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. Einleitung

Das Pankreaskarzinom stellt mit seiner extrem schlechten Prognose eine der
haufigsten Todesursachen von Malignomen in der westlichen Welt dar. Die
Inzidenz betragt seit Jahren etwa 0,01 Prozent, Manner und Schwarze sind
etwas haufiger betroffen als Frauen und WeilRe und Menschen aus armeren
Landern (137). Pathogenetisch gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang z. B.
mit Rauchen, Ernahrung, Diabetes mellitus, einer erblichen Komponente,
chemischen Stoffen, der chronischen Pankreatitis u. a. (114,137). Das duktale
Karzinom hat einen Anteil von 75 bis 92 Prozent an den Pankreaskarzinomen,
wobei man bei der Frage der Ursprungszellen die Plastizitat der Pankreaszellen
nicht aulRer acht lassen sollte, d. h. dal3 sich Azinuszellen, die im gesunden
Pankreas fast 90 % der Zellen bilden, unter bestimmten Bedingungen in Zellen

mit duktularen oder zentroazindren Merkmalen umwandeln kénnen (16,52).

Neoplastische Zellen wachsen unabhangig von Kontrollmechanismen und zeigen
haufig eine veranderte Wachstumsfaktorabhangigkeit. Im Vergleich zu normalen
Zellen haben maligne Zellen in Zellkultur durch die eigene Produktion von
Wachstumsfaktoren einen verminderten Bedarf an exogenen
Wachstumsfaktoren und kénnen so physiologische Beschrankungen ihres
Zellwachstums umgehen. Bei gleichzeitiger Uberexpression der
korrespondierenden  Wachstumsfaktorrezeptoren kann es zu einer
unkontrollierten Aktivierung der Signalkaskaden kommen (autokrine Stimulation).
In transformierten Zellen wird eine Amplifikation und Uberexpression von
Wachstumsfaktoren und/oder ihrer Rezeptoren beobachtet (84,102), mit
klinischer Korrelation zu schnellem und invasivem Tumorwachstum (40,60). Auch
beim Pankreaskarzinom wurden bereits vielfaltige Veranderungen entdeckt wie
Mutationen in Protoonkogenen (z. B. K-ras) und/oder Tumorsuppressorgenen
(wie p53, p16, smad4) (133) und/oder Uberexpressionen von
Wachstumsfaktoren (wie EGF, TGF-a, TGF-f) und gleichzeitig ihrer Rezeptoren
(wie EGFR, TGF-B-R). Diese Veranderungen tragen durch sequentielle
Summation von Mutationen zu Zellentartung, Metastasierung und Invasivitat bei
(50,119).



Das exokrine Pankreas besteht zu 90 % aus azinaren und zu ca. 10 % aus
duktalen Zellen. Den Azinuszellen wird die Synthese und Sekretion der
Verdauungsenzyme zugeschrieben, den duktalen Zellen die bikarbonatreiche
Flussigkeitssekretion (126). Cholezystokinin (CCK) wird im Dinndarm gebildet,
auf Nahrungsreize hin freigesetzt und reguliert unter anderem neben der
Freisetzung der Verdauungsenzyme auch die Wasser- und Bikarbonatsekretion
des Pankreas und das Wachstum des Gastrointestinaltraktes (126). Es wird
vermutet, daly CCK nicht nur als Wachstumsfaktor des normalen Pankreas dient,
sondern auch bei der Pankreaskarzinogenese eine Rolle spielt (125).

E-Cadherin (auch Uvomorulin, Cell CAM 120/80, Arc-1 oder L-CAM genannt)
gehort zu einer Familie kalziumabhangiger Zelloberflachen-Glykoproteine, die die
Zell-Zell-Adhasion durch homophile Interaktionen foérdern. Dadurch wird dem, vor
allem von epithelialen Zellen exprimierten, E-Cadherin eine Schlisselrolle in der
Bildung und Aufrechterhaltung der Adhasionskomplexe zugeschrieben. Der
extrazellulare Teil des Cadherins ist verantwortlich flr spezifische Zell-Zell-Inter-
aktionen, der zytoplasmatische dient der Verbindung mit einer Gruppe von Pro-
teinen, den sogenannten Cateninen. Wahrend B- und y-Catenin direkt an
E-Cadherin binden koénnen, vermittelt a-Catenin die Verbindung von B- oder
y-Catenin mit zytoskeletdren Proteinen (20). Die Verbindung des Cadherin-
Catenin-Komplexes mit dem Aktin-Zytoskelett ist wesentlich fur die Zell-Zell-
Bindungsaktivitat verantwortlich (71). Die Catenine sind jedoch nicht nur Teil des
Adhasionskomplexes: Vor allem B-Catenin ist auch in Signalprozesse Uber die
Kontrolle von Zellwachstum und -differenzierung involviert, wahrend y-Catenin in
anderen Adhasionssystemen wie Desmosomen gefunden wird (57,128,146).
Neben seiner Bedeutung in der Embryonalentwicklung spielt E-Cadherin durch
die Aufrechterhaltung von Zellpolaritat und Differenzierung in der Organisation
und Integritat der verschiedenen Gewebe eine entscheidende Rolle (130,139).
Der fordernde EinfluR, der einem E-Cadherin-Verlust auf die Invasivitat von
Karzinomen zugeschrieben wird (108), wird durch Experimente unterstitzt, in
denen mit neutralisierenden Antikérpern gegen E-Cadherin eine Transformation
E-Cadherin-positiver Zellen zu invasiven Zellen erreicht werden konnte (12). Im
Gegensatz dazu konnte durch Transfektion E-Cadherin-negativer Karzinomzellen



mit E-Cadherin-cDNA die Motilitat und Invasivitat dieser Zellinien verringert
werden (43,83). In Karzinomen verschiedener Organe (wie z. B. Osophagus,
Magen, Prostata, Blase, Brust, Kolorektum und Pankreas) kann eine verminderte
E-Cadherin-Expression nachgewiesen werden, bei den meisten, jedoch nicht
allen mit einer Korrelation zum klinischen Stadium, zum Differenzierungsgrad,
zum Lymphknotenstatus und zur Metastasierung (64,112). In vielen dieser
Tumore zeigt sich, dall E-Cadherin nicht mehr nachweisbar ist, heterogen
exprimiert wird oder abnormal im Zytoplasma lokalisiert ist (49,124). Der Verlust
des Zell-Zell-Kontaktes kann jedoch nicht nur Uber ein defektes E-Cadherin
sondern auch Uber eine mutationsbedingte Veranderung des Catenin-Komplexes
bewirkt (62,105,123) und nach Transfektion mit der entsprechenden Catenin-
cDNA wieder aufgehoben werden (49,83). Mutationen im E-Cadherin- oder den
Catenin-Genen sind nur eine der Ursachen fur einen gestorten Zell-Zell-Kontakt
- daneben spielen auch posttranslationale Veranderungen (wie beispielsweise
durch Wachstumsfaktoren induzierte Phosphorylierungen/Dephosporylierungen
der Catenine) eine bedeutende Rolle (28,98,106).

Der Verlust der Zelladhasion ist ein Teil der komplexen Vorgange, die zu einer
Zelldissemination fiuhren. Eine Loslosung der entarteten Zellen aus dem
Zellverband durch eine Veranderung des Cadherin-Catenin-Komplexes scheint
einer der initialen, alleine jedoch nicht ausreichenden Schritte zu sein, die

zusammengenommen zu Invasivitat und Metastasierung fuhren (11,49,129).

Die transformierenden Wachstumsfaktoren B (TGF-B’s) sind eine Familie
multifunktionaler Regulatoren von Zellwachstum und -differenzierung in
verschiedensten Zelltypen. Sie gehdéren wie die Inhibin/Activin-Familie, die
DPP/VG1-Familie, die BMP’'s und die MIH-Substanz-Familie zur TGF-p-
Superfamilie (17,90).

Die biologischen Effekte der TGF-Bs sind vielfaltig: Sie beeinflussen
Zellproliferation, extrazellulare Matrix (EZM)-Bildung, Zelladhasion,
Differenzierung, Zellwanderung und Angiogenese, und spielen eine wichtige
Rolle bei Entziindungsprozessen mit nachfolgender Fibrose, Immunantworten
u. a. (6,17).



TGF-B1 wurde zuerst als Faktor identifiziert, der das substratunabhangige
Wachstum von Nagetierfibroblasten stimuliert. Im Gegensatz zur Stimulation
mesenchymaler Zellen wird das Wachstum epithelialer Zellen durch
TGF-f inhibiert (6). Die in ihrer Sequenz sehr ahnlichen TGF-f Isoformen wirken
mitogen und chemotaktisch auf Fibroblasten und fordern einerseits als starke
Stimulatoren die EZM-Produktion und die Polimerisation, Ablagerung und
Synthese von Matrixkomponenten, vermindern andererseits jedoch den Abbau
der Matrix durch die Inhibition matrixdegradierender Enzyme und die Induktion
von Proteaseinhibitoren (profibrotischer EinfluR) (17). Nahezu alle unveranderten
und viele neoplastische Zellen besitzen Zelloberflachenrezeptoren oder
Bindungsproteine fir TGF-B (6). Bei Saugetieren sind bisher drei TGF-B-
Isoformen bekannt, die an drei TGF-B-Rezeptoren (TGF--R | bis TGF-B-R III)
binden (6,141). Es handelt sich dabei um eine Familie von transmembranaren
Rezeptoren, von denen Typ | und Il Rezeptoren intrazellular als Serin/Threonin-
Kinasen wirken (82,134). Das Zusammenspiel von TGF--R | und TGF-B-R 1l ist
fur die Aktivierung der Signalibermittiung nétig (133). In dem am besten
charakterisierten TGF-B-Signaltransduktionsweg wird durch Bindung eines
Liganden an die TGF-B-Rezeptoren das Signal Uber Smad-Proteine Ubertragen,
die in den Kern translozieren und so die Genexpression regulieren (25,95). Uber
diesen Weg wird die Expression von Cyclin D1 und cdk4, die wesentlich fir die
Zellzyklusprogression sind, herunterreguliert, dagegen die Transkription von
Genen fur extrazellulare Matrix-Proteine wie Kollagen erhdht (47). Inhibitorische
Smads (69,70) und andere Corepressoren wie Ski und SnoN kénnen das Signal
verhindern (94). Ebenso sind Interaktionen mit AP-1 bekannt (55,116).
Betaglykan (TGF-B-R IlIl) ist dagegen hauptsachlich auf mesenchymalen Zellen
lokalisiert. Bisher ist keine eigenstandige Signalfunktion beschrieben worden,
und es wird angenommen, dal® er den beiden anderen Rezeptoren TGF-
prasentiert (41,90). Neben einer TGF-B-R ll-Isoform wurden bisher verschiedene
TGF-B-R I-Isoformen identifiziert, wobei ALK5 der am weitesten verbreitete
TGF-B-R | ist (5). Zellen, die einen defekten TGF-B-R Il tGberexprimieren, sind
gegenuber dem antiproliferativen  Effekt auf epitheliale Zellen von

TGF-p resistent, reagieren auf TGF-B1 jedoch durch andere Wege, die



moglicherweise durch einen Rezeptor alleine initiiert werden konnen und bei
Angiogenese und Metastasierung eine Rolle zu spielen scheinen (23). Der
Verlust oder eine Storung der wachstumsinhibierenden TGF-B-Funktion kann zu
unkontrolliertem Zellwachstum fuhren. Trotz des bekannten inhibierenden
Effektes auf die Proliferation epithelialer Zellen werden TGF-Bs von
verschiedenen Karzinomen exprimiert, und einige Studien konnten eine
Korrelation von erhohter TGF-B-Expression mit Tumorprogression und
-metastasierung nachweisen (13,42,61). Fur Pankreaskarzinome wird eine
Uberexpression der drei TGF-B-Isoformen und des TGF-B-R Il beschrieben,
assoziiert mit einer kiirzeren postoperativen Uberlebenszeit (41,42). Es ist noch
nicht geklart, ob dies durch einen direkten oder einen indirekten EinfluR von
TGF-f bewirkt wird, z. B. Uber eine gesteigerte Angiogenese, durch
Immunsuppression, durch eine Veranderung der Wirkung anderer
Wachstumsfaktoren oder eine vermehrte Synthese von extrazellularer Matrix
(51).

Der EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) stimuliert neben anderen Effekten die
DNA-Synthese, Organentwicklung, -wachstum und -regeneration und ist an der
Regulation der gastrointestinalen Sekretion beteiligt (24).

Sowohl EGF als auch TGF-a binden an den EGFR, eine Rezeptor-
Tyrosinkinase. TGF-a scheint vielfach starker als EGF zu wirken, so ist z. B.
TGF-a in vielen zellularen Wirkungen potenter als EGF (30,72,73). Die Effekte in
der Zellkultur kbnnen auto- oder parakrin sein, und sowohl EGF als auch TGF-a
kénnen die TGF-a-Expression induzieren (30). Die Aktivierung des EGF-
Rezeptors (EGFR) bewirkt nicht nur eine verstarkte Genexpression sondern auch
eine Proliferation epithelialer Zellen. Ebenso sind Einfliisse auf die Zell-Zell-
Adhasion (liber die Phosphorylierung von p-Catenin oder p120°") und auf
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 bekannt (116). AP-1 ist eine Kkollektive
Bezeichnung, die sich auf dimerische Transkriptionsfaktoren bezieht, welche sich
aus Jun-, Fos- oder ATF-Untereinheiten zusammensetzen und an der AP-1-
Bindungssequenz die DNA binden (65,104). Verschiedene AP-1-Faktoren

regulieren verschiedene Zielgene und Uben so unterschiedliche Funktionen aus.



Die AP-1-Aktivitat wird durch Interaktionen mit spezifischen Proteinkinasen und
einer Vielzahl von Koaktivatoren reguliert. So werden Fos, Jun und myc als frihe
Antwortgene (immediate early genes) nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren
wie zum Beispiel EGF oder TGF- rasch induziert (27,110). In den meisten
Zellen werden sie auf niedrigem Niveau exprimiert und tragen uber die
Regulation der Expression von spezifischen Zielgenen zu langerdauernden
Veranderungen im Zellphanotyp bei (104). Sie spielen eine wichtige Rolle bei
Zellproliferation, Angiogenese, neoplastischer Transformation und Invasivitat.
Uber ihre Fahigkeit, die Expression und Funktion von Zellzyklusregulatoren wie
Cyclin D1 oder p53 zu regulieren, kontrollieren sie Leben und Tod der Zellen
(122). Ebenso ist ein Einflud auf das Immunsystem Uber die Bildung und
Apoptose hamopoetischer Zellen bekannt (39).

Die Uberexpression des EGFR, eines transmembraniren Proteines mit
intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat, ist assoziiert mit einem malignen Phanotyp
und einer erhdhten Invasions- und Metastasierungstendenz (24,78). Auch die
Uberexpression von TGF-o. oder EGF fiihrt zu einer abnormalen Proliferation und
einem transformierten Phanotyp, wie Untersuchungen an verschiedenen
epithelialen Karzinomen wie Pankreas-, Magen-, Mamma-, Plattenepithel- und
Blasenkarzinomen, aber auch an Hepatomen und Gehirntumoren gezeigt haben.
Bei einem Teil dieser Tumore korrelierte die EGF/EGFR-Uberexpression mit dem
Malignitatsgrad (7,24).

HGF (Hepatozyten-Wachstumsfaktor), auch Scatter-Factor (SF) genannt, wurde
urspruinglich nach partieller Hepatektomie als potentes Mitogen fur Hepatozyten
identifiziert. HGF/SF Ubt ein weites Spektrum biologischer Funktionen auf eine
Vielzahl von Zelltypen aus: So werden ihm neben einer Erhéhung der Motilitat
Einflisse auf Morphogenese, Zellwachstum, -invasion und -ausbreitung, aber
auch auf Angiogenese, Wundheilung und die zellulare Adhasion zugeschrieben
(63,66). HGF/SF wird von vielen Geweben produziert, hauptsachlich von
mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten, konnte jedoch auch bei einigen
Tumorzellen (u. a. Pankreaskarzinomzellen) nachgewiesen werden (63,117). Der
HGF-Rezeptor c-MET, ein Protein mit einer intrazellularen Tyrosinkinasedomane,
wird durch das Proto-Onkogen c-met kodiert und ist vor allem auf der Oberflache



epithelialer Zellen nachweisbar, wo er im Bereich interzellularer Verbindungen
zusammen mit E-Cadherin lokalisiert ist (63). Im Gegensatz zu einer geringen
Expression im normalen Pankreas wird c-met bei Pankreas- (33,67) und vielen
anderen Karzinomen (58,76,135) Uberexprimiert. Bei Karzinomzellen konnte
HGF/SF durch eine gesteigerte Tumorzellmotilitdt und damit Invasivitat,
ausgelost durch eine verringerte Zell-Zell-Adhasion, sowie durch Freisetzung
matrixdegradierender Enzyme zur Initierung und/oder Promotion der

Karzinogenese beitragen (63,107,137).

Ziel dieser Arbeit war es, Einblick in mogliche Regulationsmechanismen zu be-
kommen, die zu einer verringerten Expression von Zell-Adhasionsmolekulen in
unterschiedlich intensiv metastasierenden Pankreaskarzinomzellinien fahren.
Ausgewanhlte Zellinien sollten in Bezug auf die Expression verschiedener
Wachstumsfaktoren (TGF-1, -2 und -3, BMP’s, Activine, EGF, TGF-a, IGF-1
und IGF-2, FGF-2, HGF) und ihrer Rezeptoren analysiert werden. Die
Expression der Proteine des E-Cadherin-Adhasionskomplexes (E-Cadherin,
a-, B- und y-Catenin) sollten mittels Northern Blot Hybridisierungen untersucht
und die Ergebnisse mit dem Phanotyp, dem Differenzierungsgrad und den
Eigenschaften der Zellinien assoziiert und verglichen werden. Anschliellend
sollte festgestellt werden, ob die Stimulation der Pankreaskarzinomzellinien mit
Hormonen oder Wachstumsfaktoren einen Einflul auf die Genexpression der
Zell-Adhasionsproteine sowie der Wachstumsfaktoren hat. Dariber hinaus
wurde durch eine Inhibition moglicher autokriner Stimulationen der Zellen mittels
Inaktivierung einiger Wachstumsfaktor-Rezeptoren deren Beteiligung an der

Expressionsregulation der genannten Gene analysiert.



Il. Material und Methodik

1.1 Haufig verwendete L6sungen

Angegeben sind die Stammldsungen, auf die sich auch die angegebenen
Molaritaten beziehen.

SSC 20x: Natriumzitrat 0,3 M
NaCl3 M, pH 7
Denhardt’s 50x: Ficoll Typ 400 1 %

Polyvinylpyrrolidon 1 %
BSA (Fraktion V) 1 %

TAE-Puffer 50x: Tris-Base 2 M
Eisessig 1 M
EDTAO0,5M, pH 8

MOPS 10x: MOPS 200 mM
Na-Azetat 80 mM
EDTA 10 mM, pH 7

SDS-Puffer 1x: Tris-HCI 62,5 mmol/l (pH 6,8)
Glyzerol 10 %
SDS 2 %
B-Merkaptoethanol 5 %

Denaturierungs- Guanidiniumthioisozyanat 4 M

Losung 1x: Natriumzitrat 25 mM, pH 7
N-Laurylsarkosin 0,5 %
B-Merkaptoethanol 0,1 M



TE-Puffer: Tris-HCI 10 mM, pH 8
EDTA 1 mM

Gel-Lade-Puffer: Glyzerin 50 %
EDTA 1 mM

Bromphenolblau 0,25 %

TAE-Agarosegel Agarose 1 %
TAE-Puffer 1x

Formaldehyd-Gel Agarose 1 %

MOPS 1x

Formaldehyd 16 %
Samtliche Chemikalien wurden in der hdchsten erhaltlichen Reinheitsstufe von
den Firmen Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) und Merck (Darmstadt)
bezogen.
1.1l Zellkultur

ILIl.I Verwendete Zellinien

MIA PaCa-2: ATCC CRL-1420, erstmalig beschrieben von (89)

PANC-1: ATCC CRL-1469, erstmalig beschrieben von (88)
BxPC3: ATCC CRL-1687, erstmalig beschrieben von (131)
AsPC1: ATCC CRL-1682

NIH 3T3: ATCC CRL-1658

AR4-2J: ATCC CRL-1492, erstmalig beschrieben von (26,32)

PaTu 8988s:  Prof. Kern/Dr. Elsasser, Universitat Marburg
PaTu 8988t: Prof. Kern/Dr. Elsasser, Universitat Marburg

beide Zellinien erstmalig beschrieben von (37)
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ILII.II Kulturmedien

Als Medium wurde fur die Zellinien PANC-1 und die Rattenpankreasfibroblasten
Dulbecos modified Eagle” medium (DMEM, Fa. Gibco, Invitrogen Corporation,
Karlsruhe), fur die Zellinien BxPC3, MIA Paca-2, PaTu 8988s, PaTu 8988t und
NIH 3T3 Minimal essential medium (MEM, Fa. Gibco, Invitrogen Corporation,
Karlsruhe) verwendet. Diesen Medien wurden 10 % hitzeinaktiviertes fotales
Kalberserum (FCS, Fa. Gibco, Invitrogen Corporation, Karlsruhe), Glutamin
200 mM, Penicillin 10 000 1U/ml und Streptomycin 10 mg/ml (jeweils Fa. Gibco,
Invitrogen Corporation, Karlsruhe) zugegeben und die gesamte Lésung durch
einen Filter mit einer Porengro3e von 0,2 um sterilfiltriert. Die Zellkulturgefale

wurden von der Firma Falcon (Becton Dickinson, Heidelberg) erworben.

ILILIII Kulturbedingungen

Die Zellinien wurden bei einer Temperatur von 37° C und einem CO2-Gehalt von
10 % bei DMEM bzw. 5 % bei MEM bei einem Medienwechsel jeden 2. Tag so
lange kultiviert, bis sie konfluent waren. Einem Teil der Zellen wurden ver-
schiedene Wachstumsfaktoren, Hormone oder Antikdrper flr etwa 24 Stunden
zugegeben (genaue Daten siehe lll. Ergebnisse). Je nach Versuch wurden die
Zellinien vor der Stimulation durch Inkubation in einem Medium ohne FCS, je-
doch mit 1 % BSA zwischen 24 und 48 Stunden (genaue Daten siehe IIl. Er-
gebnisse) in einen Ruhezustand versetzt.

Endkonzentrationen der eingesetzten Stimulatoren bzw. Inhibitoren, die bei
Zellkonfluenz dem jeweiligen Nahrmedium (Angaben je ml Kulturmedium)
zugegeben wurden:

Wachstumsfaktoren:  TGF-B1: 10 ng/ml, IGF-1: 20 ng/ml, EGF: 20 ng/ml.
Hormone: CCK von 10°® bis 107 M.

anti-EGFR-Antikorper: 67 ug/ml,

anti-TGF-B-Antikérper: 0,5 ug/ml
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Bezugsquelle der Wachstumsfaktoren war die Fa. Pepro Tech (Rocky Hill, New
York, USA), der neutralisierenden Antikorper die Fa. Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, USA) fur anti-EGFR und R&D Systems (Freiburg) fir
anti-TGF-B-RII.

IL1Il Ribonukleinsaureisolierung aus Gewebe

Das Ubereinstimmend mit den Iokalen  Ethikbestimmungen aus
Operationspraparaten gewonnene Gewebe von menschlichen
Pankreaskarzinomen und gesundem Pankreas der gleichen Patienten wurde in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Im Labor wurde es in flissigem Stickstoff
mit Hilfe eines Morsers zerkleinert und in 5 ml Denaturierungslésung (siehe 11.1),
die die RNase-Inhibitoren Guanidiniumisothiozyanat und B-Merkaptoethanol
enthalt, aufgenommen und anschlieBend homogenisiert. Nach Zentrifugation
wurde der Uberstand mit dem gleichen Volumen 70%igen Ethanol versetzt und
mit Hilfe des RNeasy-Midi-Kits der Fa. Qiagen (Hilden) aufgearbeitet. Dabei
wurden vor allem die RNA-Molekule mit einer Lange uber 200 Nukleotiden an
eine Silikatgelmatrix in einer Zentrifugensaule gebunden, mit Hilfe
verschiedener Waschpuffer aufgereinigt und dreimal in DEPC-Wasser eluiert.
AnschlieRend erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung. Zur
Kontrolle der ermittelten Konzentration und zur Uberprifung des
Reinheitsgrades wurde eine Elektrophorese in einem 1%igem TAE-Agarosegel

durchgefuhrt.

Il.1V Ribonukleinsaureisolierung aus Zellkulturen

Die lIsolierung der Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen erfolgte nach der
Anleitung fir RNeasy Midi- bzw. Mini-Praparationen der Firma Qiagen: Die
Zellen wurden zuerst mit CMF-PBS gewaschen und danach durch Zugabe von
guanidiniumthioisozyanat-haltigem Puffer (RLT-Puffer), dem 1 % B-Merkapto-

ethanol zugesetzt wurde, lysiert. Durch mehrmaliges Aufziehen durch eine
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Injektionskanule Gr. 21G wurden die Zellen homogenisiert und dem Homogenat
anschlieend das gleiche Volumen 70%iges Ethanol zugesetzt. Gemal} der
Anleitung wurden die Proben und anschlielend verschiedene Waschpuffer auf
Zentrifugensaulen aufgetragen. Die an eine Silikatgelmatrix gebundenen RNA-
Molekule wurden anschlie3end dreimal mit RNase-freiem Wasser eluiert.

1.V Northern-Blot

Mittels Northern-Blots wurden die RNA’s der Grolde nach in Formaldehyd-
haltigen Agarosegelen aufgetrennt und mittels Kapillarblot auf Nylonmembranen
ubertragen.

Zur Herstellung des Agarosegels wurde der (in Wasser gelésten) Agarose 1/10
des Volumens 10 x MOPS und nach Abkihlung auf 60 - 65° C Formaldehyd
(16 % des Endvolumens) zugegeben. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS

(siehe ILI).

Probenvorbereitung:

RNA (40 nug) 9,6 ul
MOPS 10x 4,0 ul
Formaldehyd (37 %) 6,4 ul
deionisiertes Formamid 20,0 yl
Auffillen mit Wasser auf 40,0 ul

Die RNA-Proben wurden anschlieRend bei 65° C denaturiert, auf Eis abgekuhlt,
mit Gel-Lade-Puffer (siehe Il.I) versetzt und auf das vorbereitete Gel
aufgetragen.

Direkt nach der Elektrophorese wurde das Gel in 1%igem Ethidiumbromid
inkubiert, die RNA-Banden unter UV-Licht dargestellt und anschlieRend das Gel
zusammen mit der Nylonmembran (Hybond+, Amersham, Braunschweig) in
20x SSC (siehe Il.I) eingelegt.

Die Membran wurde nun auf das Gel, welches sich auf einer mit 20x SSC

standig befeuchteten Filterpapierbriicke befand, gelegt, 5 cm saugfahiges
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Papier dartuber gestapelt und mit 1,5 kg beschwert. Durch das Ansaugen des
Puffers mittels Kapillarkraft wurden die Nukleinsauren Uber einen Zeitraum von
18 bis 24 Stunden auf die Nylonmembran transferiert.

Durch UV-Bestrahlung (Stratalinker, Stragene, Amsterdam, Niederlande)

wurden anschlieBend Membran und RNA kovalent miteinander vernetzt.

Il.VI Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmide sind meist ringformige, doppelstrangige DNA-Molekule, die getrennt
von der chromosomalen DNA einer Zelle vorliegen. Diese extrachromosomalen
DNA-Elemente existieren in einem parasitischen oder symbiotischen Verhaltnis
mit ihrer Wirtszelle und werden auch an die Tochterzellen weitergegeben. Mit
dem entsprechenden Plasmid transfizierte E. coli-Bakterien des Stammes DH5a
wurden in LB-Medium (10 g Bacto-tryptone, 5 g Bacto-yeast extract und 10 g
NaCl in 1 | destillietem Wasser bei pH 7) Uber Nacht auf einem
Schuttelinkubator bei 37° C kultiviert. Dem LB-Medium wurde ein
entsprechendes Antibiotikum (50 ug /ml) zugesetzt, unter welchem nur die
Bakterien Uberleben konnten, die mit dem Plasmid eine Resistenz erworben
hatten. AnschlieBend wurde das Gemisch zentrifugiert und das Sediment
resuspendiert. Mit Hilfe des Plasmid Mini- bzw. Midi-Kits der Firma Qiagen
wurden die Bakterien durch eine alkalische Lyse aufgeschlossen und
Zelltrimmer, Proteine und chromosomale DNA durch Zentrifugation abgetrennt.
Anschlieend wurde die Plasmid-DNA durch Bindung an eine
lonenaustauschersaule mit Hilfe verschiedener Puffer aufgereinigt. Daraufhin
wurde die nach Firmenanleitung eluierte DNA mit Isopropanol ausgefallt,
zentrifugiert, das Sediment mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen und in TE-

Puffer gelost.
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I.VIl cDNA-Herstellung

Sonden sind spezifische DNA-Sequenzen zum Nachweis einer bestimmten
MRNA. Die Sonden wurden mit Hilfe von Restriktionsenzymen, welche DNA-
Molekule an spezifischen, aus wenigen Nukleotiden bestehenden
Erkennungsstellen erkennen, aus dem (bei Il.VIl gewonnen) Plasmid
herausgeschnitten (Inkubation drei Stunden bei 37° C). Anschliel3end wurde die
Probe im Agarosegel aufgetrennt und die entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten, gewogen, mit dem dreifachen Volumen Puffer QX1
(Gelextraktionskit “QlAquick® der Fa. Qiagen) versetzt und das Gel bei 50° C
uber 10 Minuten geldst. Gemal der Anleitung wurde die Losung auf die Saulen
gegeben, zentrifugiert, mit den vorgegebenen Puffern gewaschen und
schlieBlich die DNA eluiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte
anschlieBend semiquantitativ im Agarosegel, d. h. durch den Vergleich der
Bandenintensitat der gewonnenen Sonde mit Markerbanden, die jeweils eine
genau definierte Menge an DNA enthielten.

IL.VIIl Hybridisierung

Um unspezifische Signale zu unterbinden, wurden die Nylon-Filter der Northern
Blots Uber 24 Stunden in einem Puffer aus Formamid (50 %), 6x SSC,
5x Denhardt’s (siehe Il.I), SDS (0,5 %) und 50 mM Na;HPO4, dem 100 pg/ml
Lachsspermien-DNA (ss-DNA, die zur Auftrennung der DNA-Strange bei 95° C
denaturiert wurde), 100 pg/ml tRNA und 10 ug/ml Poly-U zugesetzt worden
sind, bei 42° C prahybridisiert.

Die zu markierende cDNA (25 ng/Northern Blot, siehe Tabelle 1) wurde
zusammen mit etwas DEPC-Wasser 5 Minuten bei 95° C denaturiert und
anschlielend auf Eis gekuhlt. Danach wurden Zufalls-Hexanukleotid-Primer an
die denaturierte Sonde gebunden und unter Einbau des radioaktiven Nukleotids
(a-**P)-dCTP)  durch das ,Klenow-Enzym“  (Polymerase-I)  nach
Herstellerangaben (Random-Priming-Kit RPN 1601 Y der Firma Amersham,

Braunschweig) zu kurzen Einzelstrangen verlangert. Diese Reaktion fand bei
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37° C Uber drei Stunden im Wasserbad oder Uber Nacht bei Raumtemperatur
statt und wurde durch Zugabe von EDTA (20mM) gestoppt. Zur Abtrennung
nichtgebundener Nukleotide wurden tRNA (0,05 mg/ml), Na-Azetat 3 M (pH 5,2)
und Ethanol (100%ig) zugegeben, bei -70° C gefallt und danach zentrifugiert.
Das Sediment wurde in TE-Puffer gelost, bei 95° C denaturiert und die
Radioaktivitat im B-Szintillationszahler gemessen. Diese Losung wurde dann in
einer Konzentration von 0,5 bis 1x 10° Zerfalle/cm*/min den Northern-Blots in
obigem Pra- bzw. Hybridisierungspuffer zugegeben und die Blots uber Nacht
bei 42° C hybridisiert. Um unspezifisch- oder nichtgebundene Sonden
abzutrennen, wurden die Blots in einer Losung aus 2x SSC (Puffer) und 0,1 %
SDS (Detergens) zunachst 30 Minuten bei Raumtemperatur, dann bei 67° C im
Schuttelwasserbad  gewaschen. Mit absteigender  SSC-Konzentration
(0,25x SSC, 0,1x SSC) mit jeweils 0,1 % SDS wurden die Blots gewaschen, bis
eine Aktivitat von < 20 Zerfalle/cm?/min erreicht war.
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Es wurden folgende cDNA’s verwendet (Tabelle 1):

Tabelle 1: Bezugsquelle der verwendeten cDNA's

Homologes Gen Bezugsquelle

EGF: human, ATCC-Nr. 59959

EGFR: human, ATCC-Nr. 57347

FGF-2: human, von Dr. Welch, GBF Braunschweig

IGF-1: Maus, ATCC-Nr. 63070

IGF-2: human, ATCC-Nr. 57483

TGF-a: human, ATCC-Nr. 59953

TGF-3-RI (ALK-5): human, von Dr. M. G. Brattain, Medical College of Ohio, Ohio
TGF-3-RIl: human, von Dr. M. G. Brattain, Medical College of Ohio, Ohio
Activin-pB: Maus, von Dr. H. Schrewe, MPI fir Immunologie, Freiburg
Activin-3C: Maus, von Dr. H. Schrewe, MPI fir Immunologie, Freiburg
BMP-2: Frosch, von Prof. W. Knochel, Ulm

BMP-4: Frosch, von Prof. W. Knochel, Ulm

BMP-7: human, ATCC-Nr. 68020

TGF-p1: human, von R. Derynck, University of California, San Franzisko
TGF-p2: human, von R. Derynck, University of California, San Franzisko
TGF-33: human, von R. Derynck, University of California, San Franzisko
P 85a.: human, von Prof. Wetzger, Magdeburg

P 1100 human, von Prof. Wetzger, Magdeburg

P 110y: human, von Prof. Wetzger, Magdeburg

E-Cadherin: human, von Fr. Dr. Bussemarker, Universitat Groningen, Niederlande
Catenin o human, von Prof. Gress, Universitat Uim

Catenin p: human, von Prof. Gress, Universitat Ulm

Catenin y: human, von Prof. Gress, Universitat Ulm

Kollagen I: human, ATCC-Nr. 61322

Kollagen lil: human, ATCC-Nr. 61325

c-myc: human, ATCC-Nr. 41010

c-jun: Maus, ATCC-Nr. 63026

c-fos: Human, ATCC-Nr. 41040

c-met: human, von Prof. Birchmeier, MDC Berlin

HGF: human, von Prof. Birchmeier, MDC Berlin

Actin (beta): human, ATCC-Nr. 55129

18S-rRNA: human, von Prof. Gress, Universitat Uim
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I.IX Auswertung

Die hybridisierten Membranen wurden fur 2 bis 21 Tage bei —70° C auf
Rontgenfilmen exponiert (Kodak XAR, Rochester, New York, USA) und diese
nach der Entwicklung mit dem HP DeskJet 4-Scanner aufgenommen.

Um Differenzen durch ungleichmafige Ladung der RNA auszugleichen, wurden
die Blots mit 18S-rRNA hybridisiert und im Falle von Dichteunterschieden bei
der densitometrischen Ausmessung der einzelnen RNA-Banden mit Hilfe der
1 D Gelanalyse-Software von Phoretix (Tyne, UK) die zuvor ermittelte Intensitat
anhand der 18S-mRNA-Werte normalisiert. Zur Verminderung falscher
Ergebnisse wurden die Hybridisierungen der verschiedenen Zellinien mehrfach
auf unterschiedlichen Northern Blots durchgefuhrt. Die eingesetzten Northern
Blots wurden zum Teil mehrfach hybridisiert.

Haufig wurden die Abbildungen im Ergebnisteil aus zwei Northern Blots
zusammengesetzt und dies mit einem Strich gekennzeichnet. Obwohl alle
Expressionen anhand der 18S-Hybridisierungen normalisiert wurden, wird dies
nur bei den Stimulationsblots durch eine in einem Kastchen unter dem

eigentlichen Blot abgebildeten 18S-rRNA-Hybridisierung verdeutlicht.
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I1l. Ergebnisse

lll.I  Vergleich der Expression der Zell-Adhédsionsmolekiile in

Pankreaskarzinomgewebe

Mit Hilfe der Northern Blot Hybridisierung wurden die Konzentrationen
verschiedener mRNAs in Pankreaskarzinomgewebe untersucht und mit den
Konzentrationen in gesunden Anteilen desselben Gewebes verglichen.

Im Gegensatz zu der fehlenden oder schwachen Expression bei den
Karzinomgeweben werden E-Cadherin und p-Catenin von gesundem
Pankreasgewebe stark exprimiert. Dagegen wird y-Catenin nur von
Karzinomgewebe exprimiert und a-Catenin sowohl von Karzinom- als auch von

Kontrollgewebe (Abbildung 1).

Karzinom
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Kontrolle
Kontrolle
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Kontrolle
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a-Catenin
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Abbildung 1: Hybridisierung von Gesamt-RNA aus menschlichem Pankreaskarzinom-
und Kontrollgewebe des jeweils gleichen Patienten mit cDNA-Sonden spezifisch fiir

E-Cadherin und a-, Bund y-Catenin.
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lIl.lIl Vergleich der Pankreaskarzinomzellinien

Kurzbeschreibung der Pankreaskarzinomzellinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Pankreaskarzinomzellinien weisen
unterschiedliche Charakteristika bezuglich Wachstum und Malignitat auf. Die von
den jeweiligen Erstautoren (siehe Material und Methodik II.Il.I) beschriebenen
Verdoppelungszeiten konnten nachvollzogen werden. Zur Vervollstandigung der
nachfolgenden Charakterisierung wurde das Invasionsverhalten in Nacktmausen

aus den Originalarbeiten ibernommen.

PaTu 8988s und PaTu 8988t sind zwei menschliche Zellinien, die aus der
Lebermetastase eines Adenokarzinoms des Pankreas gewonnen wurden. Bei
PaTu 8988s findet man in Zellhaufen wachsende kleine, polyedrische Zellen, die
in Nacktmausen einen soliden Tumor bilden, relativ undifferenziert sind und
einen eher epithelialen Phanotyp besitzen. Im Gegensatz dazu bildet PaTu 8988t
einen konfluenten Zellrasen mit spindelzelligen und runden Zelltypen, die in
Nacktmausen Tumore mit tubularen Strukturen bilden. Die Tumore der Zellinie
PaTu 8988t sind wesentlich differenzierter als die der Zellinie PaTu 8988s und
der Phanotyp erscheint unter Kulturbedingungen eher mesenchymal. Die
Verdoppelungszeit liegt bei PaTu 8988s wesentlich hoher als bei PaTu 8988t
und PaTu 8988s kann im Gegensatz zu PaTu 8988t nach Injektion in

Nacktmause metastasieren.

MIA PaCa-2 ist eine undifferenzierte menschliche Pankreaskarzinomzellinie mit
einigen biochemischen Ahnlichkeiten zu duktalen Zellen. MIA PaCa-2 wachsen
nur lose aneinandergeheftet und haben einen irregularen bis runden Phanotyp.
Auch MIA PaCa-2-Zellen kénnen nach Injektion in Nacktmause metastasieren.

PANC-1 wachst plattenepithelialartig oder nach ausreichender Konfluenz
kuboidal bis saulenartig und zeigt einen epithelialen Phanotyp. Die Zellen weisen
keine Kontaktinhibition auf und wachsen mehrschichtig. Bei Wachstum Uber die
Konfluenz hinaus bilden die Zellen Zellhaufen. Die Zellinie hat einige
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Charakteristika der normalen duktalen Zellen des Pankreas beibehalten wie
geringe Mengen y-Glutamyltranspeptidase, grole Mengen an Carboanhydrase
und die basolaterale Lokalisation der Na*K*-ATPase. Die Verdoppelungszeit liegt
bei etwa 52 Stunden, in der Nacktmaus bilden diese Zellen ein anaplastisches

Karzinom.

BxPC3 ist eine malig bis schlecht differenzierte epitheliale Zellinie, die aus einer
Biopsie eines humanen Adenokarzinoms des Pankreas entstanden ist. Die
Zellverdoppelungszeit betragt in der Zellkultur 48 bis 60 Stunden. Bisher konnte
in der Nacktmaus keine bzw. eine sehr schwache Metastasierung festgestellt

werden.

Die undifferenzierte Zellinie AR4-2J ist aus Asazerin-induzierten malignen Knoten
des Rattenpankreas hervorgegangen. |hr Ursprung ist azinar, die Zellen
synthetisieren, speichern und sezernieren Verdauungsenzyme und besitzen

zusatzlich einige Charakteristika neuroendokriner Zellen.



Abbildung 2:

Phasenkontrastfotos der in dieser Arbeit benutzten Zellinien

a: NIH 3T3 d: MIA PaCa2
b: BxPC3 e: PaTu 8988t
c: PANCA1 f: PaTu 8988s

21fache Vergrofierung bei a, b, d und f,
42fache Vergroflerung bei c und e

21
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lILII.I Expression von Zell-Zell-Adhéasionsproteinen

Mit Hilfe einer humanen E-Cadherin-spezifischen Sonde konnte durch die
Hybridisierung von Northern Blots, die Gesamt-RNA der verschiedenen Zellinien
enthielten, gezeigt werden, da® E-Cadherin von den Zellinien BxPC3, AsPC1
und PaTu 8988s exprimiert wird, nicht jedoch von MIA PaCa-2, PANC-1,
PaTu 8988t, AR4-2J oder NIH 3T3 (Mausfibroblasten) bzw. einer im Labor
etablierten Rattenfibroblastenzellinie. Im Gegensatz zu der zwischen den
verschiedenen Zellinien stark unterschiedlichen E-Cadherin-Expression werden
die drei untersuchten Catenine von allen humanen Pankreaskarzinomzellinien
exprimiert (siehe Abbildung 3). Wahrend sich sowohl bei a-Catenin als auch bei
B-Catenin keine starken Expressionsunterschiede zeigen, wird y-Catenin von
den einzelnen Zellinien unterschiedlich stark exprimiert: PANC-1, BxPC3, AsPC1
und PaTu 8988s =zeigen sehr kraftige Expressionen, MIA PaCa-2 und
PaTu 8988t eine deutlich schwachere. Bei der Rattenpankreaskarzinomzellinie
AR4-2J oder den Fibroblasten ist keine Expression von y-Catenin nachweisbar
(siehe Abbildung 3).

Zur Bestimmung der BandengroRen wurden die 28S- und 18S-Banden in die
Abbildungen eingezeichnet. Die 28S-Bande entspricht beim Mensch 5,0 kb, bei
der Maus 4,7 kb. Die 18S-Bande verlauft auf der Gréfze von 1,9 kb bei Mensch

und Maus.
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Abbildung 3: Hybridisierungen verschiedener Zellinien mit Sonden spezifisch fir E-Cadherin
(4,7 kb), a-Catenin (3,3 kb), p-Catenin (3,3 kb) und y-Catenin (3,5 kb). Da es sich um
zusammengesetzte Northern Blots handelt wurde ein Trennstrich zur Kennzeichnung

eingeflgt.
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lILILII Transformierender Wachstumsfaktor 3 (TGF-(3))

TGF-B1 wird von allen untersuchten Pankreaskarzinomzellinien (MIA PaCa-2,
PANC-1, BxPC3 und PaTu 8988t) exprimiert, AR4-2J als
Rattenpankreaskarzinomzellinie (azinare Zellinie) hat dagegen keine der drei
TGF-B-mRNAs. Bei TGF-2 finden sich Unterschiede zwischen den einzelnen
Zellinien: TGF-B2 wird von PaTu 8988t und AsPC1 stark exprimiert, bei PANC-1
zeigt sich nur eine aullerst schwache Bande (nicht abbildbar). TGF-f3 wird von
den Fibroblasten stark exprimiert, wohingegen von den
Pankreaskarzinomzellinien nur einige eine schwache Bande aufweisen
(MIA PaCa-2, PANC-1 und BxPC3).

Auch bei den Rezeptoren finden sich Unterschiede: Eine deutliche Expression
des TGF-B-Rezeptor | kann bei MIA PaCa-2, PANC-1 und BxPC3
nachgewiesen werden. Dagegen zeichnet sich bei dem TGF-p-Rezeptor Il
neben der kraftigen Bande bei PANC-1 und BxPC3 bei MIA PaCa-2 nur eine
etwas unterhalb der erwarteten Bande von 4,6 kb gelegene schwache Bande ab
(Abbildung 4).
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HILILIII Weitere Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren

HILILIIL.I Knochenmorphogenetische Proteine (BMPs) und Activine

BMP-2, BMP-4 und BMP-7 werden in allen humanen Pankreaskarzinom-
zellinien exprimiert, BMP-2 aullerst schwach (ohne Abbildung), BMP-4 und
BMP-7 dagegen mit deutlichen Expressionsunterschieden zwischen den
einzelnen Zellinien: Eine starke Expression von BMP-4 kann bei AsPC1 und
PaTu 8988t nachgewiesen werden, eine mittelstarke bei MIA PaCa-2, PANC-1,
AR4-2J und PaTu 8988s, wahrend bei der Pankreaskarzinomzellinie BxPC3
und den Fibroblasten BMP-4 nur schwach exprimiert wird. Nach Hybridisierung
mit der humanen cDNA-Sonde fur BMP-7 zeigen MIA PaCa-2, PANC-1 und
AsPC1 eine deutliche Bande, PaTu 8988s, PaTu 8988t und BxPC3 eine etwas
schwachere. Bei den Mausfibroblasten kann keine Expression von BMP-7

nachgewiesen werden (Abbildung 5).

Ein weiteres Mitglied der TGF-B-Superfamilie ist Activin. Die Isoform Activin B
(eine aus Maus-cDNA isolierte Sonde) wird von MIA PaCa-2, BxPC3, PANC-1
und AR4-2J sehr schwach exprimiert, bei den Rattenpankreasfibroblasten ist
keine Expression nachweisbar. Activin BC (ebenfalls eine Maussonde) ist bei

keiner der untersuchten Zellinien nachweisbar (ohne Abbildungen).
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HLILILI Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 (FGF-2)

FGF-2 ist bei Pankreaskarzinomen Uuberexprimiert. Bei den untersuchten
Pankreaskarzinomzellinien wird FGF-2 am starksten von MIA PaCa-2
exprimiert, gefolgt von PANC-1 und BxPC3. AR4-2J wund die

Rattenpankreasfibroblasten zeigen keine Expression (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Hybridisierung der Gesamt-RNA der Zellinien MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC3,
AR4-2J und Rattenpankreasfibroblasten mit spezifischer FGF-2-cDNA.
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HLILILIN Insulin-dGhnlicher Wachstumsfaktor (IGF)

Die IGF-1-mRNA wird von den Zellinien AsPC1 und PaTu 8988t stark und von
PANC-1 etwas schwacher exprimiert. Bei PaTu 8988s, MIA PaCa-2, BxPC3 und
NIH 3T3 liegt die Expression unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 7).
IGF-2 (humane cDNA) wird nur von der Rattenpankreaskarzinomzellinie
AR4-2J stark exprimiert. Bei den Rattenfibroblasten und den humanen Zellinien
MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC3 ist die Expression auf den Northern Blots kaum
sichtbar (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Hybridisierung der Gesamt-RNA verschiedener Zellinien mit der Maus-Sonde
fur IGF-1 bzw. der humanen Sonde fir IGF-2.
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HLILIILIV EGF, TGF-o und Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

EGF-mRNA kann bei keiner der untersuchten Zellinien im Northern Blot
nachgewiesen werden. Die Expression von TGF-a ist in allen untersuchten
Zellinien mittelstark ohne deutliche Expressionsunterschiede (ohne Abbildung).
Im Gegensatz dazu zeigen sich beim EGFR deutliche Unterschiede zum einen
zwischen den einzelnen Zellinien, zum anderen auch in der Bandenintensitat.
Eine starke Expression des EGFR ist bei der Zellinie AsPC1 nachweisbar, eine
mittlere bei PaTu 8988t, PANC-1 und BxPC3 und eine schwache bei
PaTu 8988s und MIA PaCa-2 (Abbildung 8). Bei NIH 3T3 kann keine
Expression nachgewiesen werden. Auffallig sind die Expressionsunterschiede
zwischen der in der Literatur beschriebenen 10,5 und 5,8 kb Bande, d. h. daR
die 10,5 kb grole Bande von mehr Zellinien exprimiert wird als die 5,8 kb groRe
Bande und auch die Intensitat unterschiedlich ist. Daneben zeigen sich noch
zwei weitere Banden mit einer GroRe von 4,5 und 1,7 kb, die durch
Abbaubanden, Kreuzhybridisierung oder Isoformen zustandegekommen sein

konnen.

PaTu 8988t
PaTu 8988s
MIA PaCa-2

-

Abbildung 8: Bestimmung der mRNA-Konzentration verschiedener
Pankreaskarzinomzellinien mit spezifischer EGFR-cDNA. Neben den erwarteten Banden

von 5,8 und 10,5 kb Grof3e zeigen sich weitere Banden.



31
HLILIILV Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) und HGF-Rezeptor c-met

HGF wird nur von den beiden untersuchten Fibroblastenzellinien (Maus und
Ratte) exprimiert, nicht dagegen von den untersuchten
Pankreaskarzinomzellinien (ohne Abbildung). Gleichzeitig mit HGF exprimieren
die NIH 3T3-Fibroblasten auch den HGF-Rezeptor c-met. C-met wird
- allerdings schwacher - auch in den Pankreaskarzinomzellinien in
unterschiedlicher Intensitat exprimiert: Die Starke der Expression nimmt von
AsPC1 uber BxPC3 und AR4-2J ab, bei PaTu 8988s und PaTu 8988t ist die
Bande kaum mehr sichtbar (Abbildung 9).

NIH 3T3
MIA PaCa-2
PaTu 8988t
PaTu 8988s
RaPali

Abbildung 9: Hybridisierung von verschiedenen Pankreaskarzinomzellinien, Maus- und

Rattenpankreasfibroblasten mit dem HGF-Rezeptor c-met.
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lILII.IV Transkriptionsfaktoren

C-myc wie auch c-jun sind bei allen untersuchten Zellinien nachweisbar, wenn
sie auch zum Teil sehr schwach exprimiert werden. Auffallig ist die starke
Expression beider Transkriptionsfaktoren bei MIA PaCa-2- und PANC-1-Zellen
(Abbildung 10).

PaTu 8988t
MIA PaCa-2
MIA PaCa-2

Abbildung 10: Die schwache Expression von c-myc durch die Zellinien AR4-2J und die
Rattenpankreasfibroblasten ist nach 7 Tagen Exposition kaum sichtbar, wahrend sich bei den
Pankreaskarzinomzellinien bereits eine deutliche Bande abzeichnet. Auch die Hybridisierung mit

c-jun (Maus-cDNA) ergibt Unterschiede zwischen den einzelnen Zellinien.

C-fos wird von der Rattenpankreaskarzinomzellinie AR4-2J und den
Rattenpankreasfibroblasten starker exprimiert als von den humanen
Pankreaskarzinomzellinien BxPC3, MIA PaCa-2, PaTu 8988s und PANC-1, bei
denen die Bande kaum sichtbar ist (Abbildung 11).

MIA PaCa-2

Abbildung 11: Analyse der Expression von c-fos bei verschiedenen Zellinien.
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1IL1l.V Phosphoinositol-3-Kinasen

Die Phospoinositol-3-Kinase (PI3K) ist ein Enzym, das Uber Ras- und andere
Proteine aktiviert wird und Uber die Phosphorylierung von IP3 eine wichtige Rolle
in der SignalUbermittlung spielt. Die PI3K besteht aus zwei Untereinheiten: P85,
die eine regulatorische Rolle spielt und mit p-Catenin interagiert und p110, die

die katalytische Antwort bewirkt.

Die starkste Expression von p85a. zeigen PaTu 8988t, PaTu 8988s und AsPC1,
jedoch weisen auch PANC-1, MIA PaCa-2, BxPC3 und NIH 3T3 ein deutliches

Signal auf (Abbildung 12).
P110a wird dagegen in MIA PaCa-2 und PANC-1 etwas starker als in BxPC3

und PaTu 8988t exprimiert. In AR4-2J, AsPC1 und PaTu 8988s ist P110a nur

sehr schwach, in den Fibroblasten nicht nachweisbar (ohne Abbildung).

PaTu 8988t
PaTu 8988s
MIA PaCa-2
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Abbildung 12: Hybridisierung der Northern Blots verschiedener Zellinien mit p 85a.



34

1Il.1I.VI Kollagene der Typen | und Il

Der grol3e Anteil extrazellularer Matrix, der in Pankreaskarzinomen beobachtet
werden kann, wirft die Frage auf, welche Zellen den Ursprungsort der EZM
darstellen. Kollagene stellen die Hauptbestandteile dieser Matrix dar. Kollagen
Typ | und Kollagen Typ Ill werden stark von den Rattenpankreasfibroblasten
exprimiert, bei Kollagen Typ | kann auch bei den Karzinomzellinien AR4-2J,
BxPC3, PANC-1 und MIA PaCa-2 ein schwaches Signal nachgewiesen werden
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Hybridisierung von Northern Blots von Rattenpankreasfibroblasten und
verschiedenen Pankreaskarzinomzellinien zur Veranschaulichung der Expression der

extrazellularen-Matrix-Proteine Kollagen | und IlI.

Zusammenfassend werden in Tabelle 2 die einzelnen Zellinien in Bezug auf die
Starke ihrer Expression der analysierten mRNAs dargestellt. Die angegebenen
Zahlen stellen keine absoluten Werte dar, sondern ergeben sich aus
densitometrisch bestimmten Dichteunterschieden der Expressionen der
einzelnen Zellinien. Die Werte wurden anhand der 18S-Hybridisierung
normalisiert um Unterschiede in der Menge der RNA auszugleichen. Nach der
Starke des Bandensignals wurden dann die Werte in sechs Kategorien (eins bis

sechs) eingeteilt (siehe unten).



Tabelle 2: Vergleich der Expressionsunterschiede bestimmter mRNAs

verschiedener Zellinien. Die Tabelle 2 zeigt in der linken vertikalen

Spalte die Hybridisierungssonden, in der ersten horizontalen Zeile die

einzelnen Zellinien.

MIA PaCa-2 |PANC-1 (BxPC3 |[AR4-2J |AsPC1 (PaTu 8988s |PaTu 8988t |NIH 3T3 |RaPaFi
E-Cadherin |- - 5 - 4 5 - - -
Catenin o 3 3 2 2 2 2 4 3 2
Catenin 4 4 4 3 4 4 6 3 2
Cateniny 2 5 5 - 5 4 3 - -
MIA PaCa-2 |PANC-1 (BxPC3 |[AR4-2J |AsPC1 (PaTu 8988s |PaTu 8988t |NIH 3T3 |RaPaFi
TGF-B1 4 4 4 - XXX XXX 4 XXX 1
TGF-p2 - 1 - - 3 - 3 - -
TGF-33 2 2 2 1 1 - 1 5 5
TGF-B-RI 4 5 3 1 XXX XXX XXX XXX 1
TGF-g-RII 1 6 4 - XXX XXX XXX XXX 2
BMP-2 1 2 2 XXX 1 1 1 1 XXX
BMP-4 3 3 2 3 4 4 2 2
BMP-7 4 4 2 XXX 4 3 - XXX
Activin B 1 1 1 1 XXX XXX XXX XXX -
Activin C - - - - - XXX XXX XXX -
MIA PaCa-2 |PANC-1 (BxPC3 [AR4-2J |AsPC1 [PaTu 8988s |PaTu 8988t |NIH 3T3 |RaPaFi
IGF-1 - 2 - XXX 4 - 3 - XXX
IGF-2 1 1 1 5 XXX XXX XXX XXX 1
FGF-2 4 4 3 - XXX XXX XXX XXX -
TGF-a 2 3 3 2 XXX 2 2 XXX 2
EGF - - - XXX XXX - - XXX XXX
EGFR 2 4 4 XXX 5 2 4 - XXX
c-met - - 2 3 3 1 1 4 -
HGF - - - XXX - - - 4 1
MIA PaCa-2 |PANC-1 (BxPC3 [AR4-2J |AsPC1 (PaTu 8988s |PaTu 8988t |NIH 3T3 |RaPaFi
c-fos 2 2 2 3 XXX XXX XXX XXX 3
c-jun 4 4 2 2 XXX XXX XXX XXX 2
c-myc 5 4 3 2 XXX XXX 3 2 2
Erlduterungen: 6 = extrem starke Bande
5 = sehr starke Bande
4 = starke Bande
3 = mittelstarke Bande
2 = schwache Bande
1 = kaum erkennbare Bande
- = keine erkennbare Bande
xxx = (noch) nicht untersucht
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NI Stimulation bzw. Inhibition einzelner Zellinien

L1 Stimulation mit TGF-B1 oder Inhibition mit anti-TGF-f3-

Rezeptor lI-Antikoérpern

Nach Ermittlung der optimalen Stimulationsdauer wurde den Zellinien
MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC3, PaTu 8988t bei Zellkonfluenz zusammen mit
einem Medienwechsel TGF-B1in einer Konzentration von 10 ng/ml fur 18
(PaTu 8988t) oder 24 Stunden (MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC3) zugegeben und
anschlieRend sofort die RNA extrahiert.

Der blockierende Antikorper gegen den TGF-B-R Il wurde Uber 24 Stunden in
einer Konzentration von 0,5 pg/ml bei MIA PaCa-2, PANC-1 und BxPC3

zugegeben.

In einer Zeitreihe wurde die Zellinie PANC-1 in Wachstumsmedium mit TGF-$1
(10 ng/ml) Uber 5, 15 oder 28 Stunden behandelt, als Vergleich diente eine in
Wachstumsmedium alleine gezogene Kontrolle.

Die Stimulation der Zellinie PANC-1 mit TGF-B1 zeigt nach 5 Stunden eine
Steigerung der mMRNA-Menge von TIEG, TGF-B1, TGF-$2 und TGF-33, TGF-B-
R | und c-fos. Nach 28 Stunden kann im Vergleich mit dem 5- und 15-Stunden-
Wert eine weitere Steigerung der Expression bei TGF-1 und TGF-$3, TIEG
und TGF-B-R | beobachtet werden, bei TGF-B2 und c-fos dagegen schon eine
Verminderung (Abbildung 14). Auf die Expression von BMP-2 [at sich kein
Effekt nachweisen (TGF-p2, TGF-B3 und TGF-B-R | ohne Abbildungen).
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Abbildung 14: Stimulation der Zellinie PANC-1 mit TGF- Uber verschiedene Zeitraume (5, 15
und 28 Stunden) und Hybridisierung mit TGF-B1-, c-fos- und TIEG-spezifischen
Oligonukleotiden. Als Beladungskontrolle ist die 18S-Hybridisierung des gleichen Northern

Blots in dem gesonderten Kasten zu sehen.

Bei MIA PaCa-2 lassen sich in diesem Versuch weder durch Stimulation mit
TGF-B1 noch durch die Gabe von neutralisierenden anti-TGF-B-Rezeptor II-
Antikérpern Veranderungen der mRNA-Expression der Gene von TGF-B1,
TGF-B2, TGF-B3 oder TGF-B-R | bzw. TGF-B-R Il nachweisen. Auch bei
PANC-1 sind keine Effekte durch die Inkubation mit neutralisierenden TGF-f3-
Rezeptor llI-Antikdrpern bezlglich der Expressionen oben genannter Gene
nachweisbar. Des weiteren kdnnen bei beiden Zellinien weder durch Stimulation
mit TGF-B noch durch Inhibition mit den anti-TGF-p-Rezeptor Il-Antikérpern
signifikante Expressionsanderungen von Wachstumsfaktoren wie Activin BC,
FGF-2, IGF-1 und IGF-2, HGF und seines Rezeptors c-met beobachtet werden.
Ebensowenig sind Anderungen bei den Zell-Zell-Adhasionskomponenten wie
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E-Cadherin oder den Cateninen oder bei den Transkriptionsfaktoren c-fos, c-jun

oder c-myc (ohne Abbildungen) zu beobachten.

Bei BxPC3 wird durch Stimulation mit TGF-f1 eine deutliche Steigerung der
Expression von TGF-B3 bewirkt, durch den neutralisierenden anti-TGF-B-RII-
Antikorper eine Verminderung der TGF-f3-Expression (Abbildung 15). Auf die
Expressionen von TGF-p1, TGF-2, TGF-B-R | oder TGF-B-R Il 1alt sich kein
EinfluR nachweisen. Auch c-fos wird nach Stimulation mit TGF-B1 verstarkt
exprimiert (Abbildung 15). Durch Stimulation mit TGF-B1 kann die FGF-2-
Expression nicht signifikant gesteigert, jedoch durch den anti-TGF-B-R II-
Antikdrper die FGF-2-Expression um ca. 25 % vermindert werden (Abbildung
15). Keinen Einflul® bt TGF-p in BXPC3-Zellen auf die Expression von BMP-2,

Activin BC oder die Komponenten des E-Cadherin-Catenin-Systems aus.
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Abbildung 15: Stimulation von BxPC3 mit TGF-B und Hybridisierung mit TGF-f3, c-fos und
FGF-2. Zur Veranschaulichung wurden die durch Wachstumsfaktoren, neutralisierende anti-
TGF-B-Rezeptor-Antikorper oder Nahrmedium ohne FCS (BSA-Medium) bewirkten
Veranderungen durch Fettdruck hervorgehoben (siehe IILIILII).

a-TGF-B steht flir einen monoklonalen Antikorper gegen TGF-. CCK wurde in verschiedenen

Konzentrationen (107 bis 107° M) zugegeben.

Die 18S-Hybridisierung des jeweiligen Northern Blots zur Normalisierung der
Intensitaten ist gesondert in einem Kastchen unterhalb der beschriebenen
Hybridisierung sichtbar.

Die jeweils untersuchte Zellinie wurde in Nahrmedium (mit oder ohne 10 %
FCS) mit verschiedenen Stoffen (Wachstumsfaktoren oder Hormonen) stimuliert
oder mit neutralisierenden Antikorpern die Aktivierung eines Rezeptors inhibiert.
Die RNA’s wurden dann auf einem gemeinsamen Northern Blot verarbeitet. Die
relevant veranderten Expressionen wurden im Gegensatz zu den unveranderten

Expressionen durch Fettdruck gekennzeichnet.
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HLIILI Stimulation mit EGF oder Inhibition mit anti-EGFR-Antikorpern

Um den EinfluR des Wachstumsfaktors EGF auf die Genexpression von
Pankreaskarzinomzellinien zu untersuchen, wurde EGF den Zellinien
MIA PaCa-2, PANC-1 und BxPC3 in einer Konzentration von 20 ng/ml
Kulturmedium zugegeben und die Zellinien 24 Stunden mit diesem
Wachstumsfaktor stimuliert. Um den Einfluly von in FCS enthaltenen Faktoren
auszuschliefen, wurden die Zellen in einem weiteren Versuch zuerst in
1%igem BSA-Medium Uber 49 Stunden synchronisiert und danach in diesem
Medium fir 4 Stunden mit EGF stimuliert (siehe Material und Methodik).
Anderen Zellen dieser drei Zellinien wurde ein anti-EGFR-Antikdrper (67 pg/ml),
der eine Aktivierung des Rezeptors durch Liganden unterband, fur 24 Stunden
in Medium mit 10 % FCS zugegeben. PaTu 8988t wurde 24 Stunden in BSA
inkubiert und dann entweder mit EGF (20 ng/ml) alleine oder mit EGF in
Kombination mit IGF-1 (je 20 ng/ml) 18 Stunden stimuliert.

Nach Stimulierung von synchronisierten MIA PaCa-2 mit EGF kann eine
Verstarkung der Expressionen von a- und p-Catenin, FGF-2 und IGF-2
beobachtet werden (Abbildung 16). Auch bei der Zellinie BXPC3 kann durch
Zugabe von EGF zu ruhenden Zellen eine starkere Expression von a- und
B-Catenin, E-Cadherin, FGF-2, BMP-2, TGF-$1 und der TGF-B-Rezeptoren |
und Il nachgewiesen werden (Abbildungen 15 und 17 — BMP-2 ohne
Abbildung). In Kulturmedium mit 10 % FCS zeigen weder EGF noch
neutralisierende anti-EGFR-Antikdrper einen im Northern Blot nachweisbaren
Einflu® auf die Expression der TGF-B-Superfamilie (TGF-p1, TGF-p2, TGF-B3,
Activin BC, BMP-2) bzw. der TGF-B-Rezeptoren | und Il oder auf die
untersuchten Zelladhasionsmolekile (E-Cadherin, a-, pB-, y-Catenin). Ebenso
bleiben die Stimulationsversuche mit EGF in Kulturmedium mit 10 % FCS auf
die Expression weiterer Wachstumsfaktoren wie FGF-2, IGF-1 und IGF-2, HGF
und seines Rezeptors c-met oder der Transkriptionsfaktoren c-fos, c-jun und
c-myc ohne Veranderung der Genexpressionen - mit einer Ausnahme: Bei
PANC-1 wird durch EGF eine Verringerung der y-Catenin-mRNA-Konzentration
festgestellt (Abbildung 18). Im Gegensatz zu den anderen Zellinien MIA PaCa-2
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und BxPC3 bewirkt die Zugabe von EGF zu synchronisierten PANC-1-Zellen
keine Heraufregulierung der Expressionen der Catenine, sondern sogar eine
Herunterregulation von y-Catenin (Abbildung 18). Die Genexpression von
FGF-2, die im ruhenden Zustand vermindert wird, kann durch Zugabe von EGF
(bzw. FCS — siehe IILIII.IV) wieder stimuliert werden (Abbildung 18).
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Abbildung 16: Hybridisierungen der Northern Blots der Zellinie MIA PaCa-2 mit
o-Catenin-, p-Catenin-, FGF-2- und TGF-B-Rezeptor I-spezifischen Sonden. Die Zellinie
wurde in Medium mit oder ohne 10 % FCS kultiviert. Ebenso wurde der Effekt der
Zugabe von EGF bzw. des neutralisierenden anti-EGFR-Antikorpers zu diesen
Nahrmedien auf die oben angegebenen Expressionen dargestellt. a-TGF-p steht fir
einen monoklonalen Antikdrper gegen TGF-B, a-EGFR fir einen Antikdrper, der den

EGFR blockiert. Bei CCK wurden verschiedene Konzentrationen zugegeben (10 bis
107" M).
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Abbildung 17: Bestimmung der mRNA-Konzentrationen von E-Cadherin, a-Catenin und
B-Catenin, TGF-B1 und den TGF-B-Rezeptoren | und Il bei der Zellinie BxPc3, die in
Medium ohne oder mit 10 % FCS kultiviert wurde. Aufzeigen der Auswirkung auf die

Veranderung der Genexpression durch Zugabe von EGF bzw. des neutralisierenden
anti-EGFR-Antikorpers.
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Abbildung 18: Hybridisierung der Northern Blots der Zellinie PANC-1 mit y-Catenin-,

B-Catenin- und FGF-2-Sonden. Es zeigt sich eine Herunterregulation von y-Catenin
durch EGF und eine Heraufregulierung durch FGF-2.
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Bei PaTu 8988t wird nach Kultivierung der Zellen in BSA durch Inkubation mit
EGF die p-Catenin-Expression deutlich herunterreguliert, durch EGF in
Kombination mit IGF-1 kann dieser Effekt wieder abgeschwacht werden
(Abbildung 19). Keinen Einflul haben EGF bzw. EGF/IGF-1 auf die Expressionen
von c-fos und TGF-B1 (ohne Abbildungen).
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Abbildung 19: Kultivierung synchronisierter Zellen der Zellinie PaTu 8988t in Nahrmedium mit
oder ohne FCS und Stimulation mit EGF alleine (BSA-EGF) oder EGF in Kombination mit IGF-1
(BSA-EGF/IGF-1) und Hybridisierung mit einer 3-Catenin-Sonde.

HILIILI Stimulation mit Cholezystokinin (CCK)

Cholezystokinin, ein Hormon, das die Enzymsekretion des Pankreas reguliert,
wurde den Zellinien MIA PaCa-2, PANC-1 und BxPC3 in einer Konzentration von
10 bis 107" molar in 10 % FCS-enthaltendem Medium zugegeben. Die
Stimulationszeit betrug 24 Stunden.

Es zeigt sich bei keiner Zellinie (MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC3) ein Einflul3 von
CCK auf die Expression von TGF-p1 bis TGF-B3, der TGF-B-Rezeptoren | und Il,
BMP-2, Activin BC oder anderer Wachstumsfaktoren wie FGF-2, IGF-1, IGF-2
und HGF bzw. seines Rezeptors c-met. Ebenso bleibt die Expression der
Zelladhasionsmolekile E-Cadherin, a-, pB- oder vy-Catenin und der

Transkriptionsfaktoren c-fos, c-jun oder c-myc unbeeinfluf3t (ohne Abbildungen).
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1V. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression der Gene zu analysieren, die fur
Komponenten des E-Cadherin-vermittelten Adhasionskomplexes kodieren.
Dariber hinaus sollte mittels verschiedener Pankreaskarzinomzellinien
untersucht werden, welche Zell-Zell-Adhasionsmolekule, Wachstumsfaktoren
sowie deren Rezeptoren exprimiert werden und welche Veranderungen die
Stimulationen mit Wachstumsfaktoren auf die Genexpression bewirken.

Die mit Hilfe von kultivierten Karzinomzellen gewonnenen Daten konnen nur
Hinweise geben auf die Vorgange, die sich in den Organen abspielen. Man kann
davon ausgehen, dal® es sich bei der Regulation der Organfunktion um ein sehr
komplexes Zusammenspiel verschiedenster Faktoren handelt. Die Wirkungen
dieses Netzwerkes verschiedener Wachstumsfaktoren kann sich von den
Effekten der einzelnen Faktoren signifikant unterscheiden. Bevor jedoch diese
sehr vielschichtigen Interaktionen verstanden werden konnen, muf} die Wirkung
der Einzelkomponenten untersucht werden. Mit Hilfe der Hybridisierung von
Northern Blots wurde die Expression ausgesuchter Gene in verschiedenen
Pankreaskarzinomzellinien untersucht. Den Schwerpunkt bildeten die
Komponenten des E-Cadherin-Zelladhasionskomplexes und die Familie der
transformierenden Wachstumsfaktoren beta (TGF-B). Die Expressionen der
Gene wurden aufgrund der Intensitdt der radioaktiven Signale der
Hybridisierungen in sechs Starkegrade (nicht nachweisbare bis sehr starke
Expression) eingeteilt und die Daten der Zellinien miteinander verglichen. In dem
zweiten Teil der Arbeit wurden verschiedene Pankreaskarzinomzellinien mit
Wachstumsfaktoren oder Hormonen stimuliert und die Auswirkungen auf die
Expression der Gene des E-Cadherin-Adhasionskomplexes untersucht.

Zu berlcksichtigen ist, dall die angegebenen Expressionsstarken keine
absoluten Zahlen darstellen, sondern sich aus dem Vergleich der verschiedenen
Zellinien ergeben. Bei der Interpretation der Daten mufl} weiter berlcksichtigt
werden, dall die RNA-Menge alleine nicht als Anhalt fir die Proteinmenge
dienen kann, da neben der Prasenz der einzelnen mRNA’s auch eine Regelung
der Translationseffizienz und/oder eine Regelung der Proteinstabilitat sowie
-funktionalitdt durch Phosphorylierungen, Acetylierungen etc. eine Diskrepanz
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zwischen Expressions- und Proteinebene bewirken konnen. Ebenso kdnnen
keine Aussagen uber die Funktionsfahigkeit der durch die untersuchten mRNAs
kodierten Proteine gemacht werden. Das Vorhandensein von Punktmutationen
bzw. kleiner Deletionen kann in der Northern Blot-Hybridisierung nicht entdeckt
werden. Zu bedenken ist weiterhin, dald in einigen Fallen heterologe Sonden
eingesetzt wurden, die zwar auf die Spezifitat fur die entsprechende menschliche
mRNA kontrolliert wurden, jedoch im Vergleich zu einer homologen Sonde

weniger sensitiv sein konnen.

IV.I E-Cadherin-Expression in Pankreaskarzinomgewebe

Karzinomzellen wachsen im Gegensatz zu gesunden Zellen nicht in einem
selbstlimitierenden Zellverband, sondern haben Mechanismen entwickelt um
die naturlichen Wachstumsbeschrankungen zu umgehen. Diese umfassen z. B.
eine autokrine Produktion von stimulierenden Wachstumsfaktoren oder eine
Herunterregulation von Zelladhasionsproteinen. Auch bei Pankreaskarzinomen
konnte in immunhistochemischen Arbeiten von Pignatelli et al. 1994 (112) und
Weinel et al. 1996 (139) auf Proteinebene eine verminderte Expression von
E-Cadherin bei Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden. Unsere
exemplarischen Untersuchungen an zwei Pankreaskarzinomgeweben bezuglich
der Genexpression von E-Cadherin und Cateninen weisen darauf hin, dal}
diese Veranderungen nicht nur E-Cadherin sondern auch die Catenine
betreffen und bereits auf MRNA-Ebene verursacht werden. Im Vergleich zu den
untersuchten Kontrollgeweben wurde in beiden Pankreaskarzinomgeweben
E-Cadherin und B-Catenin vermindert, y-Catenin dagegen verstarkt exprimiert
(Abbildung 1). Diese Daten dienten zusammen mit den Ergebnissen der bisher
erschienenen Literatur als Ausgangspunkt der Fragestellung, ob bei
verschiedenen Pankreaskarzinomzellinien das E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-
Adhasionssystem bereits auf Genexpressions-Ebene verandert ist. Dartber
hinaus sollte untersucht werden, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem
Differenzierungsgrad bzw. Metastasierungspotential der Zellinien und der

Expression der Cadherin/Catenin-Gene ergab.
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IV.Il Expression von E-Cadherin und Cateninen

Fur die Adhasion von Zellen aneinander sind nach bisherigem Wissen die
Komponenten der Zonulae adhaerentes E-Cadherin, a-, - und y-Catenin von
grofldter Wichtigkeit. Obwohl der Verlust der Zelladhasion alleine nicht zu
Invasivitat oder Metastasierung fuhrt (49), scheint er in bereits entarteten Zellen
einer der dafur entscheidenden Schritte zu sein. Eine Dissoziation der
E-Cadherin/Catenin-Adhasionskomplexe kann eine Loslosung einzelner Zellen
aus dem Zellverband bewirken und damit bei der Pathogenese der
Metastasierung und der Invasivitat von Malignomen eine Rolle spielen (129,140).

Bei Pankreaskarzinomen konnte durch eine Herunterregulation von E-Cadherin
durch Behandlung mit E-Cadherin-Antisense Oligonukleotiden eine verstarkte
Migration durch die Basalmembran (129), ein erhéhtes Metastasierungspotential
(19) und eine vermehrte peritoneale Aussaat (40) nachgewiesen werden. Eine
inverse Korrelation von E-Cadherin mit dem Differenzierungsgrad, der
Gefalinvasion und der Metastasierung wurde nicht nur bei Pankreaskarzinomen
beschrieben, sondern konnte auch bei anderen Karzinomen wie z. B.
hepatozellularen Karzinomen nachgewiesen werden (36). In der vorliegenden
Arbeit konnten wir zeigen, dafl® E-Cadherin von den Zellinien BxPC3, AsPC1 und
PaTu 8988s exprimiert wird, nicht jedoch von MIA PaCa-2, PANC-1, PaTu 8988t
und der Rattenpankreaskarzinomzellinie AR4-2J. In Kenntnis des
Malignitatsgrades der untersuchten Zellinien bedeutet dies, da® sich aus der
alleinigen Betrachtung der nachweisbaren Expression des E-Cadheringens
keine eindeutige Korrelation bezuglich einer Verminderung der Invasivitat bzw.
einem geringeren Metastasierungsverhalten der verschiedenen Zellinien im
Nacktmausmodell ableiten laldt. Wahrend ein E-Cadherin-Verlust fir eine hohe
Invasivitat der Zellinien spricht, ist der Umkehrschluf® nur bedingt zulassig: Das
Vorhandensein von E-Cadherin ist nicht ausreichend als Hinweis fir eine
geringere Invasivitat, ein geringeres Metastasierungsverhalten oder eine gute
Prognose. Dies lakt sich mit Hilfe der Zellinien BxPC3, AsPC1 und PaTu 8988s
belegen, die trotz eines E-Cadherin-Nachweises stark metastasieren.
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Weinel und Kollegen vermuteten bei AsPC1 einen defekten E-Cadherin-Catenin-
Komplex, da die Zellinie trotz Nachweises von E-Cadherin eine hohe Zellmotilitat
aufwies und vermuteten die Ursache in dem Fehlen von einem oder mehreren
Cateninen (139). Unsere Experimente belegen, dal® diese Defekte nicht auf der
Ebene der Genexpression zu suchen sind, da in AsPC1 die mRNAs aller
Catenine nachweisbar waren.

Im Gegensatz zu der differenziellen Expression von E-Cadherin konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dal} die Catenine a-, B- und y-Catenin von allen
untersuchten menschlichen Pankreaskarzinomzellinien (BxPC3, AsPC1,
PaTu 8988s, MIA PaCa-2, PANC-1 und PaTu 8988t) exprimiert werden, wenn
auch in unterschiedlicher Intensitat. Dies bedeutet zum einen, dal} diese
Zellinien durch die korrekte GrofRe der im Northern Blot detektierten mRNAs
keine gréReren Deletionen in Genen des E-Cadherin/Catenin-System besitzen,
zum anderen, dal® sich aus dem Nachweis bzw. Fehlen der Expression von
E-Cadherin, a-, B- oder y-Catenin keine sichere prognostische Aussage
bezuglich der |Invasivitat und dem  Metastasierungspotential von
Pankreaskarzinomzellinien ableiten laldt. Untersuchungen aus der eigenen
Arbeitsgruppe zeigen, dall die mRNA-Menge von E-Cadherin bzw. Cateninen
nicht automatisch mit der Protein-Menge gleichzusetzen ist. Im Fall von
o-Catenin (bei AsPC1, MIA PaCa-2 und PaTu 8988t) und y-Catenin (bei
PANC-1, MIA PaCa-2 und PaTu 8988t) ist bei hoher mMRNA-Menge keine bzw.
nur eine geringe Proteinkonzentration nachweisbar. Im Gegensatz dazu sind bei
E-Cadherin und pB-Catenin mRNA- und Proteinkonzentrationen weitgehend
proportional. Vor allem bei den Zellinien, bei denen keine E-Cadherin-mRNA
nachweisbar ist (MIA PaCa-2, PaTu 8988t), sind die Proteinkonzentrationen von
o~ und y-Catenin verringert (Dissertation S. Wiest, Universitat Ulm). Zu ahnlichen
Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe von Jahwari durch immunhistochemische
Untersuchungen an Magenkarzinomen (55). Seine und unsere Daten belegen,
dall bestimmte Catenine bei einem Verlust von E-Cadherin gegentber
enzymatischem Abbau instabiler werden.

Neben der Kontrolle der Genexpression, der Translation und der
Proteinkonzentration, wird auch die Stabilitdt und Zusammensetzung des

Adhasionskomplexes reguliert. Die posttranslationellen Modifikationen  der
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Proteine des Cadherin/Catenin-Adhasionskomplexes wie z. B. der
Phoshorylierungsgrad der einzelnen Proteine bestimmen ganz entscheidend die
Stabilitdt des Komplexes. Durch eine verstarkte Phosphorylierung von - oder
y-Catenin dissoziiert eine signifikante Menge an a-Catenin vom Cadherin-
Catenin-Komplex und verursacht so ein Abfallen vom Aktin-Zytoskelett (106).
Fur diese Phosphorylierungen werden neben zytoplasmatischen Kinasen (wie
die der Src-Familie) die Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen wie dem EGF-
Rezeptor verantwortlich gemacht (49,56 und siehe unten).

In vielen Kolonkarzinomen wird (-Catenin durch eine Mutation im
Tumorsuppressorgen APC vermindert abgebaut. Die dadurch entstehende
Erhohung der B-Catenin-Konzentration wird fur die resultierende Aktivierung von
transformierenden Genen und damit fur die Tumorprogression verantwortlich
gemacht (54). Dies liegt daran, dal® vor allem B-Catenin, aber auch y-Catenin,
wichtige Bestandteile von Signalwegen sind. So ist B-Catenin ein wichtiger
Effektor im Wnt-Signalweg: Wnt stabilisiert unter anderem die Halbwertszeit des
zytoplasmatischen B-Catenins, welches nach Translokation in den Zellkern die
B-Catenin/Lef-1/Tcf-abhangige Genexpression aktiviert (99,118). Zu den
Zielgenen dieser Regulatoren gehoren zum Beispiel c-jun, c-myc oder Cyclin D1,
die wiederum zur Tumorprogression beitragen koénnen (85,135). Bei
Pankreaskarzinomen konnte bisher nur in einer Publikation eine Korrelation der
Akkumulation von B-Catenin im Zytoplasma und der Cyclin-D1-Uberexpression
(einem Zielgen von B-Catenin/Tcf) mit der Uberlebenszeit der Patienten
nachgewiesen werden (115).

Es werden immer mehr Faktoren bekannt, die die Komponenten des Zell-Zell-
Adhasionssystems beeinflussen: So bewirkt z. B. bereits eine maRige
Uberexpression der ILK (Integrin-gebundenen Kinase) einen invasiven
Phanotyp, verbunden mit einer Herunterregulation der E-Cadherin-Expression
und einer B-Catenin-Translokation in den Zellkern mit Aktivierung des Lef-1/Tcf-
Signalweges (99,100). Auch Wachstumsfaktoren beeinflussen entscheidend die
Zell-Zell Adhasion: So erreicht IGF-1 durch eine Phosphorylierung von B-Catenin
eine Dissoziation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes (113). Nach IGF-2-

Stimulation konnte ebenfalls eine Translokation des p-Catenin-Proteins von der
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Plasmamembran in den Kern, die Transkription von B-Catenin/Tcf-3-Zielgenen
und eine Degradierung von E-Cadherin beobachtet werden (96). Auch fur
TGF-g1 (44), FGF-1, FGF-2 (34) und EGF (53) sind Einflisse auf
Zelladhasionskomponenten beschrieben worden.

Es wird deutlich, dal® die Betrachtung der Expression der E-Cadherin- und
Catenin-Gene, alleine durch die verschiedenen Aufgaben der einzelnen
Komponenten und komplexen nachgeschalteten Veranderungen auf der
Proteinebene, nur einen ersten Eindruck der Vielschichtigkeit der Regulation der
E-Cadherin-vermittelten Zelladhasion geben kann.

In den durchgefuhrten Stimulationsversuchen mit  verschiedenen
Wachstumsfaktoren konnte mit Ausnahme von EGF kein EinfluR auf die
Genexpression der Komponenten des E-Cadherin-Adhasionssystems
nachgewiesen werden. EGF bewirkt unter anderem eine Steigerung der
gerichteten Zellmigration (48). Daraus 133t sich schluf3¢folgern, da® die Wirkung
von Wachstumsfaktoren primar nicht durch die Modulation der Genexpression
des E-Cadherin-Catenin-Systems stattfindet, sondern wahrscheinlich Uber
posttranslationale Veranderungen wie Phosphorylierungen oder
Dephosphorylierungen. Dies wiederum bedeutet, dal die Defekte, die in der
Zelladhasion von Karzinomzellen beobachtet werden konnen, nicht direkt in der
E-Cadherin-Catenin-Expression liegen missen, sondern auch durch veranderte
Regulationsmechanismen des Zusammenhaltes des Komplexes verursacht
werden kénnen. Dabei dirfen Punkte wie die Dynamik des Aktinzytoskeletts und
die Rolle anderer Mitglieder der Cateninfamilie, wie das regulatorisch wirkende
p120°" (98) oder die Interaktionen mit Rezeptoren von Wachstumsfaktoren
(68,80,144) nicht vergessen werden.

Die Kultivierung der verschiedenen Pankreaskarzinomzellinien in
Minimalmedium ohne Serum flhrte zu einer Verminderung der Expression
einiger Catenine. Erst bei Aufhebung dieses Ruhezustandes durch Stimulation
mit EGF oder FCS wird die Expression der Zelladhdsionsmolekile wieder
hochreguliert. Ob es sich dabei um eine spezifische Reaktion handelt oder bei
ruhenden  Zellen der gesamte Zellstoffwechsel und damit auch die
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Zelladhasionsmolekule herunterreguliert werden, mussen weitere Arbeiten

klaren.

IV.Ill Expression der TGF-3-Wachstumsfaktoren

TGF-B ist ein multifunktionelles Polypeptid, das bei der Regulation
verschiedenster zellularer Vorgange wie Wachstum, Differenzierung, Apoptose,
Adhasion und Motilitat eine Rolle spielt. Auch bei der Entstehung und
Ausbreitung von Karzinomen sind die durch TGF-B hervorgerufenen Effekte
wesentlich. Die bei verschiedenen Karzinomen Uberexprimierten TGF-f-
Isoformen sind nicht nur wegen ihrer Fahigkeit zur epithelial-mesenchymalen
Dedifferenzierung und ihrer direkten und indirekten Wirkung auf die Zelladhasion
interessant (siehe unten), sondern auch durch die Arretierung epithelialer Zellen
in der nichtproliferativen G1-Phase. Bei fortgeschrittenen Tumorstadien fehlt die
durch TGF-B vermittelte Wachstumsinhibition und es wurde bereits 1990 bei
Endometriumkarzinomen (18), spater auch bei Pankreaskarzinomen zum einen
eine Resistenz gegenlber der Wachstumsinhibition durch TGF-f, gleichzeitig
jedoch eine erhdhte TGF-B-Produktion festgestellt (51,101,133). Bei
Pankreaskarzinomen ist eine Uberexpression von TGF-B1, TGF-B2, TGF-p3 und
TGF-B-Rezeptor Typ Il beschrieben worden (41,42). Mit Ausnahme der Zellinie
MIA PaCa-2, die eine Mutation im Gen des TGF-B-Rezeptor Il hat, kbnnen wir in
Ubereinstimmung mit der Literatur bei allen untersuchten Zellinien eine deutliche
Expression von TGF-B1 und TGF-B3 und der TGF-B-Rezeptoren | und Il
nachweisen (10,41). Damit besitzen sowohl PANC-1 als auch BxPC3 beide fur
die Signallbertragung notwendigen Rezeptoren und exprimieren TGF-p, so daf
moglicherweise eine autokrine Stimulation vorliegt. Doch trotz Uberexpression
von TGF-B reagieren die meisten Pankreaskarzinomzellinien (die TGF-B-sensible
Zellinie PANC-1 ist eine der Ausnahmen) in vitro auf TGF-B nicht mit einer
Verminderung der Proliferation (46,47). Besonders beim Pankreaskarzinom
werden Uberdurchschnittlich haufig Defekte in der TGF-B-Signalkaskade

beschrieben. In ca. 55 % der Pankreaskarzinome konnte ein Defekt im Smad4
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nachgewiesen werden. Auch bei den Pankreaskarzinomzellinien sind
verschiedene Storungen im TGF-B-Signaltransduktionsweg bekannt: So hat z. B.
MIA PaCa-2 einen defekten TGF-B-R I, wahrend BxPC3 und AsPC1
homozygote Smad4-Deletionen aufweisen (50,133).

Oft und Mitarbeiter konnten in Untersuchungen an verschiedenen Zellinien
fortgeschrittener epithelialer Tumore aufzeigen, dall ein gestorter TGF-(-
Signaltransduktionsweg, zum Beispiel durch einen dominant negativen
TGF-B-R 1l oder einen neutralisierenden Antikorper gegen TGF-B, die
Tumorbildung blockieren oder stark verzogern, die Metastasierung unterdriicken
und die Invasivitat in vitro aufheben konnte (101).

Da die meisten Pankreaskarzinomzellinien trotz gestortem TGF-B-
Signaltransduktionsweg eine vermehrte Expression von TGF-f aufweisen,
konnte dies ein Hinweis darauf sein, dal} die uberexprimierten TGF-B’s in den
Karzinomzellen uUber einen anderen als den bekannten Smad-abhangigen
Signaltransduktionsweg invasionsférdernd wirken (31,121). Dieses kdnnte Uber
eine Smad4-unabhangige Inhibition der ERK-Aktivierung (47) oder durch
Interaktionen mit anderen Signalwegen, wie z. B. dem Wnt-Signalweg (77,79)
realisiert werden.

Anders als bei epithelialen Zellen bewirkt TGF-f in mesenchymalen Zellen eine
Proliferation und eine vermehrte Produktion von extrazellularen Matrixproteinen
(59,87). Vieles weist darauf hin, dal® sich Pankreaskarzinomzellen Uber die
erhdhte Produktion von TGF-B eine flr sie gunstige Zellmatrix schaffen, die
Migration, Invasivitat und Metastasierung erleichtert (132): Die Fibroblasten
werden durch TGF-B zur Herstellung von Kollagen | und Il stimuliert und die
entstandene Matrix fordert wiederum Uber eine positive Rickkoppelung sowohl
die Fibroblasten (13,59) als auch die Migration von Tumorzellen und damit
Invasivitat und Metastasierung. Fur diese Hypothese spricht, da® gerade
Pankreaskarzinome durch eine starke fibrotische Reaktion gekennzeichnet sind.
Der EinfluR der Zellmatrix z. B. auf die Zelladhasion wird durch Untersuchungen
verdeutlicht, in denen auf Kollagen | oder Kollagen Il Kkultivierte
Pankreaskarzinomzellinien eine Herunterregulation von E-Cadherin mit der Folge

einer verminderten Zelladhasion und einer verstarkten Migration zeigen (92).
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Wie bereits in der Literatur beschrieben (86), konnte in der vorliegenden Arbeit
darUber hinaus gezeigt werden, dal® auch menschliche Pankreaskarzinomzellen
in der Lage sind, bestimmte EZM-Proteine in vitro zu synthetisieren und zu
produzieren.

Bei Pankreaskarzinomen, die durch eine starke desmoplastische Reaktion
gekennzeichnet sind, gibt es Hinweise darauf, da® wie bei Ito-Zellen in der Leber
(3,21) ebenfalls eine Transdifferenzierung von Zellen stattfindet (15): Man findet
im Pankreas sogenannte ,Stellate“-Zellen (2), die EZM-Proteine synthetisieren
und nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren wie PDGF, FGF-2 oder TGF-f eine
gesteigerte Kollagensynthese und vermehrt Marker myofibroblastenahnlicher
Zellen (wie a-Glattmuskel-Aktin) aufweisen (75,120). Verschiedene Arbeiten
zeigen, dal® TGF-B auch in Pankreaskarzinomzellinien eine reversible epithelial-
mesenchymale Transdifferenzierung (EMT) bewirken kann (22,36,93). Diese
EMT ist mit einer gesteigerten Tumorzellmigration, -invasivitat und -verbreitung
assoziiert und scheint Uber eine Kooperation mit der Ras-MEK-ERK-
Signalkaskade zu erfolgen (36). Der Prozess beinhaltet eine Herunterregulation
von E-Cadherin und eine veranderte p-Catenin-regulierte Genexpression
(44,128). Dabei scheint es sich um einen indirekten EinfluR zu handeln, da eine
Wirkung von TGF-B auf die Genexpression von E-Cadherin und Cateninen in der
vorliegenden Arbeit bei Pankreaskarzinomzellinien nicht nachgewiesen werden

konnte.

Stimulation mit TGF-B1 bzw. Inhibition mit anti-TGF-B-Rezeptor lI-Antikbrpern

Zunachst sollte die Frage geklart werden, ob TGF-B in den untersuchten
Zellinien autokrin seine eigene Expression induzieren kann. Bisher ist bekannt,
dald TGF-B1 seine eigene Expression (4,10) und die seiner eigenen Rezeptoren
induzieren kann (6,91). Da die Zellinie PANC-1 eine der
Pankreaskarzinomzellinien ist, die in vitro auf eine Stimulation mit TGF-$ mit
einer Wachstumsinhibition reagiert (4,46), wurden die Stimulationsversuche an
dieser Zellinie durchgefiihrt. Die durchgefuhrten Stimulationen mit TGF-p1

ergaben nach 5 Stunden eine deutlich gesteigerte Expression von TGF-$1,



54

TGF-B2 und TGF-B3, TGF-B-R | und Il, c-fos und TIEG. Die Kinetik der
Expressionssteigerungen war jedoch unterschiedlich: Wahrend bei TGF-f2 und
c-fos die Transkription nach 28 Stunden bereits wieder abfallt, d. h. TGF-B2 und
c-fos nur kurzfristig aktiviert werden, ist sie bei TGF-p1, TGF-$3, TIEG und
TGF-B-R I noch weiter gesteigert. Wir konnen hier nachweisen, dal3 TGF-$1 sich
selbst, seine Isoform TGF-f2 und seine Rezeptoren autokrin induzieren kann.
Der unterschiedliche Zeitverlauf der TGF-B2 Expression legt nahe, dal3 die
Isoformen verschiedene zellulare Funktionen ausuben, die bis heute noch
weitgehend unbekannt sind. Weiterhin ist diese zeitliche Regulation
zellspezifisch, da z. B. bei Untersuchungen an AKR-2B-Fibroblasten und
Mauskeratinozyten exogen zugefuhrtes TGFB1 eine Steigerung der TGF-B1-
Expression induziert, jedoch zu einer Herunterregulation der TGF-B2- und
TGF-B3-mRNA-Mengen fuhrt (8). Diese TGF-B-Autoinduktion scheint einen
funktionierenden TGF-B-Signaltransduktionsweg vorauszusetzen, da bei den
anderen untersuchten Pankreaskarzinomzellinien (MIA PaCa-2 und BxPC3), die
beide einen Stérung des TGF-B-Signaltransduktionsweges besitzen (133 und
siehe Seiten 51 und 52), weder durch Stimulation mit TGF-1 noch durch
Inhibition des TGF-B-R Il ein signifikanter EinfluR auf die Expression von TGF-$1
und TGF-B2 oder der beiden TGF-B-Rezeptoren nachgewiesen werden konnte.

Wie bei der Zellinie PANC-1 kommt es auch bei BXPC3 zu einer erhdhten
Konzentration der TGF-B3-mRNA nach Stimulation mit TGF-f1 und zu einer
Verminderung von TGF-B3 durch Inhibition des Signalweges durch anti-TGF-§-
RII-Antikdrper. Die Ergebnisse weiden darauf hin, dal TGF-f3 im Gegensatz zu
TGF-p1 und TGF-B2 einen Signalweg hat, der vom TGF-B-Rezeptor Typ I
abhangig, jedoch Smad4-unabhangig ist. Dies wirde auch die fehlende
Heraufregulierung von TGF-f3 bei der Zellinie MIA PaCa-2 erklaren, da diese

durch einen defekten TGF-B-R Il charakterisiert ist.

Ein weiteres Ziel unserer Experimente war es, den direkten Einflud von TGF-§
auf die Expression der Zelladhasionsmolekiile des E-Cadherin-Catenin-Systems
zu untersuchen. Es gibt Hinweise darauf, dal3 TGF-B einen EinfluR auf die

Zelladhasion hat. So konnte bei der Zellinie NMuMG (epitheliale Zellen aus
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Brustdrisen der Maus) nach einer Stimulationszeit von 24 Stunden mit TGF-$
eine Herunterregulation der E-Cadherin-mRNA nachgewiesen werden (93). Wir
konnen eine ahnliche Verringerung der E-Cadherin- oder Cateninexpression
durch TGF-B bei den hier untersuchten Pankreaskarzinomzellinien (u. a. auch

der TGF-B-responsiven Zellinie PANC-1) nicht nachweisen.

Die Expression von Protoonkogenen wird unter anderem durch Hormone und
Wachstumsfaktoren reguliert. Wie TIEG sind auch einige Transkriptionsfaktoren
wie c-jun (110), junB (109), c-fos (27) oder c-myc (27,111) in die frihe
Antwortphase nach einer TGF-B-Stimulation einbezogen (6). AP-1 ist eine
kollektive Bezeichnung fur Transkriptionsfaktoren, die aus Jun-, Fos- oder ATF-
Untereinheiten zusammengesetzt sind und die verschiedene Zielgene
regulieren. Durch Stimulation mit TGF-§ interagieren Smad-Proteine mit c-Jun
und c-Fos um die Transkription zu aktivieren (109,145). Die in dieser Arbeit
nachgewiesene erhohte Expression von c-fos in den Zellinien PaTu 8988t und
BxPC3 nach TGF-pB1-Stimulation weist auf eine direkte oder indirekte Beteiligung
von TGF-B an der Regulation der c-fos-Expression hin. Wegen der bereits
angesprochenen Defekte in der TGFp-Signalkaskade der BxPC3-Zellen scheint

jedoch eine Regulation unabhangig von Smad-Proteinen stattzufinden.

IV.IV Expression verschiedener Wachstumsfaktoren

Hauptmerkmale malignen Wachstums sind einerseits eine fehlende Sensitivitat
gegenlber  wachstumslimitierenden und apoptotischen Signalen und
andererseits eine Selbstversorgung mit fordernden Wachstumssignalen, d. h. die
eigene Herstellung stimulierender Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren. Bei
Pankreaskarzinomen sind verschiedene Wachstumsfaktoren und ihre

Rezeptoren Uberexprimiert.

Die Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF-1 und -2) sind wichtige
Regulatoren von Zellwachstum, Differenzierung und Metabolismus und spielen
eine wesentliche Rolle in der Ontogenese und der Regeneration des Pankreas



56

(9). So bewirkt eine Stimulation verschiedener Zellinien mit IGF-1 eine
veranderte Zellmotilitat durch eine Reorganisation von Integrinen (1), eine
Aktivierung der MAPK und PI3-Kinase/Akt-Signalwege (97) sowie eine
Phosphorylierung von E-Cadherin und p-Catenin (1, 113). IGF-2 induziert
dagegen eine schnelle EMT, eine Degradierung von E-Cadherin und eine
Transkription der p-Catenin/Tcf-3-Zielgene (96).

Bezuglich der Expression von IGF-1 und IGF-2 stellen sich in dieser Arbeit grol3e
Unterschiede zwischen den einzelnen Zellinien dar. IGF-2 wird besonders stark
von der Rattenpankreaskarzinomzellinie AR4-2J exprimiert, IGF-1 dagegen von
PANC-1, AsPC1 und PaTu 8988t. Bei fehlender Expression von IGF-1 kdnnen
wir den in der Literatur fur MIA PaCa-2 beschriebenen autokrinen Loop (40,102)
nicht bestatigen. Moglicherweise ist die Diskrepanz der Ergebnisse dadurch zu
erklaren, dal® durch eine haufige Kultivierung der Zellinien verschiedene
Subformen entstanden sind, die von der ursprunglichen Zellinie abweichen. Bei
gut differenzierten Zellinien wie BXPC3 und PaTu 8988s ist im Gegensatz zu
den maRig bis gering differenzierten Zellinien mit der Ausnahme von MIA PaCa-2
keine IGF-1-mRNA nachweisbar. Somit scheint eine schwache Korrelation
zwischen der IGF-1-Expression und dem Differenzierungsgrad zu bestehen und
die erhéhte IGF-1-Expression einen Wachstumsvorteil fir wenig differenzierte

Pankreaskarzinomzellinien darzustellen.

Zu den in Pankreaskarzinomzellinien Uberexprimierten Wachstumsfaktoren
gehdren auch FGF-1 und FGF-2 (74,143), deren Uberexpression mit einem
fortgeschrittenem Tumorstadium, einem verstarkten Metastasierungspotential
(19) und einer kiirzeren Uberlebenszeit der Patienten korrelieren (142). Die
Stimulation mit FGF bewirkt bei bestimmten Pankreaskarzinomzellinien eine
Phosporylierung von E-Cadherin und p-Catenin und hat damit moglicherweise
einen EinfluR auf die Zelladhasionskomponenten (34,35). Wir koénnen
nachweisen, daf} alle untersuchten humanen Pankreaskarzinomzellinien FGF-2-
mRNA enthalten. Da die Expressionsstarke von FGF-2 von MIA PaCa-2 Uber
PANC-1 zu BxPC3 abnimmt, kann eine Korrelation der FGF-2-Expression mit

abnehmendem Differenzierungsgrad angenommen werden.
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Sowohl der EGFR als auch TGF-a werden in geringen Mengen in gesundem
Pankreasgewebe exprimiert, in (Pankreas-)Karzinomen jedoch Uberexprimiert
(72,73). Verantwortlich fur die damit assoziierte erhohte Invasions- und
Metastasierungstendenz wird eine autokrine Stimulation des EGFR durch TGF-a
gemacht, der die Aktivierung des Ras-Raf-MEK-MAPK-
Signaltransduktionsweges folgt, was unter anderem zu einem Migrations- oder
Proliferationsvorteil fuhrt (48). EGF bewirkt zudem in einigen Zellarten eine
Phosphorylierung von B- und y-Catenin und eine Dissoziation von Aktin, a-Actinin
und Vinculin vom E-Cadherin-Catenin-Komplex (53). In Ubereinstimmung mit der
Literatur exprimieren alle von uns untersuchten humanen
Pankreaskarzinomzellinien EGF-Rezeptor-mRNA und TGF-o-mRNA (103). Die
von Korc et al. 1992 (73) neben Uberexpressionen von EGFR und TGF-a
erhohte EGF-Expression in Pankreaskarzinomen konnen wir in den untersuchten
Pankreaskarzinomzellinien nicht nachweisen. Eine Korrelation von TGF-a bzw.
dem EGFR mit dem Differenzierungsgrad der untersuchten Zellinien kann in
dieser Arbeit nicht abgeleitet werden. Es scheint, da® bei zunehmender
Entartung der einzelnen Karzinomzellinien diese unabhangiger von autokrinen

TGF-a-Stimulationen werden.
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V. Zusammenfassung:

Das Pankreaskarzinom ist durch eine ausgepragte desmoplastische Reaktion
gekennzeichnet und zahlt durch seine starke Invasivitat und Metastasierung und
damit verbundenen sehr kurzen mittleren Uberlebenszeit zu den bdsartigsten
Karzinomen unserer Zeit. Einer veranderten Zell-Zell-Adhasion wird ein
bedeutender Einflul auf die Invasivitat und Metastasierung von Karzinomen
zugeschrieben. Der E-Cadherin/Catenin-Adhasionskomplex spielt dabei eine
zentrale Rolle.

In dieser Arbeit sollte einerseits die Expression der E-Cadherin/Catenin-
Zelladhasionsmolekule in sechs verschiedenen Pankreaskarzinomzellinien
analysiert sowie andererseits der Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die
Expression von E-Cadherin und Cateninen mittels Northern Blot-
Hybridisierungen ermittelt werden.

Dabei zeigt sich, daR E-Cadherin in mindestens der Halfte der
Pankreaskarzinomzellinien exprimiert wird, wohingegen die mMRNAs der
Catenine in unterschiedlicher Intensitdt von allen untersuchten Zellinien
synthetisiert werden. Bei Betrachtung der invasiven Eigenschaften und des
Differenzierungsgrades der Pankreaskarzinomzellen bestatigt sich die erhohte
Invasivitat der Zellinien bei einem Verlust der E-Cadherinexpression. Jedoch
kann aufgrund der Expression von E-Cadherin sowie der Catenine nicht auf eine
geringe Metastasierungswahrscheinlichkeit geschlossen werden. Ursache fir die
gestorte Funktionalitdt des E-Cadherin/Catenin-Zelladhasionssystems kdnnen
neben Veranderungen auf Genebene vor allem posttranslationelle
Veranderungen der Komponenten des E-Cadherin/Catenin-Komplexes sein.
Durch die Analyse der Expression von Wachstumsfaktoren konnte sowohl fir
IGF-1 als auch fir FGF-2 eine Korrelation der Expression mit einer Verringerung
des Differenzierungsgrades der Pankreaskarzinomzellinien aufgezeigt werden.
Mit Ausnahme der Zellinie MIA PaCa-2 konnte in allen untersuchten
Pankreaskarzinomzellinien eine Expression der transformierenden
Wachstumsfaktoren beta (TGF-p1, TGF-f2 und TGF-B3) sowie der TGF-j-
Rezeptoren Typ | und |l nachgewiesen werden. Die autokrine Induktion der

Expression von TGF-f und seiner Rezeptoren ist abhangig von der
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Funktionalitdt des Smad-abhangigen TGF-B-Signalweges. Nur im Fall der
TGF-B1-induzierten Expression von TGF-B3 konnte eine Unabhangigkeit von
Smad4 gezeigt werden.

Die durch TGF-B hervorgerufene positive Beeinflussung der Migration und
Metastasierung von Karzinomzellen scheint dagegen durch einen Smad-
unabhangigen Weg zustande zu kommen, da dieses Phanomen auch in Smad4-
defekten Zellinien zu beobachten ist. Vieles weist darauf hin, dal} sich die
Pankreaskarzinomzellinien Uber die erhdhte Produktion von TGF-§ eine fur sie
gunstige Zellmatrix schaffen, die Migration, Invasivitat und Metastasierung
erleichtert.

Ein direkter EinfluR von TGF-B auf die Expression der Komponenten des
E-Cadherin/Catenin-Adhasionskomplexes konnte nicht nachgewiesen werden,
und ebenso konnte keine Korrelation der TGF-B-mRNA-Konzentrationen mit
dem Differenzierungs- bzw. Dedifferenzierungsgrad der Zellinien gefunden

werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dal® das
Vorhandensein von E-Cadherin sowie a-, - und y-Catenin keinen verlaRlichen
Hinweis auf eine Verhinderung der Metastasierung von Pankreaskarzinomen
bietet. Die Expression von E-Cadherin sowie o-, - und y-Catenin werden in
Pankreaskarzinomzellen von Wachstumsfaktoren wie TGF-f, EGF und IGF nicht

signifikant beeinfluf3t.
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