mit Colo357/Bcl-xL-Zellen oder NaCl-Lésung in die
Bauchspeicheldriise hinein. Am Tag 10, 13 und 16 erfuhren TRAIL- und Kontrollgruppe
eine entsprechende, intraperitoneale Behandlung mit TRAIL oder NaCl. Am Tag 40 wurden
alle Tiere obduziert und auf TumorgréRe und Metastasen untersucht.

6.2.1 Makroskopische und  mikroskopische  Ergebnisse  des
Tierexperimentes

Unmittelbar nach der Obduktion am 40 Tag (s. Abbildung 11) wurden die Mé&use noch
intraoperativ auf Zahl, Gewicht und VVolumen des Primartumors, makroskopische Metastasen

und Aszitesentwicklung untersucht. Anschliefend wurden auch mikroskopische Metastasen



31| Ergebnisse

evaluiert. Die makroskopischen und mikroskopischen Befunde wurden fotografiert (s.
Abbildung 12) wund ausgewertet. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieses
Tierexperimentes gibt die Tabelle 1 wieder.

Met - Metastasen
Li - Lebergewebe

Makrometastasen

Abbildung 12: Makro- und Mikrometastasen der Leber.
Dargestellt sind Makro- und Mikrometastasen in der Leber
ausgewadbhlter Tiere.
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Behandlung TRAIL NaCl
mittel median | (min - max) | mittel | median | (min - max) | p-value
Prim&rtumorvolumen (1)
(mm?®) 326,7 207 | 118-785 355,5 305[113-824 0,396 (2)
Priméartumorgewicht (mg) 313,6 295]110-551 391,8| 406,5|128-691 0,14 (2)
Lebermetastasenzahl 29 3/0-9 0,7 0,5]0-3 0,009 (2)
Lebermetastasenvolume
n (1) (mm? 8,1 3,1]0-39 14 0,5/0-5 0,042 (2)
Milzmetastasenzahl 1,8 1]10-6 0,6 0/0-3 0,019 (2)
Milzmetastasenvolumen
(1) (mms3) 5.2 40-23 2,9 0]0-28 0,027 (2)
TRAIL NaCl
Tierzahl | % Tierzahl | % p-value
Entwicklung des malignen Aszites 12 70,6 6 37,510,056 (3)
Entwicklung der
Peritonealkarzinomatose 4 23,5 0 00,038 (3)

(1) - Die Kalkulation erfolgte nach der Ellipsoid-Formel: V=Lénge*H6he*Breite*0,5236

(2) - Mann-Whitney-Wilcoxon U-Test

(3) - Chi-Quadrat-Test

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse des Tierexperimentes.
Diese Tabelle gibt die gesamten evaluierte Ergebnisse des
Tierexperimentes in Zahlen wider. Es wurden zwei Tiergruppen
gegenuber gestellt: eine TRAIL-Gruppe (intraperitoneale Behandlung
mit TRAIL am 10, 13, 16 Tag) und eine Kontroll-Gruppe
(intraperitoneale Behandlung mit NaCl am 10, 13, 16 Tag).

Verglichen wurden folgende Parameter: Primartumorvolumen in mm?,
Primartumorgewicht in mg, Lebermetastasenzahl,
Lebermetastasenvolumen in mm®  Milzmetastasenzahl ~ und
Milzmetastasenvolumen in mm®. AuRerdem wurde die Entwicklung
des malignen Aszites und der Peritonealkarzinomatose in Tierzahl und

Prozent angegeben.

Wie erwartet, kann man anhand der Auswertung der Daten feststellen, dass das Volumen und

Gewicht des Primartumors in der TRAIL-Gruppe kleiner waren als in der Kontroll-Gruppe

(s. Tabelle 1). Diese Werte wurden graphisch im Diagramm 13 dargestellt. Der P-Wert fur

diese Parameter betragt aber 0,396 (Primartumorvolumen) und 0,14 (Primartumorgewicht)

und lasst somit diesen Unterschied beim Signifikanzniveau von 5% nicht als signifikant

bezeichnen.
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Diagramm 13: Volumen und Gewicht des Primartumors. Dargestellt
sind Volumen und Gewicht des Primértumors unter TRAIL- und
NaCl-Behandlung.

Die Leber- und Milzmetastasenzahl zeigten aber einen signifikanten Unterschied (s.
Diagramm 14). Man sieht, dass die mittlere Lebermetastasenzahl unter der TRAIL-
Behandlung erheblich héher war, als in der Kontrollgruppe (s. Tabelle 1). Die Zahl der
Milzmetastasen lag bei einem Signifikanzniveau von 5% mit einem P-Wert von 0,019 héher
als in der Kontrollgruppe (s. Tabelle 1 und Diagramm 14). Des Weiteren zeigen die
Metastasenvolumina in der Leber und der Milz unter TRAIL-Behandlung eine

GroRenzunahme im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Diagramm 15).

Zahl der Leber- und Milzmetastasen

5
4 -
t 3

3 |

2 a

1
1 0,5
B
0 |
Lebermetastasenzahl Milzmetastasenzahl

BUnter TRAIL-Behandlung BUnter NaCl-Behandlung

Diagramm 14: Zahl der Leber- und Milzmetastasen. Dargestellt ist
die mittlere Zahl der Leber- und Milzmetastasen unter TRAIL- und

NaCl-Behandlung. * =P < .05
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Diagramm 15: Volumen der Leber- und Milzmetastasen. Dargestellt
ist das mittlere Volumen der Leber- und Milzmetastasen in mmg.

*=pP<.05

Des Weiteren lieRen sich Unterschiede in der Entwicklung eines malignen Aszites und einer
Peritonealkarzinomatose nachweisen. Wie man aus der Tabelle 1 entnehmen kann, liegt die
Aszitesentwicklung bei den Tieren unter der TRAIL-Behandlung mit 70,6% weit Uber der
mit 37,5% in der Kontrollgruppe. Aullerdem konnte eine Peritonealkarzinomatose nur bei

den mit TRAIL-behandelten Tieren nachgewiesen werden (s. Tabelle 1 und Diagramm 16).

Entwicklung von Aszites und
Peritonealkarzinose

100
80
60 -

70,6

*
SIS

23,5

B o

Entwicklung des malignen Entwicklung der peritonealen
Aszites Karzinomatose

% von der Gesamtzahl der
Tiere
N
o

BUnter TRAIL-Behandlung B Unter NaCl-Behandlung

Diagramm  16: Aszitesentwicklung und Peritonealkarzinose.
Dargestellt sind die prozentualen Unterschiede zwischen TRAIL- und
NaCl-Gruppen in  der  Entwicklung von  Aszites und

Peritonealkarzinomatose. * =P < .05
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7 Diskussion

Im Labor der Sektion fir Molekulare Onkologie, Institut fir experimentelle Tumorforschung
im Krebszentrum Nord, wurde gezeigt, dass Todesliganden (FasL) bei apoptoseresistenten,
pankreatischen Adenokarzinomzellen zur Hochregulation von IL-8 und uPA fuhren und somit
die Invasivitat dieser Zellen erhohen (Trauzold et al., 2005). Diese Befunde gaben die
Intention, einen weiteren Todesligand, TRAIL (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis
Inducing Ligand), zu untersuchen. Dieser Ligand hat dank seiner starken, pro-apoptotischen
Eigenschaften die Aufmerksamkeit der Forscher gewonnen. Es wurde gezeigt, dass TRAIL in
der Lage ist in den Tumorzellen Apoptose zu induzieren, wobei normale Zellen kaum
apoptotisch untergehen (Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999). Dies ermdglicht es
TRAIL in der Tumortherapie einzusetzen (Wajant et al., 2005). In der Tat wird die TRAIL-
Behandlung verschiedener Malignome schon in klinischen Studien untersucht (Greco et al.,
2008; Hotte et al., 2008). Wie aber in dieser Arbeit gezeigt wurde, kann TRAIL neben seinen
pro-apoptotischen Effekten auch alternative, nicht-apoptotische Signaltransduktionswege
aktivieren. Dies wiederum kann fur apoptoseresistente Tumorzellen in ihrer Wachstums- und
Metastasierungstendenz von groRer Bedeutung sein. Denn wenn sie eine durch TRAIL
induzierte Apoptose Uberleben, kdnnen sie auf alternativen Signaltransduktionswegen die
TRAIL-Stimulation nutzen, um ihre Aggressivitat, Angioneogenese und ferner auch
Metastasierungstendenz zu erhohen. Wenn das der Fall ist, muss TRAIL zuerst als nicht
geeignetes Chemotherapeutikum fur einen Einsatz in der Tumortherapie angesehen werden.
Oder man misste durch weitere Erforschung der nicht-apoptotischen Funktionen von TRAIL
erreichen, diese zu blockieren, um dann die TRAIL-induzierte Apoptose in der Tumortherapie

einzusetzen.

Insofern wurde es zum Ziel dieser Arbeit, nicht-apoptotische Effekte von TRAIL mithilfe
von molekularbiologischen Methoden in vitro aufzudecken, diese im Tierexperiment zu
beweisen und dabei auch den Anreiz fir eine weitere Erforschung der daran beteiligten

Signaltransduktionswege zu geben.

Sowohl in vitro, als auch in vivo wurde mit einer apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-
Zelllinie gearbeitet. Diese Zelllinie weist die gleichen pathophysiologischen Eigenschaften
wie die apoptosesensitive, parentale Colo357-Zellline auf, bis auf die Tatsache, dass
Colo357/Bcl-xL durch Bcl-xL-Uberexpresion apoptoseresistenter ist (Hinz et al., 2000).
Somit wurden praktisch die pro-apoptotischen Effekte einer TRAIL-Behandlung



36 | Diskussion

ausgeschaltet bzw. in ihrem Ausmall gemindert und die nicht-apoptotischen besser
aufgedeckt. Es konnte zuerst in vitro gezeigt werden, dass Colo357/Bcl-xL im Vergleich zur
parentalen Kontrollzelllinie Colo357 unter einer TRAIL-Behandlung eine signifikant hohere
Produktion von pro-inflammatorischen Proteinen sowohl auf RNA-, als auch auf
Proteinebene aufweist. Die Zytokin-Array Ergebnisse zeigten, dass die Expression
verschiedener Proteine, die ein aggressiveres Wachstum eines Pankreaskarzinoms und eine
erhbhte Metastasierungstendenz begunstigen, unter einer TRAIL-Behandlung signifikant
verdndert wird. Eine groRe Rolle bei einer erhdhten Metastasierungstendenz und einer
Angiogenese spielen die Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die auch eine Metastasierung
und ein Wachstum begiinstigen (Kitamura et al., 2000; Nakamura et al., 2007). Eine erhohte
Expression von IGFBP beim Pankreaskarzinom wurde beschrieben (Chen et al., 2007; Chen
et al., 2006) und kann dazu beitragen, dass Pankreaskarzinomzellen unter hypoxischen
Bedingungen Uberleben (Koga et al., 2008). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass IGFBP-2
und IGFBP-4 unter TRAIL-Stimulation hochreguliert werden (s. Diagramm 8, IGFBP-2 und
IGFBP-4). Es gibt Berichte, dass zwei weitere Zytokine, IL-8 und ENA78, in
Pankreaskarzinomen im Vergleich zum nicht betroffenen Gewebe Uberexprimiert werden
(Frick et al., 2008). Die Zytokin-Array Ergebnisse zeigen, dass diese Zytokine unter einer
TRAIL-Stimulation noch eine héhere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen
(s. Diagramm 7 flir ENA78, Diagramm 7a fur 1L-8).

Die klinische Relevanz dieser Ergebnisse wurde anschliefend in einem Tierversuch bestétigt.
Somit konnte festgestellt werden, dass die Malignitéat der Colo357/Bcl-xL Zelllinie unter einer
TRAIL-Behandlung enorm und signifikant ansteigt. Es konnte nur ein geringer
therapeutischer Effekt im Bezug auf die PrimartumorgrélRe gezeigt werden (Tabelle 1), wobei
man parallel dazu eine signifikante GroRen- und Zahlenzunahme der Lebermetastasen
feststellen konnte. Des Weiteren filhrte die TRAIL-Behandlung zu einer Zunahme der
Milzmetastasen um Faktor 3 und einer Entwicklung eines malignen Aszites in 70,6% unter
TRAIL gegenuber 37,5% in der Kontrollgruppe. Dabei haben ausschlieflich die mit TRAIL

behandelten Mause eine makroskopische Peritonealkarzinose entwickelt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine TRAIL-Behandlung von apoptoseresistenten
Colo357/Bcl-xL Zellen sowohl in vitro, als auch in vivo zu einer eindeutig verstarkten
Inflammations- und Invasionsstimulation dieser Zellen fiihrte. Genauso zeigen auch
apoptosesensitive, parentale  Colo357 Zellen eine Induktion von nicht-apoptotischen
Signalen, denn diese weisen, wie gesagt, die gleichen pathophysiologischen Eigenschaften

wie Colo357/Bcl-xL auf. Allerdings ist es schwer, die nicht-apoptotischen Effekte von
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TRAIL in den parentalen Colo357 Zellen zu untersuchen, daher wurde die apoptose-resistente

Zelllinie fir diese Arbeit gewahlt.

Ahnlich der Ergebnisse dieser Arbeit wurde auch fiir Cholangiokarzinomzellen eine
TRAIL-induzierte Migration und Invasion in vitro gezeigt (Ishimura et al., 2006). Des
Weiteren wurden auch anti-apoptotische, proinflammatorische und proliferationsinduzierende
Effekte von TRAIL beschrieben (Baader et al., 2005; Siegmund et al., 2002; Trauzold et al.,
2001). Dies ermoglicht die Aussage, dass TRAIL erst mal nicht als Chemotherapeutikum in
der Tumortherapie eingesetzt werden kann. Es mussen zuerst die nicht-apoptotischen Effekte
von TRAIL auf die Tumorzellen néher erforscht werden. Dies kann es u. U. ermdglichen, die
unerwiinschten TRAIL-Effekte zu blockieren, was wiederum einen TRAIL-Einsatz in der

Tumortherapie in Frage kommen I&sst.

Im Rahmen dieser Arbeit hat man eindeutig gesehen, dass die apoptoseresistenten Tumore
im Mause-Modell unter TRAIL-Behandlung starker v. a. in die Leber und die Milz
fernmetastasieren. Die in vivo Versuche im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass nicht-
apoptotische  Signaltransduktionswege im  Bezug auf Invasivitatsaktivitdt und
Metastasierungstendenz der Tumorzellen eine groRe Aufmerksamkeit verdienen und noch
genauer untersucht werden missen. Eine genauere Erforschung dieser TRAIL-induzierten
Effekte wirde sicherlich zum Verstdndnis der Apoptoseinduktion beitragen. Denn
Apoptoseinduktion und gleichzeitige Blockade der anti-apoptotischen Signale ist heute das

Ziel einer Tumortherapie.

Eine TRAIL-vermittelte Apoptoseinduktion kann mit verschiedenen Chemotherapeutika
signifikant verstarkt werden. Deswegen wird der Einsatz von TRAIL in der Tumortherapie in
Kombination mit sensibilisierenden Chemotherapeutika wie Doxorubacin, Etoposide oder
Inhibitoren von Proteasomen, Histondeazetylasen oder NF«kB sehr stark diskutiert (Altucci et
al., 2001; Insinga et al., 2005; Nebbioso et al., 2005; Shankar et al., 2005; Wajant et al.,
2002). Wobei die Mechanismen, die dieser Apoptosesensitivierung zu Grunde liegen, sehr
verschieden und komplex sind. Einige von solchen Chemotherapeutika wie Retinoide und
HDAC-Inhibitoren bewirken eine Hochregulation der TRAIL-Expression oder die Expression
von TRAIL-Rezeptoren, die anderen inhibieren aber die anti-apoptotischen Signale, wie z. B.
NF«B. (Altucci et al., 2001; Insinga et al., 2005; Nebbioso et al., 2005; Shankar et al., 2005;
Wajant et al., 2002). Dementsprechend konnen die Effekte von diesen Chemotherapeutika in
apoptoseresistenten Tumorzellen unterschiedliche Wirkung entfalten. Es ist z. B. mdglich,

dass Substanzen, die TRAIL oder TRAILR-Expression hochregulieren, auch zur
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Verstarkung von nicht-apoptotischen TRAIL-induzierten Signalen bei apoptoseresistenten
Tumorzellen fuhren. Wéhrend andere Chemotherapeutika, die die Aktivitdit von NFkB
blockieren, die TRAIL-vermittelte Apoptoseinduktion verstarken, ohne die nicht-
apoptotischen Effekte in apoptoseresistenten Tumorzellen relevant werden zu lassen.
Insofern ist es an dieser Stelle wichtig noch einmal zu betonen, dass ein Einsatz von TRAIL
mit seinen nicht-apoptotischen, prognoseverschlechternden Effekten eine genauere Auswahl
der Kombinationspréparate bendtigt, die nicht nur die Apoptosesensitivitat der Tumorzellen
erhéhen, sondern auch parallel die nicht-apoptotischen Effekte und Signaltransduktionswege
von TRAIL blockieren.
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8 Zusammenfassung

Das duktale Pankreasadenokarzinom gehort zu den haufigsten Pankreastumoren und ist fir
seine Therapieresistenz und sehr schlechte Prognose bekannt (Fulda, 2009; Herold, 2005).
Die schlechte Prognose ist darauf zurtckzufuhren, dass es in der Regel sehr spat
diagnostiziert wird, schon in einem friihen Stadium fernmetastasiert und therapieresistent ist.
Insofern wird momentan sehr intensiv an den Pankreastumorzellen geforscht und es wird
versucht Substanzen zu finden, die das  Ansprechen dieser Tumorzellen auf eine
Chemotherapie verbessern konnten. Des Weiteren wird versucht, Resistenzentwicklung von

Tumorzellen gegeniiber den Chemotherapeutika zu erforschen und zu verhindern.

TNF-related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) gehdrt zur TNF-Familie und aktiviert nach
der Bindung an seine Rezeptoren in einer Zielzelle verschiedene Signaltransduktionswege
(Almasan and Ashkenazi, 2003). Es wurde gezeigt, dass TRAIL zur Induktion der Apoptose
bei Tumorzellen fihrt (Wajant et al., 2005). AuRerdem kann TRAIL aber auf einem
alternativen Signaltransduktionsweg zu Aktivierung der Proteinkinase C, NFkB und MAP-

Kinasen fiihren, was die Apoptoseresistenz der Zelle zur Folge hat (Trauzold et al., 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine genauere Untersuchung nicht-apoptotischer TRAIL-
Effekte an resistenten Pankreasadenokarzinomzellen durchgefiihrt. Dabei wurde mit einer
apoptosesensitiven, parentalen Colo357 und einer apoptoseresistenten Colo357/Bcl-xL-
Zelllinie gearbeitet. Der Einfluss von TRAIL auf diese Zelllinien wurde zuerst mithilfe von
molekularbiologischen Methoden auf RNA- und Proteinebene untersucht. AnschlieRend
wurden die in-vitro-Ergebnisse durch einen Tierversuch an SCID/beige Mausen (Severe
Combined Immunodeficiency Disorder) bestatigt. Die in-vitro-Ergebnisse dieser Arbeit haben
gezeigt, dass eine TRAIL-Behandlung zu einer vermehrten Expression pro-inflammatorischer
und invasionsfordernder Proteine fuhrt und somit die Aggressivitat der Tumorzellen steigern
kann. In vivo konnten wir auch zeigen, dass eine TRAIL-Behandlung der Tumor-tragenden
Mause tatsachlich zur erhdhten Malignitat und Invasion der Tumorzellen fihrt. Abgesehen
davon, dass die GroRRe des Primartumors unter TRAIL-Behandlung reduziert wurde, fihrte die
TRAIL-Behandlung zu einer starkeren Fernmetastasierung im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.
Diese Fernmetastasen waren sowohl in der Zahl als auch in ihrer Groe denen von der
Kontroll-Gruppe Uberlegen. Nur die TRAIL-behandelte Gruppe hat eine Peritonealkarzinose

entwickelt.
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Diese Ergebnisse sind ein unumstrittener Beweis daflr, dass TRAIL noch nicht gut genug
untersucht und verstanden ist, um es in der Tumortherapie als Chemotherapeutikum
einzusetzen. Die Ergebnisse geben aber auch den Antrieb dafir, die nicht-apoptotischen
Signaltransduktionswege weiter und genauer zu erforschen. Das wirde den Einsatz von
TRAIL u. U. in einer Kombinationstherapie eines Pankreaskarzinoms evtl. ermdglichen und

zum Verstandnis der Apoptoseinduktion und Apoptoseresistenz beitragen.



41 | Referenzen
9 Referenzen

Almasan, A., and Ashkenazi, A. (2003). Apo2L/TRAIL: apoptosis signaling, biology, and
potential for cancer therapy. Cytokine & growth factor reviews 14, 337-348.

Altucci, L., Rossin, A., Raffelsberger, W., Reitmair, A., Chomienne, C., and Gronemeyer, H.
(2001). Retinoic acid-induced apoptosis in leukemia cells is mediated by paracrine action of
tumor-selective death ligand TRAIL. Nature medicine 7, 680-686.

Andoh, A., Takaya, H., Saotome, T., Shimada, M., Hata, K., Araki, Y., Nakamura, F.,
Shintani, Y., Fujiyama, Y., and Bamba, T. (2000). Cytokine regulation of chemokine (IL-8,
MCP-1, and RANTES) gene expression in human pancreatic periacinar myofibroblasts.
Gastroenterology 119, 211-2109.

Ashkenazi, A., Pai, R.C., Fong, S., Leung, S., Lawrence, D.A., Marsters, S.A., Blackie, C.,
Chang, L., McMurtrey, A.E., Hebert, A., et al. (1999). Safety and antitumor activity of

recombinant soluble Apo2 ligand. The Journal of clinical investigation 104, 155-162.

Baader, E., Toloczko, A., Fuchs, U., Schmid, 1., Beltinger, C., Ehrhardt, H., Debatin, K.M.,
and Jeremias, 1. (2005). Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand-mediated
proliferation of tumor cells with receptor-proximal apoptosis defects. Cancer research 65,
7888-7895.

Berchtold, R., Bruch, H.P., and Trentz, O. (2000). Chirurgie, 4 Aufl. (Urban-Fischer), 690-
692.

Bras, M., Queenan, B., and Susin, S.A. (2005). Programmed cell death via mitochondria:
different modes of dying. Biochemistry 70, 231-239.

Brooks, S.A., Lomax-Browne, H.J., Carter, T.M., Kinch, C.E., and Hall, D.M. (2009).
Molecular interactions in  cancer cell metastasis.  Acta  histochemica,
doi:10.1016/j.acthis.2008.11.022.

Buhling, K.J., Lepenies, J., and Witt, K. (2004). Allgemeine und spezielle Pathologie, 3 Aufl.
(Urban-Fischer), 257-258.

Chen, Q., Ray, S., Hussein, M.A., Srkalovic, G., and Almasan, A. (2003). Role of
Apo2L/TRAIL and Bcl-2-family proteins in apoptosis of multiple myeloma. Leukemia &
lymphoma 44, 1209-1214.



42 | Referenzen

Chen, R., Brentnall, T.A., Pan, S., Cooke, K., Moyes, K.W., Lane, Z., Crispin, D.A,,
Goodlett, D.R., Aebersold, R., and Bronner, M.P. (2007). Quantitative proteomics analysis
reveals that proteins differentially expressed in chronic pancreatitis are also frequently
involved in pancreatic cancer. Mol Cell Proteomics 6, 1331-1342.

Chen, R., Pan, S., Yi, E.C., Donohoe, S., Bronner, M.P., Potter, J.D., Goodlett, D.R.,
Aebersold, R., and Brentnall, T.A. (2006). Quantitative proteomic profiling of pancreatic
cancer juice. Proteomics 6, 3871-3879.

Degterev, A., Boyce, M., and Yuan, J. (2003). A decade of caspases. Oncogene 22, 8543-
8567.

Ehrhardt, H., Fulda, S., Schmid, I., Hiscott, J., Debatin, K.M., and Jeremias, I. (2003). TRAIL
induced survival and proliferation in cancer cells resistant towards TRAIL-induced apoptosis
mediated by NF-kappaB. Oncogene 22, 3842-3852.

Feurino, L.W., Zhang, Y., Bharadwaj, U., Zhang, R., Li, F., Fisher, W.E., Brunicardi, F.C.,
Chen, C., Yao, Q., and Li, M. (2007). IL-6 Stimulates Th2 Type Cytokine Secretion and
Upregulates VEGF and NRP-1 Expression in Pancreatic Cancer Cells. Cancer biology &
therapy 6.

Frick, V.O., Rubie, C., Wagner, M., Graeber, S., Grimm, H., Kopp, B., Rau, B.M., and
Schilling, M.K. (2008). Enhanced ENA-78 and IL-8 expression in patients with malignant

pancreatic diseases. Pancreatology 8, 488-497.

Friedl, P., and Wolf, K. (2003). Tumour-cell invasion and migration: diversity and escape

mechanisms. Nat Rev Cancer, 362-374.

Fulda, S. (2009). Apoptosis pathways and their therapeutic exploitation in pancreatic cancer.

Journal of cellular and molecular medicine, 1221-1227.

Greco, F.A., Bonomi, P., Crawford, J., Kelly, K., Oh, Y., Halpern, W., Lo, L., Gallant, G.,
and Klein, J. (2008). Phase 2 study of mapatumumab, a fully human agonistic monoclonal
antibody which targets and activates the TRAIL receptor-1, in patients with advanced non-

small cell lung cancer. Lung cancer (Amsterdam, Netherlands) 61, 82-90.
Herold, G. (2005). Innere Medizin, Ausgabe 2005, 431-432.

Hinz, S., Trauzold, A., Boenicke, L., Sandberg, C., Beckmann, S., Bayer, E., Walczak, H.,
Kalthoff, H., and Ungefroren, H. (2000). Bcl-XL protects pancreatic adenocarcinoma cells
against CD95- and TRAIL-receptor-mediated apoptosis. Oncogene 19, 5477-5486.



43 | Referenzen

Hotte, S.J., Hirte, H.W., Chen, E.X., Siu, L.L., Le, L.H., Corey, A., lacobucci, A., MacLean,
M., Lo, L., Fox, N.L., et al. (2008). A phase 1 study of mapatumumab (fully human
monoclonal antibody to TRAIL-R1) in patients with advanced solid malignancies. Clin
Cancer Res 14, 3450-3455.

Insinga, A., Monestiroli, S., Ronzoni, S., Gelmetti, V., Marchesi, F., Viale, A., Altucci, L.,
Nervi, C., Minucci, S., and Pelicci, P.G. (2005). Inhibitors of histone deacetylases induce
tumor-selective apoptosis through activation of the death receptor pathway. Nature medicine
11, 71-76.

Ishimura, N., Isomoto, H., Bronk, S.F., and Gores, G.J. (2006). Trail induces cell migration
and invasion in apoptosis-resistant cholangiocarcinoma cells. American journal of physiology
290, G129-136.

Kitamura, N., Iwamura, T., Taniguchi, S., Yamanari, H., Kawano, M.A., Hollingsworth, K.,
and Setoguchi, T. (2000). High collagenolytic activity in spontaneously highly metastatic
variants derived from a human pancreatic cancer cell line (SUIT-2) in nude mice. Clinical &

experimental metastasis 18, 561-571.

Koga, T., Endo, H., Miyamoto, Y., Mukai, M., Akira, S., and Inoue, M. (2008). IGFBPs
contribute to survival of pancreatic cancer cells under severely hypoxic conditions. Cancer
letters 268, 82-88.

Legrand, C., Polette, M., Tournier, J.M., de Bentzmann, S., Huet, E., Monteau, M., and
Birembaut, P. (2001). uPA/plasmin system-mediated MMP-9 activation is implicated in

bronchial epithelial cell migration. Experimental cell research 264, 326-336.

Lillmann-Rauch, R. (2006). Histologie, 2 Aufl. (Stuttgart, New York, Georg Thieme Verlag)
85-86.

Matsuo, Y., Ochi, N., Sawai, H., Yasuda, A., Takahashi, H., Funahashi, H., Takeyama, H.,
Tong, Z., and Guha, S. (2009). CXCLS8/IL-8 and CXCL12/SDF-lalpha co-operatively
promote invasiveness and angiogenesis in pancreatic cancer. International journal of cancer
124, 853-861.

Melgarejo, E., Medina, M.A., Sanchez-Jimenez, F., and Urdiales, J.L. (2009). Monocyte
chemoattractant protein-1: a key mediator in inflammatory processes. The international

journal of biochemistry & cell biology 41, 998-1001.



44 | Referenzen

Moretto, P., and Hotte, S.J. (2009). Targeting apoptosis: preclinical and early clinical
experience with mapatumumab, an agonist monoclonal antibody targeting TRAIL-R1. Expert

opinion on investigational drugs 18, 311-325.

Nakamura, T., Kuwai, T., Kim, J.S., Fan, D., Kim, S.J., and Fidler, 1.J. (2007). Stromal
metalloproteinase-9 is essential to angiogenesis and progressive growth of orthotopic human
pancreatic cancer in parabiont nude mice. Neoplasia New York, NY 9, 979-986.

Nebbioso, A., Clarke, N., Voltz, E., Germain, E., Ambrosino, C., Bontempo, P., Alvarez, R.,
Schiavone, E.M., Ferrara, F., Bresciani, F., et al. (2005). Tumor-selective action of HDAC
inhibitors involves TRAIL induction in acute myeloid leukemia cells. Nature medicine 11,
77-84.

Newsom-Davis, T., Prieske, S., and Walczak, H. (2009). Is TRAIL the holy grail of cancer
therapy? Apoptosis 14, 607-623.

Schneider, P., Thome, M., Burns, K., Bodmer, J.L., Hofmann, K., Kataoka, T., Holler, N., and
Tschopp, J. (1997). TRAIL receptors 1 (DR4) and 2 (DR5) signal FADD-dependent apoptosis
and activate NF-kappaB. Immunity 7, 831-836.

Schniewind, B., Christgen, M., Kurdow, R., Haye, S., Kremer, B., Kalthoff, H., and
Ungefroren, H. (2004). Resistance of pancreatic cancer to gemcitabine treatment is dependent

on mitochondria-mediated apoptosis. International journal of cancer 109, 182-188.

Shankar, S., Chen, X., and Srivastava, R.K. (2005). Effects of sequential treatments with
chemotherapeutic drugs followed by TRAIL on prostate cancer in vitro and in vivo. The
Prostate 62, 165-186.

Siegmund, D., Hadwiger, P., Pfizenmaier, K., Vornlocher, H.P., and Wajant, H. (2002).
Selective inhibition of FLICE-like inhibitory protein expression with small interfering RNA
oligonucleotides is sufficient to sensitize tumor cells for TRAIL-induced apoptosis. Molecular
medicine Cambridge, Mass 8, 725-732.

Siegmund, D., Klose, S., Zhou, D., Baumann, B., Roder, C., Kalthoff, H., Wajant, H., and
Trauzold, A. (2007). Role of caspases in CD95L- and TRAIL-induced non-apoptotic

signalling in pancreatic tumour cells. Cellular signalling 19, 1172-1184.

Takaya, H., Andoh, A., Shimada, M., Hata, K., Fujiyama, Y., and Bamba, T. (2000). The
expression of chemokine genes correlates with nuclear factor-kappaB activation in human

pancreatic cancer cell lines. Pancreas 21, 32-40.



45 | Referenzen

Trauzold, A., Roder, C., Sipos, B., Karsten, K., Arlt, A., Jiang, P., Martin-Subero, J.I.,
Siegmund, D., Muerkoster, S., Pagerols-Raluy, L., et al. (2005). CD95 and TRAF2 promote

invasiveness of pancreatic cancer cells. Faseb J 19, 620-622.

Trauzold, A., Schmiedel, S., Roder, C., Tams, C., Christgen, M., Oestern, S., Arlt, A.,
Westphal, S., Kapischke, M., Ungefroren, H., et al. (2003). Multiple and synergistic
deregulations of apoptosis-controlling genes in pancreatic carcinoma cells. British journal of
cancer 89, 1714-1721.

Trauzold, A., Wermann, H., Arlt, A., Schutze, S., Schafer, H., Oestern, S., Roder, C.,
Ungefroren, H., Lampe, E., Heinrich, M., et al. (2001). CD95 and TRAIL receptor-mediated
activation of protein kinase C and NF-kappaB contributes to apoptosis resistance in ductal

pancreatic adenocarcinoma cells. Oncogene 20, 4258-4269.

Ulisse, S., Baldini, E., Sorrenti, S., and D'Armiento, M. (2009). The urokinase plasminogen
activator system: a target for anti-cancer therapy. Current cancer drug targets 9, 32-71.

Wajant, H., Gerspach, J., and Pfizenmaier, K. (2005). Tumor therapeutics by design: targeting

and activation of death receptors. Cytokine & growth factor reviews 16, 55-76.

Wajant, H., Pfizenmaier, K., and Scheurich, P. (2002). TNF-related apoptosis inducing ligand
(TRAIL) and its receptors in tumor surveillance and cancer therapy. Apoptosis 7, 449-459.

Walczak, H., Miller, R.E., Ariail, K., Gliniak, B., Griffith, T.S., Kubin, M., Chin, W., Jones,
J., Woodward, A., Le, T., et al. (1999). Tumoricidal activity of tumor necrosis factor-related

apoptosis-inducing ligand in vivo. Nature medicine 5, 157-163.

Waugh, D.J., and Wilson, C. (2008). The interleukin-8 pathway in cancer. Clin Cancer Res
14, 6735-6741.

Wu, G.S., Burns, T.F., Zhan, Y., Alnemri, E.S., and EI-Deiry, W.S. (1999). Molecular cloning
and functional analysis of the mouse homologue of the KILLER/DR5 tumor necrosis factor-

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) death receptor. Cancer research 59, 2770-2775.

Zhang, H., Ma, G., Dong, M., Zhao, M., Shen, X., Ma, Z., and Guo, K. (2006). Epidermal
growth factor promotes invasiveness of pancreatic cancer cells through NF-kappaB-mediated

proteinase productions. Pancreas 32, 101-1009.

Zhao, Y., Lyons, C.E., Jr., Xiao, A., Templeton, D.J., Sang, Q.A., Brew, K., and Hussaini,

I.M. (2008). Urokinase directly activates matrix metalloproteinases-9: a potential role in



46 | Referenzen

glioblastoma invasion. Biochemical and biophysical research communications 369, 1215-
1220.

Zhi, Y.H., Song, M.M., Wang, P.L., Zhang, T., and Yin, Z.Y. (2009). Suppression of matrix
metalloproteinase-2 via RNA interference inhibits pancreatic carcinoma cell invasiveness and
adhesion. World J Gastroenterol 15, 1072-1078.



47 | Danksagung
10 Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. rer. nat. Holger Kalthoff fir die Uberlassung des
Themas dieser Arbeit sowie flr die Bereitstellung von Arbeitsplatz und Material.

Weiterhin widme ich meiner Forschungsgruppenleiterin und Betreuerin Frau PD Dr. rer. nat.
Anna Trauzold einen besonderen Dank fir Anleitung, Beratung, Diskussion, Vertrauen und

konstruktive Kritik wahrend der gesamten Zeit meiner Doktorarbeit.

Einen herzlichen Dank richte ich an Herrn Dr. rer. nat. Christian Roder, der jede Zeit bereit
war, sehr nett und kompetent das Prinzip molekularbiologischer Methoden zu erklaren und

jedes andere Problem zu lésen.

Bei Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Jan-Hendrik Egberts und Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Bodo
Schniewind mdchte ich mich ganz herzlich fir eine sehr nette und lehrreiche Unterstlitzung

beim Durchfiihren des Tierversuches bedanken.

Ohne das nette Laborteam der Sektion fir Molekulare Onkologie in Kiel u. a. Harald Boigs,
Stefanie Klose, Torben Redmer, Alexandra Sieger, Bianca Kortge und Bianca Zinke ware die
Durchfihrung des praktischen Teils dieser Arbeit nicht mdglich gewesen. Einen herzlichen

Dank flr eure sehr nette, geduldige und professionelle Unterstiitzung.

Ein herzlicher Dank gilt meiner Familie, die mir mein Studium ermdglicht hat, besonders
meinem Bruder Maxim, der mich in allen Angelegenheiten treu unterstiitzt hat, sowie meiner

Frau Christiane, die mir immer hilfreich zur Seite steht.



11 Lebenslauf

Personliche Daten:
Vor- und Zuname:
Geburtstag:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:
Familienstand:
Kinder:
Berufstatigkeit:

2008 -

2007 - 2008

2004 - 2007

2002 - 2004

Studium:

2002 - 2008

1999 - 2001

Schulbildung:

1992 - 1999

1989 - 1992
Weiterbildung:

2005 - 2007

48 | Lebenslauf

Dimitri (Dmitry) Zorenkov

02.02.1982

Russland (Stadt: Kaptschagai)
russisch

verheiratet

Ennie Soleen Zorenkov

Wissenschaftlicher Mitarbeiter bei
Anatomisches Institut, CAU in Kiel

Hilfswissenschaftler bei Clinical Research Services Kiel
GmbH in Kiel

Aushilfe in der Altenpflege beim
Propst-Becker-Haus in Kiel
Aufgabenschwerpunkt:

- Altenpflege

Aushilfe in der Altenpflege beim Ambulanter
Pflegedienst "Die Eulen" in Kiel
Aufgabenschwerpunkt:

- Altenpflege

Humanmedizinstudium an der
Christian-Albrechts-Universitat in Kiel
Abschluss: Staatsexamen

Humanmedizinstudium an der Staatlichen
Medizinischen Universitét in Ryazan
Abschluss: Staatsexamen (Physikum)

Quantor-Gymnasium-2 in Kolomna
Abschluss: Abitur

Allgemainschule-24 in Kolomna

Doktorarbeit "TRAIL induziert Metastasierung der
duktalen Pankreasadenokarzinomzellen® in der Sektion
fir Molekulare Onkologie, Institut fur experimentelle
Tumorforschung im Krebszentrum Nord



