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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Das Pankreaskarzinom
1.1.1. Epidemiologie und Prognose

Das Robert- Koch- Institut hat in einer Hochrechnung ermittelt, dass in Deutsch-
land im Jahr 2008 anndhernd 15.000 Menschen an einem Pankreaskarzinom er-
krankt sind (Kaatsch 2012). Nach dieser Statistik soll die Zahl der Neuerkrankun-
gen alleine in Deutschland fir 2012 auf 15.400 ansteigen. Somit gehort das Pan-
kreaskarzinom zu den 10 h&ufigsten Tumorarten in Deutschland und nach dem
Kolon- und Magenkarzinom stellt es den dritthaufigsten Tumor des Gastrointesti-

naltraktes der westlichen Industrienationen dar (Pausch and Résch 2009).

Das Pankreaskarzinom wird in den meisten Fallen aufgrund der oft fehlenden
Frithsymptomatik erst in spaten, sehr fortgeschrittenen und dadurch meist prog-
nostisch unglinstigen Stadien diagnostiziert. Das aggressive Tumorwachstum und
die frithzeitige Metastasierung tragen zudem dazu bei, dass das Pankreaskarzinom
eine der schlechtesten Prognosen aller Tumorerkrankungen aufweist. Die relative
5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland in den Jahren 2007-2008 betrug fiir Mén-
ner 8% und fiir Frauen 7% (Kaatsch 2012). In den USA zdhlte es mit ca. 37.660 To-
desfillen im Jahr 2011 zu den vier haufigsten Todesursachen in Folge von Krebs-
erkrankungen (Siegel, Ward et al. 2011). Das Pankreaskarzinom war somit ursach-
lich fiir 7% der weiblichen und 6 % der mannlichen Krebstoten (Siegel, Ward et al.
2011). Inzidenz und Sterberaten der Erkrankung unterliegen jedoch geographi-
schen und zeitlichen Unterschieden. Diese Zusammenhange wurden durch eine
Auswertung von Daten der WHO von 35 européischen und 19 nicht- europaischen
Landern der Jahre 1980-2007 untermauert. Danach ist die Mortalitdtsrate dieser
Erkrankung in Lidndern mit hohem Grundeinkommen am héchsten. Im Jahr 2007
verzeichneten die baltischen Staaten die hochsten und Lateinamerika und Hong
Kong in diesem Zusammenhang die niedrigsten Mortalititsraten (Raimondi,
Maisonneuve et al. 2009). Manner erkrankten im Vergleich zu Frauen haufiger. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter in Deutschland liegt fiir Manner bei 70 und fiir
Frauen bei 76 Jahren. Im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen ist das Erkran-

kungsalter relativ hoch.



Einleitung

1.1.2. Atiologie

Zigarettenkonsum, genetische Disposition und chronische Pankreatitis zahlen zu
den gesicherten Risikofaktoren eines Pankreaskarzinoms. Wie schon erwahnt ist
statistisch auch eine deutliche Altersabhangigkeit nachweisbar. Zigarettenrauchen
ist fiir 20-25% der Pankreaskarzinome verantwortlich und somit der bedeutsams-
te Risikofaktor (Raimondi, Maisonneuve et al. 2009). In einer veroffentlichten
Metaanalyse von 2008 mit statistischen Daten aus 82 Berichten aus den Jahren
1950 bis 2007 wurde errechnet, dass Raucher sogar ein um ca. 75% erhdohtes Risi-
ko haben, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken (Iodice, Gandini et al. 2008).
Das Erkrankungsrisiko sinkt nach Rauchentwdhnung wieder ab, ist in den ersten
10 Jahren nach der Entwohnung jedoch weiter erhoht (Iodice, Gandini et al. 2008).
Des Weiteren geht die Wissenschaft davon aus, dass 5-10% der Karzinome auf
Keimbahnmutationen zuriickzufiihren sind (Raimondi, Maisonneuve et al. 2009).
Weitere Studien untersuchen zudem den Zusammenhang von Lifestyle Faktoren
wie Alkoholkonsum und Erndhrung in Zusammenhang mit dem Auftreten eines
Pankreaskarzinoms. So wurde in einer Metaanalyse von 2009 das relative Risiko
an einem Pankreaskarzinom zu erkranken in Abhdngigkeit zum Alkoholkonsum
analysiert. Es wurden 21 Fall-Kontroll- und 11 Kohorten-Studien mit einbezogen,
welche bis Marz 2009 veroffentlicht wurden. Ein erhohtes Risiko konnte hier aus-
schliefdlich bei einem betrachtlich hohen Alkoholkonsum nachgewiesen werden.
Da es als gesichert gilt, dass in den meisten Bevolkerungen Menschen mit starkem
Alkoholkonsum nur einen vergleichsweise geringen Anteil stellen, ist Alkohol -
wenn iberhaupt- nur fiir einen kleinen Teil der Pankreaskarzinome ursachlich
(Tramacere, Scotti et al. 2010). Starkes Ubergewicht hingegen korreliert deutlich
positiver mit der Erkrankung an einem Pankreaskarzinom (Arslan, Helzlsouer et

al. 2010).

1.1.3. Klinik und Diagnostik des Pankreaskarzinoms

Wie eingangs bereits beschrieben, ist das Pankreaskarzinom in den Anfangsstadi-
en aufgrund der fehlenden Frithsymptome und/oder der fehlenden Beschwerden
schwer zu diagnostizieren und wird meist erst in fortgeschrittenen Stadien festge-

stellt. Begleiterscheinungen der Krankheit wie Ubelkeit, Verdauungsstérungen,
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Gewichtsverlust, Oberbauchschmerzen und Appetitverlust sind zudem sehr un-
spezifisch und fithren somit selten friihzeitig zur korrekten Diagnose. Zu den in
frihen Erkrankungsstadien am haufigsten auftretenden Symptomen gehoren Rii-
ckenschmerzen. Letztere werden jedoch anfangs diagnostisch zu oft falsch inter-
pretiert und fiihren den Patienten dann zundachst irrtiimlicherweise in die ortho-
padische Praxis. In den Spatstadien des Pankreaskarzinoms kommt es meist zum
Auftreten eines schmerzlosen Ikterus, welcher nur in 25% der Falle auch ein Friih-
symptom darstellen kann. Ein weiteres, jedoch eher selteneres Symptom kann die
Entstehung eines Diabetes mellitus, beziehungsweise das Auftreten einer gestor-
ten Glukosetoleranz darstellen (Herold G. 2012). Bei der Diagnosefindung steht
neben einer ausfiihrlichen Anamnese und einer klinischen Untersuchung haufig
die Oberbauchsonographie an erster Stelle. Diese ist zumeist ubiquitdr verfligbar
und kann auch einen ersten Anhalt fiir Fernmetastasen geben. Neben der Ober-
bauchsonographie stellt auch die Endosonographie ein gangiges Verfahren bei der
Diagnostik des Pankreaskarzinoms dar. Diese besitzt bei der Durchfiihrung durch
einen geiibten Untersucher im Vergleich zu anderen Untersuchungsmethoden die
hochste Sensitivitat. Zum weiteren Tumorstaging kommen haufig erganzende bild-
gebende Verfahren, insbesondere die Computertomographie des Thorax und Ab-

domens zur Anwendung.

Bei fehlender Fernmetastasierung wird stets eine RO-Resektion des Tumors ange-
strebt, welche zugleich die einzige kurative Therapie darstellt. Praoperativ wird in
der Regel keine Probebiopsie entnommen, da es hierbei zu einer Stichkanalmetas-
tasierung kommen kann. Im Falle eines fortgeschrittenen, inoperablen Tumorsta-
diums wird hingegen fast immer eine endosonographische-, ultraschall- oder CT-
gesteuerte Feinnadelpunktion oder Biopsieentnahme bei ERCP zur Diagnosesiche-
rung durchgefiihrt. In seltenen Fallen kommt auch eine diagnostische Laparosko-
pie im Rahmen der Diagnostik des Pankreaskarzinoms zur Anwendung (Holstege
A. 2013). Die Bestimmung der Tumormarker hingegen spielt bei der anfanglichen
Diagnostik eine eher untergeordnete Rolle. Die Tumormarker CA19-9 und CEA
gewinnen meist erst bei der postoperativen Verlaufskontrolle auf Rezidivfreiheit

an Bedeutung (Herold G. 2012).
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1.1.4.

1.2.

Einleitung

Therapie des Pankreaskarzinoms

Beim Pankreaskopfkarzinom stellt die partielle Duodenopankreatektomie nach
Kausch-Whipple beziehungsweise die weniger radikale pyloruserhaltende partiel-
le Duodenopankreatektomie den einzigen kurativen Therapieansatz dar. Aufgrund
der Lagebeziehung des Pankreas zu grofien Gefafden, den fehlenden anatomischen
Grenzen und dem aggressiven Wachstumsverhalten des Pankreaskarzinoms ist ei-
ne operative Therapie nur in 10-20% aller Falle méglich. Bei Korpus- beziehungs-
weise Pankreasschwanztumoren kommt die Pankreaslinksresektion, hdufig unter

Mitnahme der Milz, zur Anwendung.

Bei einem palliativen Therapieansatz kann zur Verbesserung der Lebensqualitiat
eine Chemotherapie mit Zytostatika wie Gemcitabin oder 5-Fluoruracil durchge-
fihrt werden. Haufig kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einer Magenaus-
gangsstenose bzw. durch Verlegung der extrahepatischen Gallengange zum Auftre-
ten eines lkterus. Hierbei kann eine endoskopische Stenteinlage die Beschwerde-

symptomatik der Patienten lindern (Kalff J. 2008).

Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms

Nach dem heutigen Kenntnisstand der Wissenschaft geht man bei der Entwicklung
eines Pankreaskarzinoms, analog der Adenom-Karzinom-Sequenz des Kolonkarzi-
noms, von einem Tumorprogressionsmodell aus. Bei diesem Modell entfallen wich-
tige Regulations- und Kontrollmechanismen auf genetischer Ebene, welche zur ma-
lignen Entartung von pankreatischen Zellen fiihren. Aktivierende Mutationen von
Protoonkogenen und inaktivierende Mutationen von Tumorsuppressorgenen spie-

len dabei eine wesentliche Rolle.

Pankreatische intraepitheliale Neoplasien, auch PanIN-Ladsionen genannt, stellen
die Vorlauferlasionen des Pankreaskarzinoms dar (Kennedy, Adams et al. 2011).
Bei diesen handelt es sich um mikroskopisch kleine Lasionen in den kleinen
(<5mm) Pankreasgdngen (Maitra and Hruban 2008). Bereits 1998 wurden von
Brat und seinen Mitarbeitern drei Fille beschrieben, bei denen aus PanIN-Lasionen

Jahre spater ein invasives Karzinom entstanden ist (Brat, Lillemoe et al. 1998).
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Diese PanINs werden je nach Morphologie und somit Dysplasiegrad in unter-
schiedliche Klassen eingeteilt. PanIN-1A-Lasionen sind flach, PanIN-1B papillos
ohne Atypien, PanIN-2 papillés mit Atypien und PanIN-3 erfiillen die Kriterien ei-
nes Karzinoms in situ (Hruban, Adsay et al. 2001). Molekulare Analysen haben ge-
zeigt, dass es zahlreiche Ubereinstimmung der genetischen Mutationen der PanINs
als auch der invasiven Adenokarzinome gibt. Im Zusammenhang mit frithen PanIN-
1- Lasionen sind haufig Punktmutationen im K-Ras-Onkogen zu finden (Kirsten Rat
Sarcoma Viral Oncogene Homolog). Bei dieser Mutation handelt es sich um die
haufigste Mutation des Pankreaskarzinoms. Sie ist in iiber 90% der invasiven Kar-
zinome nachweisbar. Jedoch reicht eine alleinige Mutation im K-Ras-Onkogen zur
Progression in ein invasives Karzinom nicht aus. So entwickeln Kras612D -Mduse,
welche ausschlief3lich eine Mutation im K-Ras-Onkogen tragen PanIN-Lasionen, je-
doch kein invasives Karzinom (Almoguera, Shibata et al. 1988, Hruban, van
Mansfeld et al. 1993, Grippo, Nowlin et al. 2003, Hingorani, Petricoin et al. 2003,
Hruban, Maitra et al. 2008, Maitra and Hruban 2008, Kennedy, Adams et al. 2011).

Analog dazu zihlt auch die Uberexpression des Her2/neu-Gens zu den frithen ge-
netischen Verdanderungen des Tumorprogressionsmodells. In der Folge zeigt sich
eine Uberexpression des Her2/neu Wachstumsfaktors, der wiederum zu einer ge-
steigerten Zellproliferation fiihrt. Zu einer Inaktivierung des Tumorsuppressor-
gens p16 kommt es meist erst im fortgeschrittenen Stadium des Tumorprogressi-

onsmodells (Hruban, Goggins et al. 2000).

Dabei stellt das p16-Gen das haufigste inaktivierte Tumorsuppressorgen des Pan-
kreaskarzinoms dar (Maitra and Hruban 2008). Zu einem Funktionsverlust der
Tumorsuppressorgene Trp53, BRCA2 kommt es meist erst nach dem Ubergang

von PanIN-2 in PanIN-3 (Hruban, Goggins et al. 2000).

Im Folgenden soll auf die bedeutendsten genetischen Veranderungen, die zur Ent-

stehung eines Pankreaskarzinoms fiihren, ndher eingegangen werden.

K-Ras-Genmutationen stellen die haufigsten Mutationen des Pankreaskarzinoms
dar (Grippo, Nowlin et al. 2003). K-Ras gehort der Familie der Ras-Protoonkogene
an und ist Teil zahlreicher Signaltransduktionswege. Die Gene der Ras-Familie ko-
dieren allesamt ein monomeres G-Protein, welches eine Grofde von 21 kDa auf-

weist und in seinem aktiven Zustand an GTP gebunden ist. Hierdurch wird der
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Raf/MEK/ERK Signalweg aktiviert und eine Progression des Zellzyklus ausgeldst.
Durch seine GTPase-Aktivitat, kann das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert wer-
den, wodurch das G-Protein wieder in seinen inaktiven Zustand uibergeht. Bei Vor-
liegen einer K-Ras-Genmutation kommt es zu einer Blockierung dieser GTPase-
Aktivitat. Folglich kann das G-Protein nicht mehr inhibiert werden. Ergebnis dar-
aus ist eine stindig anhaltende Signaltransduktion und eine damit einhergehende
fortwahrende Zellproliferation. Bei diesen K-Ras-Genmutationen handelt es sich
meist um einen Aminosdurenaustausch auf Codon 12. Jedoch kénnen auch Mutati-
onen im Codon 13, 59 und 61 vorliegen (Hruban, Goggins et al. 2000, Macaluso,
Russo et al. 2002, Grippo, Nowlin et al. 2003, Maitra and Hruban 2008).

Das CDKNZ2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A)-Gen (p16 INK4a) jst ein haufig
mutiertes Tumorsuppressorgen, welches bei der Entstehung des duktalen Pankre-
askarzinoms ebenfalls eine zentrale Rolle spielt. P16 gehort zu den CDK-
Inhibitoren der INK4-Familie auf Chromosom 9p21. Das Genprodukt des CDKN2A-
Gens fithrt durch Inhibition des Ubergangs von der G1-Phase in die S-Phase zu ei-
nem Stopp des Zellzyklus. Dies geschieht indem p16/NK4A an die Cyclinkinasen 4/6
(CDK 4/6) bindet, wodurch diese keinen Komplex mit Cyclin-D1 mehr eingehen
konnen. Durch die fehlende Komplexformation kann das Retinoblastom-Protein
nicht mehr phosphoryliert werden. In seinem hypophosphorylierten Zustand bin-
det das Retinoblastom-Protein wiederum an E2F, was schlief3lich zum Zellzyk-
lusarrest in G1 fiihrt (Serrano, Lin et al. 1997, Ben-Porath and Weinberg 2005,

Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Romagosa, Simonetti et al. 2011).

Bei 50% bis 75% der Pankreaskarzinome ist eine Inaktivierung des Tumorsupp-
ressorgens Trp53 (Tumor Protein 53)auf dem Chromosom 17p zu finden. Es ist
sowohl an der Regulation des Zellzyklusarrests als auch der Apoptose und der zel-

lularen Seneszenz beteiligt (Maitra and Hruban 2008, Farnebo, Bykov et al. 2010).

Mdm?2 gilt als einer der Hauptregulatoren von p53. Durch Mdm2 kommt es zur
Ubiquitinierung von p53, wodurch es anschlief3end abgebaut wird. P53 liegt in
nicht geschadigten Zellen demzufolge nur in kleinen Konzentrationen vor. Auf-
grund von zelluldarem Stress, wie z.B. der Schadigung der DNA, Onkogenaktivierung

oder Hypoxie kommt es nicht mehr zur Ubiquitinierung. Stattdessen stellt sich eine
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Stabilisierung von p53 ein, wodurch es in der Zelle akkumuliert (Acosta and Gil

2009).

Dies wiederum hat die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen sowie ein
Zellzyklusarrest zur Folge. Hierbei stellt p53 einen Transkriptionsfaktor dar und
induziert die Genexpression von p21. Analog zu dem oben beschriebenen Zellzyk-
lusarrest durch Bindung von p16/NkK4A an die Cyclinkinasen4/6 kommt es auch bei
p21 durch Inhibition des Cyclin E/CDK2-Komplex zu einem Zyklusarrest. Bei einer
sehr schwerwiegenden Schadigung der Zelle verursacht p53 tber andere Signal-
wege die Apoptose der defekten Zelle. Dies erklart unter anderem, warum Trp53
nach derzeitigen Erkenntnissen eines der bedeutendsten Tumorsuppressorgene
darstellt (Ben-Porath and Weinberg 2005, Campisi and d'Adda di Fagagna 2007,
Larsson 2011, Rovillain, Mansfield et al. 2011).

Die unten dargestellte Graphik zeigt die Entstehung des Pankreaskarzinoms an-

hand des Tumorprogressionsmodells.

il i T MO

— Normal — | PanIN-1A 4 }— PanIN- p——— PanIN-3 —8
<«—— Her-2/neu —» = plé » ——p53 —
K-ras DPC4
BRCA2
Abbildung 1 Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms

(Hruban, Goggins et al. 2000)

Schematische Darstellung der einzelnen Entwicklungsschritte des
Pankreaskarzinoms. Die morphologischen, dysplastischen Verdnderungen der
duktalen Zellen von PanIN 1-3 werden im Zusammenhang mit den aktivierenden
Onkogen- und inaktivierenden Tumorsuppressorgenmutationen demonstriert.
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NF-xB

Bei dem nuklearen Faktor kB (NF-kB) handelt es sich um einen Transkriptionsfak-
tor, welcher 1986 von Baltimore und seinen Mitarbeitern entdeckt wurde. NF-kB
wurde als Protein beschrieben, welches an die Enhancer-Sequenz von k-
Leichtketten von Immunglobulinen bindet und dadurch deren Genexpression an-
regt (Sen and Baltimore 1986, Algiil, Adler et al. 2002, Sethi, Sung et al. 2008). Je-
doch zeigte sich schnell, dass der Transkriptionsfaktor NF-kB nicht nur auf die
Transkription von Immunglobulinen Einfluss nimmt, sondern in jedem Zelltyp

vorhanden ist (Algiil, Adler et al. 2002, Sethi, Sung et al. 2008).

Bei dem Transkriptionsfaktor handelt es sich um einen Dimer, welcher sich aus
funf strukturell verwandten Proteinen zusammensetzt. Zu der NF-xB -
Proteinfamilie gehort C-Rel, RelA, RelB, p50/p105 (NF-xB1) und p52/p100 (NF-
kB2). Die aufgezahlten Proteine besitzen alle die sog. Rel- Homologie-Domane,
welche sich am N-terminalen Ende befindet und aus etwa 300 Aminosduren be-
steht. Sie spielt bei der Dimerisation der Proteine, der Translokation des Tran-
skriptionsfaktors in den Kern, der Bindung des NF-xB -Inhibitors kB und der Bin-
dung an die Ziel-DNA eine wesentliche Rolle. Haufig bestehen Dimerkomplexe aus
RelA/p50. Jedoch sind auch andere Dimerkombinationen moglich. Heterodimere,
welche ein Rel-Protein enthalten, regen die Transkription an. Im Gegensatz dazu
haben Homodimere aus NF-kB1 und NF-kB2 einen inhibitorischen Effekt auf die

Transkription (Algiil, Adler et al. 2002, Sethi, Sung et al. 2008).

In seiner inaktiven Form liegt NF-«kB an IkB gebunden im Zytoplasma der Zelle vor.
Durch die nichtkovalente Bindung an IkB, wird die Kernlokalisierungssequenz
(NLS) der Rel-Homologie-Domane maskiert und NF-kB kann dadurch nicht in den
Zellkern gelangen und an die Promoter- bzw. Enhancer- Sequenz des Zielgens bin-
den. Zu den Mitgliedern der NF-kB- Inhibitoren gehéren unter anderem IxBa, kB,
IkBy, Bcl3, NF-kB1 und NF-kB2 (Wang, Abbruzzese et al. 1999, Algiil, Adler et al.
2002, Sethi, Sung et al. 2008).

Die Aktivierung von NF-kB kann durch eine Fiille unterschiedlicher Stimuli ausge-
16st werden. Zu diesen Stimuli gehoren unter anderem Zytokine (z.B. IL-1, IL-2,
TNFa, TNFf), Medikamente, Bakterien, Viren und oxidativer und/oder physikali-
scher Stress (Algiil, Adler et al. 2002, Gosselin and Abbadie 2003, Sethi, Sung et al.
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2008). Bei der Aktivierung von NF-kB kommt es zunachst zur Aktivierung des IkB-
Kinase-Komplexes. Dieser setzt sich aus den beiden Kinasen IKKa und IKKf3 sowie
der Regulator Einheit IKKy -auch NEMO genannt- zusammen. Durch die Phospho-
rylierung von Serinresten von IkB durch den IkB-Kinase-Komplex kommt es zur
Ubiquitinierung von IkB. Dieses kann anschlieffend durch Proteasome abgebaut
werden. Die dadurch frei werdende Kernlokalisationssequenz liegt folglich in ei-
nem unmaskierten Zustand vor. Hierdurch kann der Transkriptionsfaktor NF-«B in
den Zellkern gelangen und die Transkription unterschiedlicher Zielgene bewirken,
wobei auch IkB ein solches Zielgen darstellt und NF-kB durch dessen Expression
sich demzufolge selbst inaktiviert. Das neu synthetisierte IkB bindet hierzu an NF-
kB, welches dadurch wieder in das Zytoplasma der Zelle gelangt (Wang,
Abbruzzese et al. 1999, Algiil, Adler et al. 2002, Gosselin and Abbadie 2003, Sethi,
Sung et al. 2008).

Die fortlaufende Aktivitit des Transkriptionsfaktors NF-kB ist ein Merkmal von
zahlreichen Tumoren, deren Gruppe auch das Pankreaskarzinom zuzuordnen ist
(Rayet and Gelinas 1999). Eine Vielzahl von Versuchen hat hier gezeigt, dass dem
Transkriptionsfaktor eine zentrale Bedeutung bei der Regulation der Zellapoptose
zukommt. Auch die Tumorangiogenese, die Zellproliferation, die Tumorinvasion
und letztlich auch die Metastasierung von Karzinomen stehen im Zusammenhang

mit der Expression von NF-xB (Sethi, Sung et al. 2008).

Seneszenz

Hayflick und Kollegen beschrieben Anfang der 60-er Jahre, dass diploide Zellen
kein unendliches Proliferationspotential aufweisen, sondern nach einer bestimm-
ten Anzahl von Zelldivisionen trotz adaquaten Wachstumsbedingungen in einen ir-
reversiblen terminalen Proliferationsstopp tibergehen. Diesen Zustand bezeichnet
man als zelluldre Seneszenz. Die zelluldre Seneszenz kann demnach einen wichti-
gen Mechanismus zum Schutz vor Tumorentstehung darstellen (Hayflick 1965,

Smogorzewska and de Lange 2002, Ben-Porath and Weinberg 2005).

Seneszenz kann in Telomer-abhangige und Telomer-unabhdngige Formen unter-

teilt werden. Bei der von Hayflick dargestellten Seneszenz handelt es sich um die
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Telomer-abhdangige Auspragung. Telomere sind immer wiederkehrende DNA-
Sequenzen mit der Nukleotid-Sequenz TTAGGG/CCCTAA am Ende von linearen
Chromosomen. Sie schiitzen die Enden der DNA vor Rekombination bzw. Degrada-
tion. Da die DNA-Polymerasen bei der Zellteilung die Enden von linearen Molekii-
len nicht replizieren kénnen, verkirzt sich in jeder S-Phase die Telomer-Sequenz
um einige Basenpaare. Mit einer steigenden Anzahl von Replikationen wird eine
kritisch kurze Telomerlange erreicht, wodurch es schliefilich zu einer Aktivierung

von p53 kommt. Die Zelle geht in der Folge in Seneszenz oder Apoptose tuber.

Telomerasen sind Enzyme, welche die urspriinglichen Telomerlangen wieder her-
stellen konnen. Im Gegensatz zu Keimbahnzellen ist jedoch die Aktivitat dieser En-
zyme in normalen somatischen Zellen nicht oder nur unzureichend vorhanden
(Bodnar, Ouellette et al. 1998, Ben-Porath and Weinberg 2005, Collado, Blasco et
al. 2007).

Davon zu unterscheiden ist die Telomer-unabhingige Form der Seneszenz. Sie
kann unter anderem durch Schiadigung der DNA oder durch oxidativen Stress aus-
geldst werden. Auch die Uberexpression von aktivierten Onkogenen, besonders die
des Ras, fiihren zur zelluldren Seneszenz (Smogorzewska and de Lange 2002, Ben-
Porath and Weinberg 2005, Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Adams 2009,
Rovillain, Mansfield et al. 2011).

1.4.1. Onkogen-induzierte Seneszenz

Die Uberexpression von Onkogenen, wie dem Myc-Onkogen oder dem Ras-
Onkogen, fithrt zum Ubergang der Zelle in Seneszenz. Dabei sind drei unterschied-
liche Signalwege von zentraler Bedeutung. Bei diesen Signalwegen handelt es sich
um den ARF/p53/p21-Signalweg, den p16/pRb- und den DDR-Signalweg (Larsson
2011). Wissenschaftliche Studien gehen davon aus, dass die Onkogen-induzierte

Seneszenz eine wichtige Barriere der Tumorentstehung darstellt.

Bei der Karzinomentstehung kommt es zu einer Umgehung dieser Barriere und
somit nicht zum Proliferationsstopp der Zelle. Um die Barriere der Seneszenz zu
umgehen, werden bei der Entstehung eines Karzinoms haufig wichtige Tumorsup-

pressorgene wie das Trp53- oder Rb-Tumorsuppressorgen inaktiviert
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(Kennedy, Adams et al. 2011, Larsson 2011). Um den Mechanismus des Ubergangs
in Seneszenz zu verdeutlichen, wird im folgenden Teil naher auf die drei unter-
schiedlichen Signalwege eingegangen. Abbildung 2 gibt eine Ubersicht zu den hier

dargestellten Zusammenhéangen.

Durch onkogenen Stress wird der p16/pRb-Signalweg aktiviert. Zunachst wird das
Gen p16/NK4A qus der Familie der CDK-Inhibitoren exprimiert. P16 bindet an CDK
4/6, wodurch diese keinen Komplex mehr mit Cyclin D bilden kénnen. Da Cyclin-
abhingige Kinasen nur in Komplexformation mit ihrem zugehorigen Cyclin in der
Lage sind, Proteine zu phosphorylieren, bleibt die Phosphorylierung des Re-
tinoblastom-Proteins (pRb) aus. Wahrend des normalen Zellzyklus wird pRb je-
doch durch diese Cyclin-abhangigen Kinasen phosphoryliert. Der Transkriptions-
faktor E2F wird hierdurch frei und die Zelle geht von der G1- in die S-Phase des
Zellzyklus tliber. In seinem hypophosphorylierten Zustand bindet pRb den Tran-
skriptionsfaktor E2F. Dadurch kommt es in der Folge zum Zellzyklusarrest in G1
(Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Larsson 2011, Romagosa, Simonetti et al.
2011).

Beim ARF/p53/p21-Signalweg verursachen aktivierte Onkogene die Genexpressi-
on des p194tf Proteins. Die Zellkonzentration von p53 ist in gesunden Zellen nied-
rig. Aufgrund der Interaktion des nun exprimierten p194RF Proteins mit der E3-
Ubiquitin-Ligase MDM2 wird p53 von dieser nicht mehr ubiquitiniert. Demzufolge
wird p53 nicht degradiert. Als Folge dazu akkumuliert es in der Zelle und seine zel-
lulare Konzentration steigt an (Ben-Porath and Weinberg 2005, Campisi and

d'Adda di Fagagna 2007, Larsson 2011).

Auch bei dem DDR-Signalweg (DNA Damage Response Signalweg) kommt es durch
p53-Stabilisierung zum Ubergang der Zelle in Seneszenz. Bei diesem Signalweg
fiihrt die Aktivierung von Onkogenen zur Schadigung der DNA. Durch den erzeug-
ten Replikationsstress der Zelle kommt es zu Einzel-bzw. Doppelstrangbriichen
der DNA. Daran ankniipfend folgt die Aktivierung der Protein-Kinasen ATR/ATM.
Letztere wiederum fiithren zu einer Phosphorylierung der Kinasen CHK1/CHK?2.
Uber diese Zwischenschritte stabilisiert sich schlieflich die p53-Konzentration in
der Zelle. Die DDR-Signale stabilisieren bei Zellschdden jedoch nicht nur die p53-

Konzentration. Sie aktivieren zudem verschiedene DNA-Reparatursysteme zur
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Regeneration der DNA. Bei erfolgreicher DNA Reparatur verstummen die DDR-
Signale, die Zellen gehen nicht in Seneszenz iiber und kénnen erneut Zelldivisionen
durchfiihren (Ben-Porath and Weinberg 2005, Siveke and Schmid 2005, Larsson
2011).

Der Proliferationsstopp dieser beiden Signalwege durch p53 beruht auf der Gen-
expression des Zellzyklusinhibitor p21. Dieser bindet die Cyclinkinase 2, wodurch
auch hier eine Komplexformation mit dem zugehorigen Cyclin ausbleibt. Folglich
kann eine Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins durch die Cyclinkinase
nicht mehr stattfinden. Die Zellzyklusprogression bleibt demzufolge aus (Serrano,

Lin et al. 1997, Adams 2009).
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Onkogener Stress
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Cyclin D >> CDK 4/6

—>°
Cyclin E >> CDK2
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T Zellzyklus
CHK2 / CHK1
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Schéidigung der DNA
Onkogener Stress Teleomerverkiirzung
Abbildung 2 Onkogen induzierte-Seneszenz

Schematische Darstellung des ARF/p53/p21-, p16/pRb- und DDR-Signalwegs.
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1.4.2. Eigenschaften von Onkogen-induzierten seneszenten Zellen

Das Hauptmerkmal von seneszenten Zellen ist der irreversible Proliferationsstopp.
Die Zellen befinden sich zu diesem Zeitpunkt in der G1-Phase des Zellzyklus. In ih-
rer Morphologie erscheinen seneszente Zellen vergrofiert und abgeflacht. Zudem

weist ihr Zytoplasma zahlreiche Vakuolen auf.

Ein fir seneszente Zellen bedeutender Biomarker ist die erhohte
f3-Galaktosidaseaktivitat. Diese erhohte Enzymaktivitit kann durch immunhisto-
chemische Farbemethoden nachgewiesen werden. Aufgrund der besonderen Gen-
expression im Rahmen der Onkogen-induzierten Seneszenz stellen p16NK4, p19ARF,

p53 und p21 weitere wichtige Biomarker dar.

Durch den DDR-Signalweg in seneszenten Zellen werden die Kinasen ATR/ATM
und CHK1/CHK2 aktiviert. Dies fiihrt zur Phosphorylierung des Histons H2AX am
Serinrest 139. Das Histon wird in der Folge als yH2AX bezeichnet (Hruban, Goggins
et al. 2000, Siveke and Schmid 2005, Campisi and d'Adda di Fagagna 2007,
Izeradjene, Combs et al. 2007, Chien, Scuoppo et al. 2011, Larsson 2011, Romagosa,
Simonetti et al. 2011, Caldwell, DeNicola et al. 2012).

Ein weiteres Merkmal von seneszenten Zellen ist der Seneszenz-assoziierte sekre-
torische Phanotyp (SASP). Dieser entsteht durch die Sekretion einer Vielzahl an
Wachstumsfaktoren (zum Beispiel VEGF, EGF), Proteasen und inflammatorischer
Zytokine (z.B. IL-6, IL-8). Der SASP enthailt eine Reihe von Faktoren, die kontradik-
torische Wirkungen aufzeigen. Beispielsweise kommt es durch Interleukin 8 zum
Ubergang von Zellen in Seneszenz. Interleukin 8 kann aber auch zur Ras-Onkogen-
induzierten Tumorentstehung beitragen. Der in SASP involvierte Faktor IL-8 kann
demzufolge die Entstehung von Tumoren sowohl begiinstigen als auch einschran-
ken. Es ist bislang nicht hinreichend geklart, wann solche Faktoren im Tumorpro-

gressionsmodell suppressiv und wann diese induzierend wirken.

Ein zentraler Trigger des Seneszenz-assoziierten Phanotyps ist der NF-kB Signal-
weg. Studien haben gezeigt, dass der aktivierte NF-kB Signalweg und die proin-
flammatorischen Faktoren zwar einerseits charakteristisch andererseits nicht ob-
ligat fiir den Ubergang der Zellen in Seneszenz sind. Das umliegende Gewebe pra-

sentiert sich beim Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phdnotyp entziindet
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(Siveke and Schmid 2005, Izeradjene, Combs et al. 2007, Acosta and Gil 2012,
Salminen, Kauppinen et al. 2012).

Eine weitere Eigenschaft ist die veranderte Chromatinstruktur von seneszenten
Zellen, wodurch es zur Ausbildung sogenannter Seneszenz-assoziierter Hete-
rochromatin Foci (SAHF) kommt. Diese Foci wurden 2003 von Scott Lowes Ar-
beitsgruppe zum ersten Mal beschrieben. Nach Farbung der DNA mit dem Fluores-
zenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) kommt es bei seneszenten Zel-
len zum Sichtbarwerden dieser Heterochromatin-Koérperchen. Dieser Phanotyp ist
mit Heterochromatinmarkern wie etwa dem Heterochromatinprotein 1 (HP1) und
dem an Lysin 9 methylierten Histon 3 (H3K9) assoziiert (Hruban, Goggins et al.
2000, Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Chien, Scuoppo et al. 2011, Collins,
Bednar et al. 2012).

Die oben aufgelisteten Eigenschaften konnen in seneszenten Zellen vorhanden
sein, sind jedoch nicht obligat. Zudem sind sie nicht spezifisch fiir seneszente Zel-
len. Die Summe dieser unterschiedlichen Merkmale in seneszenten Zellen ermog-

licht es jedoch, diese als solche einzuordnen (Hruban, Goggins et al. 2000).

Mausmodelle

In der heutigen Krebsforschung stellt das onkogene Mausmodell eines der zentra-
len Werkzeuge dar. Mithilfe solcher Modelle ist die Moglichkeit gegeben, durch
Uberexpression von Onkogenen oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
die menschliche Karzinogenese an lebenden Tieren zu erforschen (Resor, Bowen

etal. 2001).

Im Jahr 2007 erhielten Mario Capecchi, Martin Evans und Oliver Smithies einen
Nobelpreis fiir ihre Grundlagenarbeit aus dem Jahr 1989 an Knockout-Mausen, die
es heute ermoglicht, ein beliebiges Gen oder Teile von diesem in Mdusen auszu-

schalten (Frohman and Martin 1989).

Zur Erzeugung von Knockout-Mausen wird das Cre/loxP-Rekombinasesystem,
welches urspriinglich aus den Bakteriophagen P1 stammt, verwendet. Um das ge-

wilnschte Zielgen auszuschalten wird dieses zunachst durch einbringen von loxP-
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Elementen, welche das Zielgen oder ein funktionell wesentliches Exon dieses Gens
umschliefden, markiert. Um im ndchsten Schritt das gewlinschte Gen auszuschnei-
den wird in das Genom einer zweiten Mauslinie die Rekombinase Cre und ein zu-
gehoriger Promoter eingefiigt. Durch eine Vielzahl von gewebsspezifischen Promo-
tern kann bestimmt werden, in welchem spezifischen Gewebe das Gen nicht mehr
exprimiert werden soll. Die Kreuzung der beiden Mauslinien fiihrt schliefdlich
durch die Rekombinase in der darauffolgenden Mausgeneration zum Ausschneiden
des Genabschnitts zwischen den loxP-Elementen und somit zu der gewiinschten

Knockout-Maus.

Da einige Promoter auch schon in der Embryonalentwicklung aktiv sind, kann eine
frithzeitige Inaktivierung von bedeutenden Genen zu lebensunfahigen Nachkom-
men fiihren. Dies ist zum Beispiel bei der homologen Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen wie dem Retinoblastom-Gen der Fall. Allerdings kann diese Ent-
wicklung durch ligandenaktivierbare Cre-Rekombinasen vermieden werden. Das
Ligandenaktivierbare Cre-Rekombinase-System hat den Vorteil, dass die Cre-
Rekombinase zu einem beliebigen Zeitpunkt aktiviert werden kann (Resor, Bowen
et al. 2001). Zum Beispiel fusionierten Metzger und Chambon die Cre-
Rekombinase mit einer verdnderten Ligandenbindungsdomine von Ostrogenre-
zeptoren. Diese Modifikation ermdglichte, dass Cre nur an synthetisch hergestell-
tes Tamoxifen, jedoch nicht an kérpereigenes Ostrogen binden konnte. Ohne
Tamoxifen konnte die Cre-Rekombinase somit nicht mehr in den Zellkern gelangen

und das gefloxte Gen aus der DNA herausschneiden (Metzger and Chambon 2001).
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Abbildung 3 Erzeugung von Knockout-Mdusen

Die Graphik zeigt die einzelnen Schritte der Erzeugung von Knockout-Mausen unter
Verwendung des Cre/loxP-Rekombinasesystems.
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Zielsetzung der Arbeit

Im Mittelpunkt dieser Dissertation steht der Einfluss des Transkriptionsfaktors

NF-xB/RelA auf die Tumorentstehung des Pankreaskarzinoms.

Zu Beginn wurde der Einfluss des NF-kB/RelA-Signalwegs auf die mediane Uberle-
benszeit von KrasG12P-Mausen untersucht. Dabei zeigte sich ein Uberlebensvorteil
von Kras6¢12D-Mdusen, welche in der Lage waren NF-kB/RelA zu exprimieren. Hie-
raus ergab sich die Fragestellung, ob RelA einen Einfluss auf die Progression des
PanIN-Progressionsmodells hat und es in Abhingigkeit von RelA zum Ubergang

der Zellen in Seneszenz kommt.

In diesem Zusammenhang wurden zunidchst die Faktoren des SASP untersucht.
Von besonderer Bedeutung war hierbei zum einen, dass NF-kB ein Regulator die-
ser Faktoren zu sein scheint und zum anderen die bestehende Diskrepanz zwi-

schen Synthese-und Wirkort dieser Faktoren.

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass der CXCR2-Rezeptor fiir den
Ubergang von Zellen in Seneszenz von zentraler Bedeutung ist. Unter Zugrundele-
gung dieser Annahme wurde die Expression des CXCR2-Rezeptors in Abhangigkeit

von RelA ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Versuchstiere
Mauslinien AbKkiirzungen
LSL-KrasG12D;Ptf1a-creex! CK
LSL-KrasG12D ;RelAF/F :Ptfla-creex! CKA
LSL-Kras612D; Trp53F/F ;Ptfla-creex! CKP
LSL-Kras612D; Trp53F/F;Rel AF/F;Ptf1a-creexl CKPA

LSL-KrasG12D;Rel AF/F KA ( negativ Kontrolle)

B-Mercaptoethanol

Bromophenol Blue

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bovine Pituitary Extract

Calcium chloride dehydrate

Cholera toxin

Citronensaure-Monohydrat 99,5%

Collagenase from Clostridium histo-

lyticum

Abbildung 4 Versuchstiere
2.1.2. Chemikalien
Verwendete Chemikalien Hersteller
Agarose Biozym
(Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
BD Biosciences

(New Jersey, USA)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Roth

(Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
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Collagen |, rat tail

Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM)

DNA- Grofdenstandard (1 kb-Leiter)

Deoxynucleotide Mix

Dexamethason

DL-Dithiothreitol (DTT)

Eosin

Epidermal Growth Factor

Ethanol absolut /96%/70%

Ethidium bromide solution

(10mg/ml in H20)
Ethylendinitrilotetraessigsaure

(EDTA)

Fotales Kalberserum (FCS)
Formaldehyde

Fungizone

Glucose

Glutaraldehyde

Glycerin, wasserfrei

BD Biosciences

(New Jersey, USA)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Peqlab

(Erlangen, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)

BD Biosciences

(New Jersey, USA)
Fischar

(Saarbriicken, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Biochrom KG

(Berlin, Deutschland)

Electron Microscopy Sciences

(Hatfield, USA)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Roth

(Karlsruhe, Deutschland)
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Glycine

HAM’S F12

Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS)

1M (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazin-Ethansulfonsdure
Histosec® pastilles without DMSO
[sofluran

ITS Premix

Ladepuffer (6x)

L-Glutamine

LightCycler® 480 SYBR® Green I
Master

Magnesiumchlorid

Mayers Hamalaunlésung

McCoy'’s 5A Modified Medium
Mounting Medium

Natriumchlorid

Natronlauge

Natriumphosphat

Fluka

(Buchs, Schweiz)

Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Abbott GmbH
(Wiesbaden, Deutschland)
BD Biosciences

(New Jersey, USA)

Peqlab

(Erlangen, Deutschland)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Roche Applied Science
(Mannheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Vector Laboratories
(California, USA)

Fluka

(Buchs, Schweiz)

Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
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Nicotinamide

Nuclear Fast Red Counterstain
Nu-Serum IV

Oligo(dt)12-18 Primer
Paraformaldehyd (PFA)

PBS Dulbecco
Penicillin-Streptomycin (5000
U/ml)

Proteinase K

2-Propanol
Polyoxyethylenesorbitan
monolaurate (TWEEN® 20)
Potassium dihydrogen phosphate
Potassium ferrocynide

RED Taq ReadyMix® PCR Reaction
Mix

Roti®-Histol

SB225002

SDS Ultra pure

Soybean Trypsin Inhibitor

Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Vector Laboratories

(California, USA)

BD Biosciences

(New Jersey, USA)

Invitrogen

(Karlsruhe; Deutschland)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Biochrom KG

(Berlin, Deutschland)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Roche Applied Science

(Mannheim, Deutschland
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Roth

(Karlsruhe, Deutschland)

Tocris Bioscience

(Ellisville, USA)
Roth

(Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
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Sytox Green Nucleic Acid Stain

Tissue-Tek® O0.C.T™ Compound

3,3’,5-Triiodo-L-thyronine

TRIS-hydrochlorid

Triton™ X-100

Tris(hydroxymethyl)aminomethane

(Trizma® base)

Trypan Blue Solution, 0.4%

Trypsin- EDTA

Trypsin Inhibitor

Wasserstoffperoxid 30%

Waymouth’s Medium

Molecular Probes
(Eugene, USA)

Sakura Finetek Europe
(Alphen aan den Rijn,
Niederlande)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Roth

(Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Gibco

(Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Gibco®

(Darmstadt, Deutschland)

X-B-Gal Roth
(Karlsruhe, Deutschland)
Xylol Merck
(Darmstadt, Deutschland)
Abbildung 5 Zusammenfassung der verwendeten Chemikalien

Die weiteren Chemikalien wurden von folgenden Firmen hergestellt: Fluka, Merck,

Roth oder Sigma-Aldrich.
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2.1.3. Kits
Bezeichnung Hersteller
Avidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories
(Burlingame, USA)
DAB Peroxidase Substrate Vector Laboratories
Kit, 3,3’-diaminobenzidine (Burlingame, USA)
RNeasy® Mini Kit Qiagen
(Hilden, Deutschland)
SuperScript ™ II Reverse Invitrogen
Transcriptase (200U /pul) (Karlsruhe, Deutschland)
SYBR® Green PCR Master Applied Biosystems
Mix (2x) (Foster City,USA)
TSA Kit Molecular Probes
(Eugene, USA)
VECTASTAIN® ABC Kit Vector Laboratories
(Burlingame, USA)
Abbildung 6 Zusammenfassung der verwendeten Kits
2.1.4. Oligonukleotide
Primer Sequenz
p48 forward 5-GTC CAATTT ACT GAC CGT ACACCAA -3’
p48as1642 reverse: 5’-CCT CGA AGG CGT CGT TGA TGG ACT gca-3’
p53-loxP-1 forward 5’-CAC AAA AACAGG TTA AACCCAG-3
p53-loxP-2 reverse: 5’-AGC ACA TAG GAG GCA GAG AC-3’
Kras K005 forward: 5’-AGC TAG CCA CCA TGG CTT GAG TAA GTC
TGC A-3’
Kras K006 reverse: 5’-CCT TTA CAA GCG CAC GCA GAC TGT AGA-
3
p65loxP1 forward: 5’-GAG CGC ATG CCT AGC ACC AG-3’
p65loxP2 reverse: 5-GTG CAC TGC ATG CGT GCA G-3’
Abbildung 7 Zusammenfassung der Oligonukleotide
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2.1.5.

2.1.6.

Material

Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) bezo-

gen.
Quantitative Real-Time-PCR Primer
m IL-6 forward 5’-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3’
m IL-6 reverse: 5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA -3’
m IL-1f forward 5’-CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG -3’
m IL-1 reverse: 5’-GATCCACACTCTCCAGCTGCA-3’
m GM-CSF forward 5’-GCCATCAAAGAAGCCCTGAA-3’
m GM-CSF reverse 5’-GCGGGTCTGCACACATGTTA-3’
m KC forward 5’-TGCACCCAAACCGAAGTCATAG-3’
m KC reverse 5-GTGGTTGACACTTAGTGGTCTC-3’
m CXCL2 forward 5’-GGCACATCAGGTACGATCCAG-3’
m CXCL2 reverse 5’-ACCCTGCCAAGGGTTGACTTC-3’
Abbildung 8 Zusammenfassung der quantitativen Real-Time-PCR Primer
Puffer/Losungen
Puffer/Losungen Zusammensetzung

BrdU-Lo6sung
DMEM/F12

medium

full

Stock- Losung 50 pg/ul BrdU in H20
500 ml DMEM/F12 medium

5 mg/ml D-Glucose

0.1 mg/ml Soybean Trypsin Inhibitor type I
2,5 ml ITS+ Premix

25 pg/ml Bovine Pituitary Extract
20 ng/ml Epidermal Growth Factor
5nM 3,3’,5-Triiodo-L-thyronine

1 uM Dexamethason

1.22 mg/ml Nicotinamide

5% Nu-Serum IV

100 ng/ml Cholera toxin

5 ml Penicillin/ Streptomycin
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Culture medium DMEM und HAM’s F12 (1:1)
2 mM L-Glutamine
1% Penicillin/ Streptomycin

109% Kalberserum

Fixative Solution 20% Paraformaldehyd
2% Glutaraldehyd
PBS
G-Solution 1L Hank’s Balanced Salt Solution

1x Penicillin/Streptomycin
5-10 ml Fungizone
0.9 g/L Glucose
47.6 uM CaClz
PBS- Puffer, pH 7,4 137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4

10 mM KH2PO4
PBST-Puffer PBS-Puffer

0,1% (v/v) TWEEN® 20
Phosphat-Citrat 0.2 M NaZ2HPO4
Puffer 0.1 M Citrate
Quenching-Puffer 75 mM NH4CI

20 mM Glycine in PBS
Solution | Solution II

1,2 mg/ml Collagenase from Clostridium histo-
lyticum
Solution II McCoy’s 5A Modified Medium
0,1% BSA
Staining Solution 0,1M Citrate/ Na2ZMPO4 (=pH 6,0)
1M MgCl2
NaCl
20mg/ml x-Gal in DMF

500mM Potassium ferrocyanid
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TBS-Puffer, pH 7,6

TBST-Puffer

Lysispuffer zur DNA

20 mM TRIS-hydrochlorid

137 mM NacCl

20 mM TRIS-hydrochlorid

137 mM NacCl

0,1% (v/v) TWEEN® 20

50mM TRIS-hydrochlorid, pH8,0

[solation aus Maus- 100mM EDTA

schwanzspitzen 100mM NaCl
1% (w/v) SDS ultra pure
0,5mg/ml Proteinase K, kurz vor der Lyse da-
zugeben

TE-Puffer 10 mM TRIS-hydrochlorid, pH 8,0
1mM EDTA, pH 8,0

TAE-Puffer 0,4M TRIS-hydrochlorid
0,2M Eisessig
0,01M EDTA x NAz x 2H20

Wash Solution PBS
2mM MgCl2

Abbildung 9 Zusammensetzung der Puffer /Lésungen

Gebrauchswaren

Gebrauchswaren

Cryo Tube ™ Vials

Deckglas

Filterpipetten

Mikrorohre mit Verschlufd

Nylon cell strainer

Hersteller

Nunc

(Roskilde, Danemark)
Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Becton Dickinson

(Jersey, USA)

Sarstedt

(Niimbrecht, Deutschland)
BD Biosciences

(San Jose, USA)
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Objekttrager Super-
Frost®Plus

Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen,15
ml und 50 ml Falcon

Safe- Lock Gefife 0,5 ml;
1,5 ml; 2,0 ml

Spritzen

Sterican ® Standardkantilen

SuperFrost® Plus, Menzel-
Glaser

Thermo-Fast® 96 PCR De-
tection Plate

Petrischale 35 mm

Menzel
(Braunschweig, Deutschland)
Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)
Becton Dickinson

(Jersey, USA)

Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)
Braun

(Melsungen, Deutschland)
Braun

(Melsungen, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific
(Pittsburgh, USA)

Thermo Fisher Scientific
(Pittsburgh, USA)

BD Bioscience

(New Jersey, USA)

Abbildung 10

Gerate und Hilfsmittel

Gerat/Hilfsmittel

Axio Imager Mikroskop

Durchlicht- und FL- Mikrops-
kop: Zeiss Axiostar plus FL
HERACcell®240 CO2-Inkubator

Horizontal  Electrophoresis

Systems

Zusammenfassung der verwendeten Gebrauchswaren

Hersteller

Carl Zeiss AG

(Gottingen, Deutschland)

Carl Zeiss AG

(Gottingen, Deutschland)
Heraeus

(Langenselbold, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories

(Hercules, USA)



Material

Easypet® (Pipettierhilfe)

Einkanalpipette (Eppendorf

Research® plus Pipetten in
den GrofRen: 0,5 pl - 1000 pl)
Ziegra Eismaschine ZBE 150

Fully Automatic X- ray Film

Processor

Gel Doc ™XR System

Magnetrithrer MR 3001

Microcentrifuge Model 5415
R

Mikrotom Thermo Scientific
Microm HM355S
Mikrowelle HF 22024

Paraffin-Streckbad GFL 1052

pH Meter MP220

ABI PRISM® 7700 Sequence

Detection System ,SDS Soft-

ware ( real-time-PCR Gerat)

Spectrophotometer 200

Sterilbank HERA-safe

Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)
Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)

ZIEGRA

(Isernhagen, Deutschland)
Amersham  Biosciences
GmbH

(Freiburg, Deutschland)
Bio-Rad

(Miinchen, Deutschland)
Heidolph Instruments

(Schwabach, Deutschland)
Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)
Siemens AG

(Miinchen, Deutschland)

Europe

GFL Gesellschaft fur Labortechnik

(Burgwedel, Deutschland)
Mettler-Toledo GmbH
(Giessen, Deutschland)
Applied Biosystems
(Darmstadt, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Heraeus

(Langenselbold, Deutschland)
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Mastercycler Gradien t
(Thermo-cycler)

Thermomixer Compact

Vortex-Genie® 2

Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)
Eppendorf

(Hamburg, Deutschland)
Scientific Industries

(New York, USA)

Waage analytic Sartorius
(Gottingen, Deutschland)
Wasserbad GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
(Burgwedel, Deutschland)
Abbildung 11 Zusammenfassung der verwendeten Gerdte und Hilfsmittel
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellisolierung
2.2.1.1. Isolation von Azini

Zur Isolation von pankreatischen Azini wurde nach Eroffnung der Maus das Pan-
kreas vorsichtig entnommen und von diesem sichtbare Fettanteile entfernt. Im
nachsten Schritt wurde dem Pankreas Solution I, welche Kollagenasel6sung ent-
hélt, injiziert. Im Anschluss folgte der mechanischen Zerkleinerung des Gewebes
eine Inkubation fiir insgesamt 20 Minuten bei 37°C in Solution I. Die Loésung war
nach 10 Minuten zu erneuern. Nachdem das Gewebe die gewliinschte Grofde er-
reicht hatte, konnte es zu einer Gewebe-Zell-Suspension homogenisiert und an-
schliefdend durch ein Nylonnetz filtriert werden. Schlief3lich war das Netz mit Solu-
tion II zu spiilen, die Azinuszellen zu waschen und der durch Zentrifugation ent-

standene Sedimentationsiiberstand zu verwerfen.

Um die Anzahl der vitalen Zellen der Zellsuspension zu ermitteln, wurden unter
Verwendung des Farbstoffes Trypanblau Vitalitatstests durchgefiihrt. Die Funkti-
onsweise des Tests beruht darauf, dass der Farbstoff nur von abgestorbenen, nicht
jedoch von lebenden Zellen aufgenommen wird. Die Aufnahme des Farbstoffes ist
somit ein Maf$ fiir die Membrandurchlassigkeit der Zelle. Sie gibt jedoch keinen
Aufschluss tiber die Zellfunktion. Lag der Anteil der nicht angefarbten Zellen unter
mikroskopischer Begutachtung bei mindestens 85% war die Qualitat der Zellen

ausreichend um mit diesen weiter zu arbeiten.

2.2.1.2. Isolation von Zellen

Nach erfolgter Organentnahme war das Gewebe rasch in G-Losung zu tiberfiihren
und auf Eis zu lagern. Unter Verwendung eines Becherglases wurde das Fettgewe-
be entfernt und das verbleibende Gewebe anschlief3end mit einer sterilen Schere
mechanisch zerkleinert. Als nachstes konnte erneut G-Solution hinzugefiigt und die
aufsteigenden an der Oberfliche schwimmenden Fettanteile verworfen werden.

Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt bis die Fettanteile entfernt waren.
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Im nachsten Schritt wurde mit dem Magnetrithrer MR 3011 die Zellsuspension ge-

rithrt und der entstandene Uberstand verworfen.

Von der verbleibenden, das Pankreasgewebe enthaltenden Suspension waren 2 ml
zu entnehmen, mit Kollagenasel6sung zu versetzen und anschlief3end fiir 15 bis 20

Minuten bei 37°C in einem Wasserbad enzymatisch zu spalten.

Durch Verdinnung mit der G-Losung wird diese Reaktion gestoppt. Das gesamte
Gewebe wurde anschliefdend in ein 50 ml Falcon gefiillt und mit G-Losung bis auf
50 ml aufgefiillt. Nach dem Zentrifugieren mit 1.000 rpm war es moglich, den
Uberstand zu verwerfen um dann 2 ml Trypsin/EDTA fiir 2 Minuten bei Raum-
temperatur hinzuzufiigen. Durch das Hinzufiigen des Trypsin/EDTA kam es zur

Auflosung der Zellkontakte.

SchliefRlich wurde ein Trypsininhibitor hinzugegeben und das Falcon erneut bei
1.000 rpm zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in DMEM/F12 full medium bei
1.000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, daran anschlief3end erneut in DMEM/F12
full medium uberfiihrt und fiir 2 bis 3 Tage auf eine kollagenbeschichtete 6-Well-
Platte aufgebracht.

2.2.2. Histologie
2.2.2.1. Histotechnik
2.2.2.1.1. Gefrierschnitte

Um Schadigungen empfindlicher Antigene zu vermeiden, mussten Gefrierschnitte
angefertigt werden. Zunachst wurde das Pankreasgewebe in Tissue-Tek Medium in
Aluminiumférmchen eingelegt und mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die
schockgefrorenen Gewebeproben konnten fiir mehrere Wochen bei -80°C aufbe-
wahrt werden. Das schnelle Einfrieren diente der Strukturerhaltung des Gewebes.
Im Anschluss wurden mittels Kryostat Gefrierschnitte mit Schnittbreiten von 5-
10pum angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und mit Paraformaldehyd fiir 10

Minuten nachfixiert.
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2.2.2.1.2. Paraffinschnitte

Zunachst musste das Pankreasgewebe fiir 12-24 Stunden in gepuffertes Parafor-
maldehyd eingelegt werden. In der Folge war es moglich das Gewebe zu entwas-

sern und in Paraffin einzugiefen.

Nach Fertigstellung des Paraffinblocks wurden unter Verwendung eines Mikro-
toms 3,5um dicke Schnitte angefertigt und anschlief3end in ein warmes Wasserbad
gelegt. Von dort konnten die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und getrocknet
werden. Nach dem Trocknen der Schnitte war es notwendig, diese 2 mal 5 Minuten
in Xylol zu entparaffinieren. Die Rehydratation erfolgte durch Einlegen in 99,8%-
igen, 96%-igen und 70%-igen Alkohol fiir jeweils 3 Minuten sowie zum Abschluss

in H20 fir mindestens 5 Minuten.

Durch das fixieren in Paraformaldehyd und das Einbetten in Paraffin kam es zu ei-
ner Quervernetzung (=Maskierung) der Gewebsproteine. Diese Quervernetzung
verhindert in der Folge die Antikérperbindung an die Epitope der Proteinantigene.
Die Antikérperbindung stellt jedoch die Grundvoraussetzung der immunhistoche-

mischen Farbung dar.

Um die beschriebenen Quervernetzungen wieder aufzulésen, wurden die Gewebs-
schnitte durch Beimischung von Citrat-Puffern und anschlieffender Erwarmung in
der Mikrowelle demaskiert. Zur Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivitit wa-
ren die Schnitte fiir 15 Minuten in H202-Losung zu schwenken. Vor der immunhis-

tochemischen Farbung wurden die Schnitte 3 mal in Waschpuffer) gewaschen.

2.2.2.2.  Chemische Farbemethoden
2.2.2.2.1. Héamalaun-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die HE-Farbung besteht aus zwei verschiedenen Einzelfarbungen und erméglicht
es, verschiedene Gewebestrukturen im mikroskopischen Bild zu erfassen. Es han-
delt sich um eine Routine- bzw. Ubersichtsférbung, die es gestattet, vor den im-
munhistochemischen Farbungen spezielle Fragestellungen zu untersuchen. Das
Hamalaun farbt alle basophilen (=sauren) Strukturen wie zum Beispiel die Zell-

kerne mit der sauren Desoxyribonukleinsdure und dem rauen endoplasmatischen

41



Methoden

Retikulum blau. Eosin hingegen farbt alle acidophilen (= basischen) Strukturen rot.

Dies betrifft vor allem die Proteine des Zytoplasmas und die extrazellulare Matrix.

2.2.2.2.2. Immunhistochemische Farbemethoden

Die Immunhistochemie macht sich zum Nachweis von Antigenen in Zellen und
Geweben die Spezifitit von Antikérpern zu Nutze. Die spezifische Antigen-
Antikorperbindung wird mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen oder Enzymen (mit
anschlieflender visualisierender Reaktion) sichtbar gemacht. Besonders gut sind
jene Antigene geeignet, die nur in bestimmten Zelltypen oder nur in bestimmten
Geweben auftreten. Je nach Position und Art des Proteins kommen unterschiedli-

che Farbemethoden zum Einsatz.

In der Immunhistochemie werden direkte von den indirekten Farbemethoden un-
terschieden. Bei den direkten Methoden ist der spezifisch gegen das Antigen ge-
richtete Primdrantikorper direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff oder dem Enzym
gekoppelt. Nach Substratzugabe reagiert das Enzym mit dem Substrat und der An-
tigen-Antikorperkomplex wird histochemisch sichtbar. Bei der indirekten Farbe-
methode hingegen ist der gegen das FC-Fragment des spezifischen Primarantikor-
pers gerichtete Sekundarantikérper mit dem Fluoreszenzfarbstoff oder einem sol-
chen Enzym gekoppelt. Die Inmunfluoreszenz mit einem Fluoreszenzfarbstoff bie-
tet den Vorteil einer sehr hohen Sensitiviat sowie einer sehr prazisen Antigenloka-
lisation bei optimalen Bedingungen. Wie bei allen anderen Farbemethoden auch,
hangt bei der Immunfluoreszenz die Qualitat der Farbung -neben einigen weiteren
Faktoren- von den richtigen Inkubationszeiten, den passenden Antikoérperkon-

zentrationen und zutreffend gewahlten Temperaturen ab.

2.2.2.2.3. Avidin-Biotin-Methode

Die indirekte, haufig angewendete Avidin-Biotin-Methode basiert auf der signifi-
kanten Affinitdt des Glykoproteins Avidin fiir das Vitamin Biotin. Dabei verfiigt
Avidin tber vier Bindungsstellen fiir Biotin. Nach Inkubation der Schnitte mit dem

Primarantikérper wird der biotinylierte Sekundarantikérper hinzugegeben. Bei
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der Biotinylierung bindet das Biotin kovalent an den Sekundarantikorper. An-
schliefdend wird der Avidin-Biotin-Enzymkomplex hinzugegeben, welcher tiiber ei-
ne der vier Bindungsstellen des Avidins an das Biotin bindet. Bei dem Enzymkom-
plex handelt es sich meistens um Meerrettich-Peroxidase. Dieser wird im nachsten
Schritt Wasserstoffperoxid als Substrat angeboten, wodurch Protonen frei werden
und Wasser entsteht. Die ebenfalls hinzugegebene Chromogenlésung DAB (3,3"-
Diaminobenzidin) wird durch die freien Protonen oxidiert und es entsteht ein

braunes Endprodukt.

Antikorper Typ Wirt Verdiinnung Inkubation Hersteller
NF-xBp65 pAb Kaninchen 1:100 16 Std. Santa Cruz
bei 4°C
CXCR2 pAb  Kaninchen 1:250 16 Std. Abcam
bei 4°C
Abbildung 12 Zusammenfassung der verwendeten Primarantikorper
Antikorper Verdiinnung Inkubation Hersteller
Anti-rabbitin goat  1:500 1Std. bei RT Sigma-Aldrich
Abbildung 13 Zusammenfassung der verwendeten Sekundarantikorper

2.2.2.2.4. f3-Galaktosidase-Farbung von Zellen

Fiir den Nachweis von Seneszenz kann die Eigenschaft des Enzyms J3-
Galaktosidase genutzt werden, welches bei einem pH-Wert von 6 nur in seneszen-
ten Zellen aktiv ist. Bei der (3-Galaktosidase-Farbung wird dem Enzym das Substrat
x-Gal angeboten und so von diesem 5-Brom-4-chlor-3-Indoxyl abgespalten. Das
entstandene Indoxyl oxidiert zum Farbstoff Indigo und die seneszenten Zellen er-

scheinen somit tiefblau.

Zu Beginn der Farbung wurden die Gefrierschnitte bei Raumtemperatur fiir 15-30
Minuten erwarmt. Anschliefdend konnten die Zellen durch Zugabe von Fixative So-
lution fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert werden. Daran schlossen sich
zwei Waschvorgange mit Wash Solution an. Im nachsten Schritt erfolgte die Anfar-
bung der Zellen mit Staining Solution bei 37°C iiber Nacht. Schliefdlich folgten drei

Waschvorgange mit PBS. Um ein Anfarben der Zellkerne zu erreichen kam die Nu-
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clear Fast Red Counterstain-Farbung von Vector zur Anwendung. Hierzu wurden
die Schnitte erneut mit Wasser gewaschen und anschliefdend mit der Nuclear Fast
Red Counterstain-Farbung fiir 10 Minuten inkubiert. Vor dem Eindecken mit
Mounting Medium wurden die Gefrierschnitte erneut mit Wasser fiir 10 Minuten
gewaschen. Die mit Indigo angefarbten Zellen konnten anschlieféend mikrosko-

pisch quantifiziert werden.

2.2.2.3.  Molekularbiologische Methoden
2.2.2.3.1. Praparation von Desoxyribonukleinsduren aus Mausgewebe

Zur Isolation genomischer DNA wurde ein 0,8 - 1 cm langes Mausschwanzstiick
verwendet. Dieses wurde mit 750 pl Lysispuffer sowie zum proteolytischen Ver-
dau mit Proteinase K versetzt und liber 12 Stunden bei 55°C fortwdhrend ge-
mischt. Zur Trennung nichtloslicher Zellbestandteile wurde dem Gemisch im An-
schluss 250 pl 6 M NaCl-Loésung hinzugegeben und die gesamte Probe zentrifu-
giert. Der so entstandene Uberstand war mit 175 pl 100% Isopropanol zu verset-
zen und erneut fiir 10 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zu zentrifugieren.
Hierdurch kam es zur Entstehung eines sichtbaren DNA-Prazipitats, welches in
70%-igem Ethanol zu reinigen war. Die schliefdlich getrocknete DNA konnte so-

dann in TE-Puffer tiberfiihrt und gelost werden.

Zur anschlieRenden Bestimmung der DNA-Konzentrationen und zur Uberpriifung
des Reinheitsgrades wurde ein Photometer des Herstellers Thermo Fisher Scien-
tific verwendet. Die maximale Absorption von DNA findet bei 260 nm statt, wah-
rend Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm erreichen. Durch Vergleich
der Extinktion der DNA-Losung bei 260nm mit jener bei 280nm, kann der Rein-
heitsgrad der DNA bestimmt werden. Bei einem maximalen Reinheitsgrad der DNA
betragt die optische Dichte von E260/E280 1,8. Eine optische Dichte von 1
(OD260=1) entspricht einer Konzentration von 50pg/ml doppelstrangiger DNA.
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2.2.2.3.2. PCR-Amplifikation

RED Taq ReadyMix® PCR Reaction Mix 12,5 ul
Forward Primer 10 pmol/pl 1l
Reverse Primer 10pmol/ul 1l
DNA 1l
dH,0 9,5 ul

Abbildung 14 Reaktionsansatz der PCR

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um ein Verfahren zur Amplifi-
zierung von DNA. Im Wesentlichen stellt die PCR einen wiederkehrenden Zyklus

aus drei Teilschritten dar.

1. Denaturierung

Zu Beginn wurde die Reaktionslosung mit der zu amplifizierenden DNA, den Poly-
merasen, den Primern und den Nukleotiden fiir drei Minuten auf 95°C erhitzt. Bei
dieser sogenannten initialen Denaturierung kommt es zur Losung von Wasser-
stoffbriickenbindungen, welche die komplementdren DNA Doppelstrange zusam-
men gehalten haben. Bei den darauffolgenden Zyklen war das Erhitzen der Reakti-
onslosung auf 95°C fiir nur 30 Sekunden ausreichend um DNA Einzelstrange zu er-

halten.

2. Primerhybridisierung

Durch das Herabsetzen der Temperatur haben sich die in der Reaktionslosung
enthaltenen einzelstrangigen Primer komplementar an die DNA-Einzelstrange an-
gelagert. Dieses sogenannte Annealing bendétigt je nach Primer ca. 30 Sekunden.
Um eine moglichst hohe Bindungsspezifitat des Primers zu erzielen, wahlt man ei-
ne Annealing-Temperatur, die circa 3°C unter der Schmelztemperatur des Primers
selbst liegt. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten PCRs betrug die Annealing-
Temperatur 58°C.
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3. Elongation

Damit die verwendete Polymerase aus dem RED Taq ReadyMix® weitere Nucleoti-
de anlagern konnte, musste zunidchst die Temperatur auf 72°C erhéht werden.
Durch die DNA-Polymerase kann schliefilich eine Anlagerung von komplementa-
ren Nukleotiden an den DNA-Einzelstrang erreicht werden. Bei dem letzten Zyklus
wurde eine Finale Polymerisation durchgefiihrt. Dabei war das Halten der Tempe-
ratur von 72°C fir 10 Minuten ausschlaggebend, damit sich an alle nicht vollende-

ten Einzelstrange Nucleotide anlagern konnten.

Die Reaktionsschritte 1-3 wurden circa 35-40 mal wiederholt. Entsprechend den
jeweiligen Anforderungen war dieses Prozedere anzupassen. Beispielsweise war
die benétigte Annealing-Temperatur je nach verwendetem Primer zu optimieren
und an dessen spezifische Schmelzpunkttemperatur anzugleichen. Um diese wech-
selnden Reaktionstemperaturen einfach und genau zu erreichen, wurde ein Ther-

mocycler des Herstellers Eppendorf verwendet.

2.2.2.3.3. Elektrophorese

Bei der Elektrophorese handelt es sich um eine analytische Methode, welche die
Auftrennung und die Bestimmung der Strangldange der mittels PCR gewonnen DNA
ermoglicht. Beim Anlegen eines 100 Volt starken elektrischen Feldes wandert die
aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladene DNA durch ein Agarose-Gel zur
positiv geladenen Anode. Das Agarose-Gel fungiert hierbei als Filter. Es ermdéglicht
kleineren DNA-Fragmenten eine schnellere Bewegung durch die Poren als grofien
Fragmenten. In Abhangigkeit von der erwarteter Fragmentgrofde der DNA wurde
die Konzentration des Agarose-Gels zwischen 1% und 3% variiert. Die Porengrofie

des Gels nahm mit steigender Gelkonzentration ab.

Zur Herstellung des Gels wurde Agarose in TAE-Puffer in einem Mikrowellenherd
erhitzt und nach Abkiihlung bei Raumtemperatur auf ca. 50°C mit Ethidiumbromid
vermischt. Das Ethidiumbromid haltige Gel (0,5 pg/ml) wurde anschlief3end in ei-
ne Gelkammer gefiillt und nach dem Erharten mit Ladepuffer, den DNA-Proben
und dem DNA-Grofienstandard versetzt. Anschlieffend wanderten der Grofden-

standard und die Nukleinsduren nach Anschalten des elektrischen Felds durch das
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Gel. Das verwendete Ethidiumbromid ermoglichte es, die DNA zu visualisieren.
Dabei interkalierte es in die DNA, fluoreszierte unter ultravioletten Licht und
konnte bei einem Absorptionsmaximum von 516 bis 518nm nachgewiesen wer-

den. Zur Geldokumentation konnte das GelDoc™ XR System verwendet werden.

2.2.2.3.4. RNA-Isolation aus Pankreasgewebe

Um die Aktivitdt von Pankreaszellen zu einem bestimmten Zeitpunkt untersuchen
zu konnen, war die RNA dieser Zellen vorher zu isolieren. Die Hauptfunktion von
RNA besteht in der Transkription von DNA und ihrer anschliefdenden Translation.
Somit erlaubt die Isolierung von RNA aus Zellen eine Momentaufnahme der Zellta-

tigkeit.

Die RNA des Pankreasgewebes wurde unter Zuhilfenahme des RNeasy® Mini Kits
und des Standardprotokolls der Firma Qiagen isoliert. Dieses Kit basiert auf der Si-
lica-Membrantechnologie. Hierbei bindet die RNA selektiv an die Silica-Gel-
Membran. Kontaminationen kénnen anschlieflend effizient durch die mitgeliefer-

ten Waschpuffer entfernt und die gewonnen RNA eluiert werden.

2.2.2.3.5. Synthese von cDNA

Um die Expression von Genen mittels qPCR zu analysieren muss die zugehorige
mRNA zunachst in cDNA umgeschrieben werden. Dabei katalysieren Reverse
Transkriptasen, welche RNA-abhangige Polymerasen darstellen, das Umschreiben
der mRNA. Die Sequenzabfolge der mRNA fungiert hierbei als Matritze der cDNA.
In dieser Arbeit wurde das Kit SuperScript™ II Reverse Transcriptase der Firma
Invitrogen zur cDNA Herstellung verwendet. Dieses Kit enthalt aufer der notwen-
digen Reverse Transkriptase auch die notigen Oligo (dT) 12-18 Primer und Des-
oxyribonukleosidtriphosphate.
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2.2.2.3.6. Quantitative Real-Time-PCR

SYBR® Green PCR Master Mix 2X

Forward Primer 900 nM

Reverse Primer 900 Nm

cDNA 100 ng

dH20 Bis zu einem Gesamtvolumen von 25 pl

Abbildung 15 Reaktionsansatz der quantitativen Real-Time-PCR

Bei der quantitativen Real-Time-PCR handelt es sich um eine Polymerase-
Kettenreaktion, welche die quantitative Messung der neu entstandenen DNA-
Fragmente wahrend des Reaktionsprozesses also in Echtzeit erméglicht. Durch
den fluoreszierenden DNA-Farbstoff SYBR® Green, welcher mit den neu entstan-
denen DNA-Doppelstrangen interkaliert, ist eine Messung der Produktbildung

moglich.

2.2.2.3.6.1. Durchfiihrung der Real-Time-PCR

Ein Amplifikationszyklus der qPCR enthéalt 40 sich wiederholende Zyklen. Dabei
besteht ein einzelner Zyklus aus einer Denaturierungs-, Primer-Hybridisierungs-

und Elongationsphase.

Die Phase der Denaturierung dauerte 30 Sekunden an und fand bei 94°C statt, wo-
bei es zur Auftrennung der doppelstrangig vorliegenden DNA kam. Zu Beginn der
gPCR wurde eine initiale Denaturierung bei 94°C fiir 3 Minuten durchgefiihrt. Die
anschlieffende Primer-Hybridisierung bei 60°C diente der Anlagerung des Primers
an das DNA-Template. Bei der darauffolgenden Elongationsphase kam es zur Syn-
these eines der Template-DNA komplementdaren DNA-Stranges. Die Temperatur
war fiir 30 Sekunden auf 72°C zu erh6hen, wodurch das Temperaturoptimum der

Taq-DNA-Polymerase erreicht wurde.

Vor der anschliefenden Floureszensmessung des DNA-Farbstoffs SYBR® Green
wurde eine zusatzliche Inkubation fiir 3 Sekunden bei 80°C durchgefiihrt. Eine we-
sentliche Eigenschaft des DNA-Farbstoffes SYBR® Green ist, dass er mit hoher Affi-

nitdt an doppelstrdngige, jedoch mit niedriger Affinitdt an einzelstrangige DNA
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bindet. Durch die Temperaturerh6hung kam es zu einer Dissoziation von Primer-
Dimeren, da diese einen niedrigeren Schmelzpunkt als die spezifisch amplifizierte
DNA aufweisen. Hierdurch konnte eine zusatzliche Fluoreszenzemission von dop-

pelstrangig vorliegenden Primern verhindert werden.

Um das Ergebnis der durchgefiihrten qPCR zu iiberpriifen, wurde abschlief3end ei-
ne Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Im Rahmen der durchgefiihrten Schmelz-
kurvenanalyse wurde am Ende der PCR die Temperatur von 70°C auf 94°C unter
kontinuierlicher Fluoreszenzmessung erhoht. Durch den Termperaturanstieg kam
es zur Auftrennung doppelstrangiger DNA und somit zur Abnahme der Floures-
zenzemission. Zum Zeitpunkt des Erreichens des Schmelzwertes der amplifizierten
DNA-Doppelstriange zeigte sich ein Maximum der messbaren Fluoreszenzabnahme.
Weitere Maxima der Schmelzkurvenanalyse deuten auf unspezifische Nebenpro-
dukte hin, welche in den meisten Fallen Primer-Dimeren entsprechen. Um die Bil-

dung der Nebenprodukte zu verhindern wurden die Primer optimiert.

2.2.2.3.6.2. Die absolute und relative Quantifizierung der qPCR

Die absolute und die relative Quantifizierung stellen die zwei gidngigsten Methoden
zur Quantifizierung der Real-Time-PCR dar. Dabei erfolgt die absolute Quantifizie-
rung unter Zuhilfenahme vorgegebener Kaliberkurven (z.B. Verdiinnungsreihen
der cDNA). Die Expression des Zielgens wird durch den direkten Vergleich mit der

Kaliberkurve bestimmt.

Eine relative Quantifizierung setzt die Expression des Zielgens ins Verhaltnis mit
der Expression eines ,Housekeeping” Gens (HKG) oder eines HKG Index, der sich
aus mehreren solcher Gene zusammensetzt. Das HKG stellt meist je ein ubiquitar
und homogen exprimiertes Gen dar. Die Relativierung der Expressionsergebnisse
anhand des HKG oder HKG Index bezeichnet man als Normalisierung. Durch die
Normalisierung kann die Varianz der Expressionsergebnisse durch Relativierung
von Storfaktoren (z.B. bei Fehlfunktion der Reverse Transkriptase in einer Probe)

gesenkt werden. Als HKG wurde in dieser Studie Cyclophillin verwendet.

Unter Zuhilfenahme des sog. Crossing Points (CP-Wert) wird die Messung des Aus-

gangswerts durchgefiihrt. Dieser Wert markiert den Beginn der exponentiellen
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Amplifizierung des Zielgens. Eine Quantifizierung der Genexpression ist nur wah-

rend und nicht vor oder nach des exponentiellen Genanstiegs moglich.

Das Expressionsniveau des Zielgenes ldsst sich mit folgender Formel berechnen:
2-ACP Um das Delta (A)zu erhalten, ist jeweils die Differenz der CP-Werte von Ziel-
und Referenzgen zu bilden. Bei der Verwendung der oben genannten Formel wird
von einer Effizienz der PCR von 100% ausgegangen. Dies bedeutet, dass bei jedem
Replikationszyklus das DNA-Produkt verdoppelt wird und das Fluoreszenzsignal
proportional mit diesem ansteigt. In der Realitdt wird die Fluoreszenz durch un-

terschiedliche Faktoren herabgesetzt (Pfaffl, 2004).

2.2.2.3.7. Mikroarray-Analyse der Genexpression

Bei der Affymetrix-Technologie der Mikroarray-Genanalyse handelt es sich um ein
Verfahren, welches es uns ermoglicht, die Expression einer Vielzahl von Genen
durch deren zugehoérige mRNA zu visualisieren und zu quantifizieren. Das Grund-
prinzip dieser Genexpressionsanalysen stellt die komplementdre Hybridisierung
dar. Zundchst wurde die mRNA isoliert und in biotinylierte cRNA umgeschrieben.
Die biotinylierte cRNA wurde auf die Chipmatrix aufgetragen und hybridisierte mit
dem komplementdren Gegenpart auf dem Array. Die isolierte RNA der pankreati-
schen Zelle wurden nach dem Arbeitsprotokoll von Affymetrix auf die Chipmatrix
aufgetragen. Mithilfe des Affymetrix Mikroarray Suite 5.0 wurde der Genchip ge-
scannt und analysiert. Die GSEA v2.07 Software zur Auswertung wurde vom Broad
Institut Of MIT And Havard zur Verfiigung gestellt. Die in dieser Arbeit durchge-
fiihrten Mikroarrayanalysen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Schmid/Dr. Einwachter der II. Medizinischen Klinik und Poliklinik des

Klinikums rechts der Isar durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Mauslinien
Mauslinien Abkiirzungen
LSL-KrasG12D ;Re] AF/F;Ptfl1a-creex! CKA
LSL-Kras612D; Trp53F/F ;Ptfla-creex! CKP
LSL-Kras612D; Trp53F/F;Rel AF/F;Ptf1a-creex! CKPA
LSL-KrasG12D;Re] AF/F KA ( negativ Kontrolle)

Abbildung 16 Mauslinien

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Maiusen handelt es sich um LSL-
KrasG12D;RelAF/F;Ptfla-creex!, um LSL-Kras¢12D;Trp53F/F;Ptfla-creex, um LSL-
KrasG12D; Trp53F/F;Rel AF/F;Ptfla-creex! und um LSL-Kras612D;Rel AF/F Mause. Bei letz-
teren handelt es sich um Kontrollmduse, da ihnen das Cre-Rekombinasesystem
zum Herausschneiden der gefloxten Genabschnitte fehlt. Im folgenden Abschnitt
wird am Beispiel der LSL-KrasG12D, RelAF/F; Ptfla-creex! Mauslinie ndaher auf die

einzelnen Kreuzungsschritte eingegangen.

Eine der haufigsten Mutationen eines Pankreaskarzinoms stellt die Punktmutation
auf Codon 12 dar. Es kommt hierbei zu einem Aminosaurenaustausch auf Exon 1.
Das als KrasG12P bezeichnete mutierte K-Ras durchlauft einen Austausch von Glycin
gegen Aspartat. Folge der Mutation ist eine stdndige Aktivierung des Ras-
Signalwegs. Die vor dem KrasG12D-Genlocus sitzende Stoppkassette unterdriickt ei-
ne Uberexpression von Kras612D, Diese Stoppkassette wurde in unserer Mauslinie
an beiden Enden gefloxt (=loxP-Stopp-loxP). Durch Kreuzung der gefloxten Maus
mit einer weiteren Maus, welche den pankreasspezifischen Promoter Ptfla und die
Cre-Rekombinase in ihrem Genom tragt, kommt es in der darauffolgenden Maus-
generation zum Verlust der inhibierenden Stoppkassette (Jackson, Willis et al.
2001, Hingorani, Petricoin et al. 2003). Bei der LSL-KrasG12D;RelAF/F;Ptfla-creex!
Mauslinie kam es zusatzlich zu einem Knockout der Transkriptionsfaktorunterein-

heit RelA. Letztere wurde ebenfalls an beiden Enden gefloxt und nach anschlie-
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3ender Kreuzung mit Hilfe des Cre-Rekombinasesystems aus dem Genom heraus-
geschnitten. Die weiteren Mauslinien wurden an anderen Genabschnitten gefloxt,
wodurch diese wiederum herausgeschnitten werden konnten. Die Vorgehensweise

erfolgte nach dem gleichen Prinzip.

Die kontroverse Bedeutung von NF-kB/RelA fiir die mediane Uberlebenszeit

Um die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-kB bei der Karzinogenese des
Pankreaskarzinoms zu untersuchen, wurden zunichst die Uberlebenszeiten unter-
schiedlicher Mauslinien analysiert. Dabei zeigten LSL-Kras612D;Ptfla-creex!( =CK)-
Mause, bei welchen es zur anhaltenden Expression von K-Ras kommt, im Vergleich
zu LSL-KrasG12D;RelAF/F ;Ptfla-creex! (=CKA)-Mausen, bei denen zusatzlich die Un-
tereinheit p65 des Transkriptionsfaktors NF-kB nicht exprimiert wird, eine langere
Uberlebenszeit. Die durchgefiihrte Kaplan-Meier-Analyse hat fiir CK-Mause eine
mediane Uberlebenszeit von 482 Tagen ergeben. Diese ist signifikant linger als die
Uberlebenszeit von CKA-Mausen, welche eine mediane Uberlebenszeit von nur 381
Tagen aufzeigten. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass der NF-kB/ RelA-Signalweg

suppressiv auf die Pankreaskarzinomentstehung wirkt.

Bei einer zusatzlichen Inaktivierung des Tumorsuppressorgens Trp53, verandert
sich das Verhiltnis der Uberlebenszeiten dieser beiden Mauslinien zueinander.
LSL-KrasG12D; TrpF/F;Ptfla-creex! (CKP)-Mause wiesen mit einer medianen Uberle-
benszeit von 61 Tagen eine schlechtere Prognose auf als LSL-
KrasG12D;RelAF/F;TrpF/F Ptfla-creex! (CKPA)-Mduse mit einer durchschnittlichen

Uberlebenszeit von 82 Tagen.

Die Tumorentstehung des Pankreaskarzinoms beruht nach heutiger Auffassung
meist auf dem PanIN-Progressionsmodell. Durch Mutationen im K-Ras-Onkogen
kommt es zur Entstehung von PanIN-Lasionen unterschiedlicher Schweregrade.
Eine alleinige Mutation von K-Ras reicht jedoch meist nicht zur Entstehung eines
invasiven Karzinoms aus. Hierzu sind weitere Mutation von Onkogenen und Tu-
morsuppressorgenen notig (Feldmann, Beaty et al. 2007). Dem klassischen PanIN-
Progressionsmodell zur Karzinomentstehung steht die Tumorentstehung durch

Inaktivierung des Trp53 Tumorsuppressorgens gegeniiber. Bei Trp53 Knockout-
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Mausen kommt es in Unabhéangigkeit von PanIN-Lasionen zur Karzinom-

entstehung (Hingorani, Petricoin et al. 2003).
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Abbildung 17 RelA-Mangel senkt die Uberlebenschance in KrasG12D-Mausen

Die Kaplan-Meier-Analyse zeigt eine mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit von 381
Tagen fiir CKA-Mause im Gegensatz zu 482 Tagen fiir CK-Mause. ***p<0.0001 (CKA
vs. CK) im Mantel-Cox Log-Rank-Test.
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Abbildung 18 Paradoxerweise zeigen CKPA-Mdause eine bessere Prognose als
CKP-Mause.

Die Kaplan-Meier-Analyse zeigt eine durchschnittliche Uberlebenszeit der CKP-
Maéause von 61 Tagen, wohingegen CKPA-Mduse mit 82 Tagen signifikant ldnger
leben. ***p=0.0001 im Mantel-Cox Log-Rang-Test.

RelA-Mangel fiihrt zur Umgehung von zelluldrer Seneszenz

Einen wesentlichen Inhibitor der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms stellt der
Ubergang praneoplastischer Zellen in Onkogen-induzierte Seneszenz dar. Um den

Einfluss der RelA-Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-kB auf die zellulare
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Seneszenz aufzuzeigen, wurde Pankreasgewebe von neun, dreizehn und achtzehn

Wochen alten CK- und CKA-Mausen auf Seneszenz analysiert.

Hierzu wurden die Gewebsschnitte anhand der [3-Galaktosidasefarbung auf eine
erhohte B-Galaktosidaseaktivitat untersucht. Diese stellt einen der wichtigsten

Biomarker fiir seneszente Zellen dar, wodurch diese visualisiert werden kénnen.

Die Quantifizierung von B-Gal-positiven Zellen zeigte in neun Wochen alten CK-
Mausen eine signifikante Mehranreicherung im Vergleich zu CKA-Mausen dessel-
ben Alters. Des Weiteren konnte mit steigendem Mausalter eine Abnahme der
B-Galaktosidaseaktivitdt in PanIN-Lasionen von CKA-Mausen nachgewiesen wer-
den. Dagegen war bei CK-Mausen von dreizehn Wochen zunachst ein Anstieg zu
verzeichnen. Das Balkendiagramm in Abbildung 19a veranschaulicht diese Zu-
sammenhange. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass RelA ein ent-

scheidender Faktor fiir den Ubergang der Zellen in Seneszenz darstellt.
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Abbildung 19 RelA-Mangel gefahrdet Onkogen-induzierte Seneszenz

(A) Quantifizierung der B-Galaktosidaseaktivitdt in Pankreasgewebe in neun,
dreizehn und achtzehn Wochen alten CK- und CKA-Mausen.
Datenmittelwerte + S; (n=3).

(B) Visualisierung von seneszenten Zellen in Pankreasgewebe von CK-und CKA-
Miausen zu den oben genannten Zeitpunkten. Verwendung der
B-Galaktosidasefarbung in Gefrierschnitten. Abbildungsmafistab 50 um.
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Expression der Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phanotyps in CK- und

CKA Mausen

Abbildung 20a zeigt Pankreasgewebe, welches von sieben Tagen alten LSL-
KrasG12D;RelAF/F (KA, negativ Kontrolle)-Mausen, CK- und CKA-Mausen stammt. Die
Paraffinschnitte dieser Mause wurden mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt. Bei der
mikroskopischen Betrachtung dieser HE-Schnitte fiel auf, dass sich das Pankreas-
gewebe von sieben Tage alten CK- und CKA-Mausen in seiner Morphologie nicht

unterscheidet.

Die Mikroarray-basierte Genexpressionanalyse von Pankreasgewebe dieser Mause
zeigte jedoch trotz der gleichen Gewebsmorphologie abweichendes Genexpressi-

onsverhalten.

Die Mause wurden hierbei auf die Expression der Faktoren des Seneszenz-
assoziierten Phanotyps untersucht (Coppe, Patil et al. 2010). In dieser quantitati-
ven Genexpressionsanalyse wiesen CK-Mause im Vergleich zu CKA-Mdausen einen
hohen Enrichment Score fiir die Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phanotyps
auf. Dieses Ergebnis bestatigt die Hypothese, dass die Expression von NF-kB/RelA

fur die zellulare Seneszenz von zentraler Bedeutung ist.
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B Senescence-Associated
Secretory Phenotype (SASP)
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Abbildung 20 Paradoxe Differenz zwischen Gewebsmorphologie und

Genexpression

(A)H&E-Farbungen von Pankreasgewebe von 7 Tage alten KA-, CK- und CKA-Mé&usen.
Abbildungsmafistab 50 pm.

(B) Mikroarray-basierte Genexpressionanalyse der Faktoren des Seneszenz-
assoziierten Phanotpys von sieben Tagen alten CK-und CKA-Mausen(Coppe, Patil et
al. 2010).

Azini als Syntheseort der Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phanotyps

Pankreasgewebe von sieben Tage alten CK- und CKA-Mausen setzt sich im Wesent-
lichen aus azinaren Zellen zusammen. Der Anteil der duktalen Zellen ist zu diesem
Zeitpunkt gering. Die in der Genexpressionanalyse nachgewiesenen Faktoren des
Seneszenz-assoziierten Phanotyps der CK-Mause miissen folglich aus den Azini des
Pankreas stammen. Zur Untermauerung dieser Schlussfolgerung wurden quantita-

tive Real-Time-PCRs (q-PCR) unterschiedlicher Zelltypen durchgefiihrt. Bei der
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Durchfithrung der q-PCRs wurde die Genexpression von Pankreasgewebe neun
Wochen alter Mause im Ganzen, als auch von isolierten azinaren und duktalen Zel-
len untersucht. Die q-PCRs des gesamten Pankreasgewebes der neun Wochen alten
Mause bestatigten die Ergebnisse der zuvor durchgefiihrten Mikroarray-Analysen
und die Annahme, dass NF-kB/RelA wichtig fiir den Ubergang der Zelle in Senes-
zenz ist. Dabei zeigte sich im Vergleich von CK- zu CKA-Mausen eine signifikant
starkere Genexpression der Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phinotyps -IL-6,
IL-13, GM-CSF, KC und CXCL2- in CK-Mausen. Als nachstes wurden q-PCRs aus iso-
lierten Azini von KA-, CK- und CKA-Mausen durchgefiihrt. Die KA-Mause wiesen
ebenso wie die CKA-Mause nur eine geringfiigige Expression der oben genannten
Faktoren auf. Wohingegen die CK-Mause auch hier mit Abstand die hochste Genex-

pression zeigten.

Im Einklang mit unserer Hypothese zeigten die Ergebnisse der q-PCRs der dukta-
len Zellen nur eine schwache Expression der Faktoren des Seneszenz-assoziierten
Phdnotyps. Dabei war die Expression der SASP bei CK-Mdusen nicht bedeutend
starker als jene bei KA-Mdusen. Somit belegten die q-PCRs unsere aufgestellte Hy-
pothese und es ist davon auszugehen, dass die Zellen der Azini den Syntheseort

der Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phanotyps darstellen.
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Abbildung 21

(A) Quantitative RT-PCR Analyse der Faktoren des Seneszenz-assoziierten
Phanotyps von Pankreasgewebe neun Wochen alter CK- und CKA-Mause. Die Daten
sind als ein Vielfaches der Kontrollwerte dargestellt (CK-Maduse). Datenmittelwerte *

S; (n=3); *p<0,05.

(B) Quantitative RT-PCR Analyse der Faktoren des Seneszenz-assoziierten
Phédnotyps von azindren Zellen von KA-, CK- und CKA-Mausen. Die Daten sind als

Vielfaches der Kontrollwerte dargestellt (KA-Mause). Datenmittelwerte + S; (n=3);
*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005.

Pankreatische Azini als Hauptsyntheseort der Faktoren des SASP

(C) Quantitative RT-PCR Analyse der Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phianotyps
von duktalen Zellen von CK- und KA-Mausen. Die Daten sind als Vielfaches der
Kontrollwerte dargestellt (KA-Mause) Datenmittelwerte + S; (n=3).
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Die Expression duktaler CXCR2-Rezeptoren wird durch den NF-kB Signalweg

vermittelt

Acosta und seine Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Herabregulierung des Che-
mokinrezeptors CXCR2 zu einer Verringerung des Ubergangs der Zellen in zelluli-
re Seneszenz fiihrt. Eine verstarkte CXCR2 Expression hingegen verursacht einen
frithzeitigen Ubergang der Zelle in Seneszenz (Acosta, O'Loghlen et al. 2008). Unter
der Annahme, dass CXCR2 am Ubergang der Zelle in Seneszenz beteiligt ist, wurde
zunachst Pankreasgewebe von neun Wochen alten CK- und CKA-Mausen mit dem
CXCR2-Antikorper angefarbt. Dabei zeigten CK-Maduse im Gegensatz zu CKA-
Mausen eine positive Farbreaktion der duktalen Pankreaszellen. Das Ergebnis der
Farbreaktion ist in zweifacher Hinsicht interessant.

Zum einen konnte bei den CKA-Mdusen eine im Vergleich zu den CK-Mausen stark
verminderte Expression des CXCR2-Rezeptors beobachtet werden. Die Quantifizie-
rung der CXCR2-Rezeptoren von CK- und CKA-Mausen mittels deren mRNA-
Expression und anschlieffender Darstellung in einem Balkendiagramm veran-
schaulicht diesen Expressionsunterschied. Siehe Abbildung 22. Die Expression des
CXCR2-Rezeptors scheint somit abhdngig von NF-kB/RelA zu sein und schlussfol-
gernd durch den NF-kB Signalweg vermittelt.
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Abbildung 22 NF-xB/RelA-abhdngige Expression von CXCR2

Zum anderen ist auffallig, dass sich die duktalen nicht aber die azindren Zellen des

Pankreasgewebes anfarbten. Wie oben beschrieben stellen jedoch die azinaren Zel-

59



3.7.

Ergebnisse

len den Syntheseort der Faktoren des Seneszenz-assoziierten Phanotyps dar. Folg-
lich kommt es nach der Expression dieser Faktoren in den Azini auf parakrinem

Weg zu einer Aktivierung der CXCR2-Rezeptoren der duktalen Zellen.
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Abbildung 23 Immunhistochemische CXCR2-Farbung von CK- und CKA-Mausen

Nachweis von CXCR2-Rezeptoren in Pankreata neun 9 Wochen alter CK- und CKA-
Mausen mittels immunhistochemischer CXCR2-Farbung. Abbildungsmafistab 20 pm.

Der CXCR2-Rezeptor ist von zentraler Bedeutung fiir die zellulare Seneszenz

Unter der Annahme, dass die Expression von CXCR2 von zentraler Bedeutung fiir
den Ubergang von Zellen in Seneszenz ist, wurden fiinf Wochen alte CK-Mause mit
dem CXCR2-Inhibitor SB225002 behandelt. Bei den Mausen der Kontrollgruppe
wurde stattdessen PBS injiziert. Im nachsten Schritt wurden sowohl das Gewebe
auch das der der -

der Versuchsgruppe als Kontrollgruppe mittels

Galaktosidasefarbung auf seneszente Zellen untersucht.
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Abbildung 24
CK-Mause

Schematische Darstellung des SB225002 Behandlungsplans der

Den fiinf Wochen alten CK-M&ausen wurde fiir vier Wochen an fiinf Tagen der Woche
der CXCR2-Inhibitor SB225002 intraperitoneal injiziert. Die Dosis betrug 0,5 mg/kg.
Der Kontrollgruppe wurde PBS injiziert (Ijichi, Chytil et al. 2011). Nach vier Wochen
wurde das Pankreasgewebe immunhistochemisch untersucht.
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Bei den Gewebeschnitten der mit dem CXCR2-Inhibitor SB225002 behandelten
Mause kam es im Gegensatz zu den Mausen der Kontrollgruppe nur zu einer sehr
schwachen Anfarbbarkeit. Die Quantifizierung der $-Gal-positiven duktalen Zellen
verdeutlicht im Balkendiagramm den signifikanten Abfall der -
Galaktosidaseaktivitat der duktalen Zellen, nachdem diese mit dem Inhibitor be-
handelt wurden. Hierdurch konnte bestitigt werden, dass CXCR2 fiir den Ubergang

der Zellen in Seneszenz essentiell ist.
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Abbildung 25 CXCR2 ist essentiell fiir den Ubergang in Seneszenz

(A) Nachweis von seneszenten Zellen unter Verwendung der f3-Galaktosidase-
farbung in mit SB225002 oder PBS behandelten CK-Mé&usen. Abbildungsmafistab 50
pm.

(B) Quantifizierung von B-Gal-positiven duktalen Zellen der mit SB225002 oder PBS
behandelten CK-Mause. B-Gal-positive Zellen wurden mittels 5 zufillig ausgewdahlten
Sichtfeldern quantifiziert. Datenmittelwerte * S; (n=3).

Bei den mit dem CXCR2-Inhibitor behandelten Mausen zeigte sich eine signifikant
schnellere Tumorprogression. So prasentierten Mduse der Versuchsgruppe, wel-
che mit dem CXCR2-Inhibitor behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant haufiger PanIN-Lasionen. In der Kontrollgruppe kam es hauptsachlich
zur Entwicklung von PanIN-Lisionen ersten Grades. Nur selten konnte ein Uber-
gang in einen hoheren Dysplasiegrad beobachtet werden. In der Versuchsgruppe
hingegen entwickelten sich haufiger PanIN-Lasionen hoheren Malignitdtsgrades,
wie etwa PanIN-Lasionen zweiten und dritten Grades. (Siehe Balkendiagramm
Abbildung 26b). Abbildung 26a zeigt Gewebsschnitte neun Wochen alter CK-Mause

der Versuchs- und Kontrollgruppe. Diese wurden mittels HE-Farbung angefarbt. In
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Ergebnisse

den Gewebeschnitten der Kontrollgruppe erkennt man PanIN-1 Lasionen. Sie sind
flach und besitzen keine Atypien. Im Vergleich hierzu zeigen die HE-Schnitte der
Versuchsgruppe papilldare Strukturen und Atypien. Die PanIN-3 Lasionen der Ver-

suchsgruppe weisen die Morphologie eines Karzinoms in situ auf.
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Abbildung 26 Die tumorsuppressive Wirkung von CXCR2

(A) Himatoxylin-Eosin-Farbung von Pankreasgewebe neun 9 Wochen alter CK-
Mause, welche mit SB225002 oder PBS behandelt wurden. Abbildungsmafdstab 50
pum.

(B) Quantifizierung der unterschiedlichen PanIN-Lasionen der 9 Wochen alten mit
SB225002 oder PBS behandelten CK-Mause. Datenmittelwerte + S; (n=5); *p<0,05.
**p<0,005.
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CXCR2 stellt einen Prognosefaktor fiir das mediane Uberleben von Pankreas-

karzinompatienten dar

Von 21 Patienten mit einem duktalen Pankreaskarzinom wurden Gewebeschnitte
angefertigt, welche immunhistochemisch mit CXCR2-Antikérpern angefarbt wur-
den. Die Starke der Farbreaktion auf die CXCR2-Antikorper lasst auf die Anzahl der
CXCR2-Rezeptoren schliefien. Bei 10 von den insgesamt 21 Gewebeschnitten kam
es nur zu einer leichten oder zu keiner Farbreaktion. Somit wurden diese mit ei-
nem Score-Wert von 0-2 gewertet. Die anderen 11 Gewebsschnitte zeigten hinge-
gen eine gute bis sehr gute Anfarbbarkeit und wurden daher mit einem héheren
Score-Wert von 3-6 bewertet. In einem weiteren Schritt wurde eine Kaplan-Meier-
Analyse durchgefiihrt, welche einen Vergleich der medianen Uberlebenszeit von
Patienten mit hohem Score und Patienten mit niedrigen Score anstellt. Karzinome
mit einer starken CXCR2-Expression (Score 3-6) besaflen mit einer medianen
Uberlebenszeit von 19,5 Monaten eine wesentlich bessere Prognose als Patienten,
deren Karzinome nur eine niedrige CXCR2 Expression zeigten. Die durchschnittli-
che Uberlebenszeit betrug bei diesen Patienten nur neun Monate.

PDAC

CXCR2 niedrig

CXCR2 hoch

Abbildung 27 Immunhistochemische CXCR2-Farbung von menschlichem
Pankreasadenokarzinom-Gewebe

In 10 von 21 Fallen war die Farbung negativ oder nur schwach positiv. In den
anderenll Féllen war die Farbung ausgepragter. Abbildungsmafistab 100 pm.
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Abbildung 28 Eine niedrige CXCR2 Expression korreliert mit einer schlechten
Prognose

Die Kaplan-Meier-Kurven veranschaulichen die signifikant kiirzere mediane
Uberlebenszeit und somit schlechtere Prognose von Patienten mit niedriger CXCR2-
Expression im Vergleich zu Patientin mit hoher CXCR2- Expression. **p=0,0029 im
Mantel-Cox Log-Rank-Test.
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4. Diskussion

Unter zelluldrer Seneszenz versteht man den irreversiblen Proliferationsstopp von
Zellen. Eine Vielzahl an Studien hat ergeben, dass Seneszenz im Zusammenhang
mit Malignomen eine wertvolle Tumorprogressionsbarriere darstellt. Als einer der
Schliisselmechanismen der Tumorsuppression unterdriickt sie den Ubergang von
praneoplastischen Lasionen unterschiedlicher Schweregrade in Karzinome. In Stu-
dien zu Prostata- und Kolonkarzinomen konnte diese wertvolle Eigenschaft der

zellularen Seneszenz bereits aufgezeigt werden (Rovillain, Mansfield et al. 2011).

Bei dem Ubergang von Zellen in Seneszenz stellt der NF-kB Signalweg eine wichti-
ge Signaltransduktionskaskade dar. Eine Vielzahl an wissenschaftlichen Arbeiten
konnte diese Annahme bestatigen. Transkriptionsfaktoranalysen der Promoterre-
gionen unterschiedlicher Gene seneszenter Zellen stiitzen ebenfalls diese Hypothe-
se. Dabei stellte sich heraus, dass Gene, an die der Transkriptionsfaktor NF-«kB bin-
det, zu den haufigsten zehn Prozent der hoch- beziehungsweise herabregulierten
Gene in seneszenten Zellen gehoren. Zudem fiihren die Inaktivierung der RelA-
Untereinheit von NF-«kB und die Expression eines NF-kB-Inhibitors zur Umgehung
der zellularen Seneszenz. Folglich kommt es durch die fortlaufende Proliferation

von Zellen zur Tumorprogression (Rovillain, Mansfield et al. 2011).

Auch die Ergebnisse, welche dieser Arbeit zugrunde liegen, lassen auf eine tumor-
suppressive Wirkung des Transkriptionsfaktors NF-kB schliefen. Dabei zeigte sich
eine suppressive Wirkung auf die Karzinogenese von Adenokarzinomen des Pan-

kreas durch die Aktivierung von NF-kB.

In einer durchgefiihrten Kaplan-Meier-Analyse wurde die mediane Uberlebenszeit
von KrasG12P-Mausen, welche RelA exprimieren (CK-Mause) mit der medianen
Uberlebenszeit von RelA Knockout-Mausen (CKA-Miusen) verglichen. Die mediane
Uberlebenszeit der CK-Mause war mit durchschnittlich 482 Tagen signifikant lan-
ger als die der CKA-Mause. Diese lebten durchschnittlich lediglich 381 Tage. Durch
das Ergebnis dieser statistischen Analyse ergab sich fiir die vorliegende Arbeit zu-
niachst die Fragestellung, ob bei CKA- Mausen wegen der fehlenden RelA-
Untereinheit der Ubergang in Seneszenz nicht stattfinden kann, woraus schlieflich

eine schlechtere Prognose fiir die mittlere Uberlebenszeit dieser Miuse resultiert.
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Zellen konnen durch eine Vielzahl unterschiedlicher Trigger in Seneszenz liberge-
hen. Es wird zwischen der Telomer-abhdngigen und der Telomer-unabhangigen
Form der Seneszenz unterschieden. Bei der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms
stellt die Onkogen-induzierte Seneszenz, die der Gruppe der Telomer-
unabhangigen zugeordnet wird, eine der Hauptursachen fiir den Proliferationsstop
dar. Die Uberexpression von Onkogenen fiihrt bei dieser Unterform durch die Ak-
tivierung unterschiedlicher Signalwege zum Ubergang in Seneszenz. Zu diesen Sig-
nalwegen gehoren der ARF/p53/p21-Signalweg, der p16/pRb- und der DDR- Sig-
nalweg (Larsson 2011).

In den in dieser Arbeit verwendeten KrasG12D-Mausen kommt es durch Expression
des KrasG12D-Onkogens zur Induktion der Seneszenz. Um die vorliegende Theorie,
dass CKA-Miuse aufgrund des fehlenden RelA und dem fehlenden Ubergang in Se-
neszenz eine schlechtere Prognose aufweisen zu uberpruifen, wurden neun, drei-
zehn und achtzehn Wochen alte CK und CKA Mause auf Seneszenz untersucht. Da-
bei kam die (-Galaktosidasefarbung, welche eine der sensitivsten Biomarker fiir
Seneszenz darstellt, zum Einsatz. Es konnte gezeigt werden, dass CKA-Mause ver-
glichen mit CK-Mausen weniger Seneszenz, gemessen in (3-Galaktosidase positiven
Zellen, aufweisen. Des Weiteren war mit steigendem Mausalter eine Abnahme der
seneszenten Zellen in CKA-Mdusen zu beobachten. Dagegen stieg der Anteil an se-
neszenten Zellen in CK-Mdusen an. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
schlechtere Prognose der CKA-Miuse auf den fehlenden Ubergang in Seneszenz

zurick zu fuhren ist.

Dieses Ergebnis bestatigt frithere wissenschaftliche Arbeiten, bei denen aufgezeigt
wurde, dass NF-kB wesentlich am Ubergang von Zellen in Seneszenz beteiligt ist.
Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs fiihrt zum Ubergang von prianeoplastischen
Lasionen in Seneszenz. Frithere Forschungsergebnisse deuten auch darauf hin,
dass der Transkriptionsfaktor NF-kB fiir den Seneszenz-assoziierten Phanotyp es-
sentiell ist. Dieser Phanotyp mit seiner Vielzahl an Zytokinen und Chemokinen
stellt wiederum eine wichtige Voraussetzung fiir den Ubergang von Zellen in Se-
neszenz dar. Chien at al. gingen in ihrer Arbeit davon aus, dass NF-kB den Senes-
zenz-assoziierten Phanotyp durch die Expression von NF-kB Zielgenen auf direk-

tem Weg steuert (Chien, Scuoppo et al. 2011). Eine friithere Studie bekraftigt eben-
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falls die Auffassung, dass die proinflammatorischen Zytokine und Chemokine der
seneszenten Zellen den irreversiblen Proliferationsstop regulieren. Des Weiteren
geht diese Studie davon aus, dass durch den SASP eine Immunantwort ausgeldst
wird, welche zugleich die Beseitigung der seneszenten Lasion zur Folge hat (Acosta
and Gil 2009). Kuilman und seine Mitarbeiter konnten am Beispiel von Interleukin
6 und 8 die Bedeutung einzelner Faktoren des SASP aufzeigen. Ein Fehlen dieser
Interleukine fiihrte in ihrer Studie zur Umgehung der Onkogen-induzierten Senes-
zenz. Demgemaf? konnten sie auch in seneszenten Zellen eine erhohte Expression
dieser Faktoren nachweisen. In einer weiteren wissenschaftlichen Arbeit wurden
hohe Konzentrationen von Interleukin 8 in sich nicht teilenden Krypten von Kolo-
nadenomen nachgewiesen (Kuilman, Michaloglou et al. 2008, Acosta and Gil 2009).
Zusammenfassend stiitzen diese Studien die Hypothese, dass die Faktoren des

SASP wesentlich fiir den Ubergang der Zelle in Seneszenz sind.

Ein Erklarungsansatz fiir die erh6hte Sekretion solcher Botenstoffe konnte die ver-
anderte Genexpression von seneszenten Zellen sein. Diese wiederum kann auf eine
veranderte Chromatinstruktur zuriickgefiihrt werden, wodurch es bei einigen Zell-
typen zu einem verdnderten Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren
kommt. Chien et al. konnten im Zusammenhang mit diesem Erklarungsansatz zei-
gen, dass die Untereinheit RelA (p65) des Transkriptionsfaktors NF-kB mit am
starksten in seneszenten Zellen angereichert ist. Dies lasst die Schlussfolgerung zu,
dass das NF-xB einen wichtigen Regulator des SASP darstellt (Chien, Scuoppo et al.
2011).

Unsere Ergebnisse bestitigen diese Hypothese. Unter Zuhilfenahme von Mikro-
array-Analysen wurde die Genexpression der Faktoren des SASP von CK- und CKA-
Mausen untersucht. Die Daten dieser Analysen zeigten eine deutlich hohere Anrei-
cherung dieser Faktoren in sieben Tage alten CK-Mausen im Vergleich zu den

gleichaltrigen CKA-Mausen auf.

Aus der Erkenntnis heraus, wie wichtig die Faktoren des Seneszenz-assoziierten
sekretorischen Phanotyps fir die zellulare Seneszenz sind, stellte sich die Frage
nach dem Syntheseort dieser Faktoren. Zu deren Klarung wurden zunichst sieben
Tage alte CK- und CKA-Mause mit Hilfe der Himatoxylin-Eosin-Farbung morpho-

logisch untersucht. Dabei fiel auf, dass sich die Morphologie des Pankreasgewebes
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der CK- und CKA-Mause nicht wesentlich von dem der Kontrollmause unterschei-
det. Bei mikroskopischer Betrachtung zeigten sich hauptsachlich azinare Zellen.
Daraus kann die These abgeleitet werden, dass die Azini der Syntheseort des SASP
sind. Zur Stiitzung dieser Hypothese wurden quantitative Real-Time-PCRs unter-
schiedlicher Gewebe durchgefiihrt. Zunachst wurde dafiir das Gewebe von neun
Wochen alten CK-und CKA-Mausen auf die Expression der SASP Faktoren unter-
sucht. Erwartungsgemaf} zeigte sich im Vergleich zu CKA-Mausen eine signifikant
starkere Expression dieser Faktoren in CK-Mdusen. Dieses Ergebnis steht im Ein-
klang mit den oben beschriebenen Mikroarray-Daten und bekraftigt erneut die
zentrale Bedeutung des NF-kB Signalwegs fiir den Seneszenz-assoziierten sekreto-

rischen Phinotyp und folglich fiir den Ubergang der Zelle in Seneszenz.

Im Anschluss wurden unterschiedliche Gewebszellarten auf die Genexpression der
Faktoren des SASP analysiert. Dabei zeigten insbesondere azindre Zellen von CK-
Mausen eine sehr starke Expression. Wohingegen die Expression in CKA- und Kon-
trollmdusen vergleichsweise gering war. In Kontrast zu der starken Expression der
azindren Zellen von CK-Mausen war die Expression der duktalen Zellen gering. Die
Expression der Faktoren war in den Zellen der kleinen Pankreasgiange der CK- und

Kontroll-Mause annahernd gleich.

Die Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCRs belegen folglich die These, dass
die Azini des Pankreas den Syntheseort der SASP Faktoren darstellen. Diese wie-

derum induzieren den Ubergang in Seneszenz.

Des Weiteren haben wissenschaftliche Studien in der Vergangenheit gezeigt, dass
in seneszenten Zellen nicht nur die Faktoren des SASP sondern auch der Chemo-
kinrezeptor CXCR2 vermehrt exprimiert wird. Angrenzend daran fiihrt eine Re-
duktion dieses Rezeptors zu einer Abnahme der Onkogen-induzierten Seneszenz.
Die vermehrte Expression hingegen fiihrt zu einem vorzeitigen Ubergang der Zel-

len in Seneszenz (Acosta, O'Loghlen et al. 2008).

Schlussfolgernd scheint die Anzahl der seneszenten Zellen positiv mit der Menge
an CXCR2-Rezeptoren zu korrelieren. Im Ergebnis fiihrt dies zur Annahme, dass
die Expression von CXCR2 essentiell fiir den Ubergang der Zelle in Seneszenz ist.
Eine Studie aus dem Jahr 2009 konnte zeigen, dass die Konzentration von CXCR2
in praneoplastischen Lasionen erhoht ist. In ausgereiften Prostatakarzinomen zeig-
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te sich hingegen eine verminderte Expression dieses Rezeptors (Acosta and Gil
2009). Unter dem Gesichtspunkt, dass die zellulidre Seneszenz eine Tumorprogres-
sionsbarriere darstellt, spricht die erhohte CXCR2-Konzentration in praneoplasti-
schen Lisionen fiir den CXCR2 abhingigen Ubergang dieser in Seneszenz. Eine
verminderte CXCR2-Konzentration in Prostatakarzinomen steht fiir die Tumorent-
stehung und gegen den Ubergang in Seneszenz. Eine aktuelle Studie geht davon
aus, dass ausschliefdlich prianeoplastische Liasionen bzw. gesunde differenzierte
Zellen die Fahigkeit besitzen, in Seneszenz iiber zu gehen. Diese Tatsache ist darin
begriindet, dass zu einem spéateren Zeitpunkt der Karzinogenese der Seneszenz-

Signalweg gestort scheint (Ruan, Liao et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von CXCR2
positiv mit der Prasenz des NF-kB Transkriptionsfaktors korreliert. So konnte fiir
CK-Mause im Gegensatz zu CKA-Mausen der immunhistochemische Nachweis von
CXCR2 gefiihrt werden. Histomorphologisch zeigten hierbei insbesondere duktale
Zellen ein positives Ansprechen auf die immunhistochemische CXCR2-Farbung.
Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass die Azini des Pankreas den Syntheseort
der Faktoren des Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phanotyps darstellen,

kam es zu folgendem Erkldrungsansatz:

In praneoplastischen Lasionen von KrasG12P-Miusen kommt es in Abhangigkeit
von NF-kB einerseits zur Expression der Faktoren des SASP in den Azini und ande-
rerseits zur Expression von CXCR2 in den duktalen Zellen. Es ist davon auszuge-
hen, dass die synthetisierten Faktoren der Azini auf parakrinem Weg zu den dukta-
len Zellen gelangen, und dort durch CXCR2-Rezeptorbindung die Onkogen-
induzierte Seneszenz der Zelle auslésen. Demnach ist ein tumorsuppressiver Effekt
auf die Karzinogenese des Pankreaskarzinoms zu unterstellen. Diese Erkenntnis
wird durch friihere Studien bekraftigt. Etwa konnte gezeigt werden, dass neutrali-
sierende Antikorper von Interleukin 8 -ein Ligand von CXCR2- zur Verminderung
der Onkogen-induzierten Seneszenz fithren (Acosta, O'Loghlen et al. 2008). In ei-
ner weiteren wissenschaftlichen Arbeit von Matsuo et al. kam es durch CXCR2-
Antikorper zu einer Reduktion des Tumorvolumens in Pankreaskarzinomen von
Mausen. Das Augenmerk in dieser Arbeit richtete sich vor allem auf die Hemmung

der Angiogenese durch die CXCR2-Antikorper und die hieraus resultierende Re-
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duktion des Tumorvolumens. Jedoch wirkten sich diese Antikérper auch in Form
einer nachweisbaren Reduktion des Ki-67 Proliferationsindex aus, was fir die vor-
liegende Arbeit von besonderem Interesse ist (Matsuo, Raimondo et al. 2009). Dies
steht mit der Hypothese in Einklang, dass die tumorsuppressive Wirkung von
CXCR2 auf der Onkogen-induzierten Seneszenz beruht. Um die Notwendigkeit des
Chemokinrezeptors fiir die Onkogen-induzierte Seneszenz aufzuzeigen, kam bei
den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen der CXCR2-Inhibitor SB225002 zur
Anwendung. Dabei wurden fiinf Wochen alten CK-Mausen nach einem festgelegten
zeitlichen Schema der CXCR2-Inhibitor SB225002 injiziert. Nachdem diese Mause
ein Alter von neun Wochen erreichten, wurde deren Pankreasgewebe mit Hilfe der
B-Galaktosidasefarbung auf Seneszenz untersucht. Bei der quantitativen Auswer-
tung der (-Galaktosidase positiven Zellen zeigte sich eine drastische Reduktion
von seneszenten, duktalen Zellen in der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, der PBS statt SB225002 injiziert wurde. Durch diesen Versuch ist es
gelungen, die zentrale Bedeutung des CXCR2-Rezeptors fiir den Ubergang der Zelle

in Seneszenz wissenschaftlich zu belegen.

Die histopathologische Untersuchung von Paraffinschnitten mit Hilfe der konven-
tionellen HE-Farbung zeigte in der mit SB225002 behandelten Versuchsgruppe
signifikant haufiger praneoplastische Lasionen eines hoheren Dysplasiegrades, wie
zum Beispiel pankreatische intraepitheliale Neoplasien zweiten und dritten Gra-
des. Auch PanIN-1-Lasionen lagen mit einer wesentlich grofieren Haufigkeit vor.
Die Haufigkeit und vor allem das Vorkommen der Dysplasien hoheren Grades
sprechen fiir eine rasante Tumorprogression der Versuchsgruppe. Hauptverant-
wortlich hierfiir ist der fehlende Ubergang der prineoplastischen Lisionen in Se-

neszenz, die durch CXCR2 vermittelt wird.

Nicht nur in Mausmodellen vermittelt CXCR2 eine Hemmung der Tumorprogressi-
on und folglich eine bessere Prognose des Pankreaskarzinoms. Um die klinische
Relevanz des CXCR2-Rezeptors aufzuzeigen, wurden Pankreaskarzinome von 21
Patienten immunhistochemisch auf die Expression von CXCR2 untersucht und die
mediane Uberlebenszeit der Patienten bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass
Patienten mit einer starken CXCR2-Expression (Score 3-6) mit einer medianen

Uberlebenszeit von 19,5 Monaten signifikant langer lebten, als Patienten mit einer
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niedrigen CXCR2 Expression (Score 1-2). Deren durchschnittliche Uberlebenszeit
betrug lediglich neun Monate. Bei diesen Patienten zeigte sich ein wesentlich ag-
gressiveres Voranschreiten der Erkrankung, was sich in der bedeutend kiirzeren
Uberlebenszeit und somit schlechteren Prognose wiederspiegelt. Die positive Kor-
relation zwischen der CXCR2-Expression und der Linge der Uberlebenszeit spie-
gelt die tumorsuppressive Wirkung von CXCR2 wieder. Diese kann durch den

CXCR2-vermittelten Ubergang der Zelle in Seneszenz begriindet werden.

Die Rolle von CXCR2 scheint jedoch nicht ausschliefdlich tumorsuppressiv zu sein.
Ganz im Gegenteil belegen andere wissenschaftliche Arbeiten einen pro-
onkogenen Effekt von CXCR2 auf die Karzinogenese unterschiedlicher Malignome
(Ruan, Liao et al. 2012). Ruan et al. gehen davon aus, dass p21 dafiir verantwort-
lich ist, ob CXCR2 tumorprogressiv oder tumorsuppressiv wirkt. Zellen, die in der
Lage sind p21 zu exprimieren, gehen nach Aktivierung von CXCR2 iiber den p21-
Signalweg in Seneszenz liber. Im Gegensatz hierzu kommt es in Zellen, bei denen
dieser Signalweg gestort ist, zur Umgehung der zellularen Seneszenz und somit zur
Tumorprogression durch CXCR2 (Ruan, Liao et al. 2012). Bei der Onkogen-
induzierten Seneszenz fithren zum einen der ARF/p53/p21-Signalweg und zum
anderen der DDR-Signalweg durch p53-Stabilisierung und anschlief3ende Expres-
sion des Zellzyklusinhibitors p21 zur zelluldren Seneszenz (Serrano, Lin et al
1997, Ben-Porath and Weinberg 2005, Campisi and d'Adda di Fagagna 2007,
Adams 2009, Freund, Patil et al. 2011, Larsson 2011). Morton und seine Mitar-
beiter konnten zeigen, dass Trp53-Mutationen durch die fehlende Expression von
p21 zur Pankreaskarzinomentstehung in KrasG12P-Mausen fiithren. Grund der Kar-
zi-nomentstehung ist hierbei ebenfalls der fehlende Ubergang der prineoplasti-
schen Lasionen in Seneszenz. Durch Trp53-Mutationen, bei welchen der Zellzyklu-
sinhibitor p21 weiterhin exprimiert wird, konnte die Pankreaskarzinomentste-
hung jedoch verhindert werden (Morton, Timpson et al. 2010). Acosta at al be-
schreiben analog zu Ruan at al in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2009 die mégliche pa-
radoxe Wirkung des CXCR2-Signalwegs. Der Ubergang in Seneszenz wird hierbei
durch den p53-Signalweg vermittelt. Unterbrechungen bzw. Mutationen dieses
Signalwegs konnen den tumorsuppressiven Effekt von CXCR2 aufheben. CXCR2
kann in diesem Zusammenhang einen komplett gegensatzlichen und somit pro-

onkogenen Effekt auf die Tumorentstehung haben (Acosta and Gil 2009). Auch das
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Ergebnis unserer durchgefiihrten Kaplan-Meier-Analyse konnten wir mit Hilfe des
Erklarungsansatzes des Paradoxons des CXCR2-Signalwegs begriinden. Bei dieser
statistischen Analyse wurde die mediane Uberlebenszeit von CKP (LSL-
KrasG612D; Trp53F/F;Ptf1a-creex1)-Mausen mit der von CKPA (LSL-
KrasG12D; Trp53F/F;Rel AF/F;Ptfla-creex!)-Mausen verglichen. CKP-Mause hatten mit
durchschnittlich 61 Tagen eine vergleichsweise schlechte Prognose gegentiber den
CKPA-Mausen, welche im Median 82 Tage lebten. Die schlechte Prognose der CKP-
Mause mit intakter RelA-Untereinheit kann durch die fortlaufende NF-kB abhangi-
ge Expression der Faktoren des SASP erklart werden. Durch den Trp53 Knockout
der CKP-Mause konnen praneoplastische Lasionen nicht mehr CXCR2-vermittelt
tiber den p53-Signalweg in Seneszenz iibergehen. Die synthetisierten proinflamm-
atorischen Zytokine des SASP tragen somit nicht mehr durch Rezeptorbindung an
CXCR2 zum Ubergang der Zelle in Seneszenz bei. Ganz im Gegenteil riickt die kan-
zerogene Wirkung der CXCR2-Liganden in den Vordergrund. Schon in fritheren
Studien wurde der onkogene Effekt der inflammatorischen Zytokine der Faktoren

des SASP beschrieben (Acosta and Gil 2009).

Zusammenfassend stellt die Onkogen-induzierte Seneszenz eine wichtige Tumor-
progressionsbarriere bei der Entstehung des Pankreaskarzinoms dar. In dieser Ar-
beit konnte gezeigt werden, dass die Faktoren des Seneszenz-assoziierten sekreto-
rischen Phinotyps, welche fiir den Ubergang der Zelle in den Proliferationsstop
verantwortlich sind, abhangig von NF-kB/RelA in den Azini des Pankreas syntheti-
siert werden. Diese Faktoren stellen Liganden des Chemokinrezeptors CXCR2 dar,
welcher ebenfalls tiber den NF-kB-Signalweg exprimiert wird. Die Faktoren des
SASP fiihren schliefdlich auf parakrinem Weg zur Aktivierung der CXCR2-
Rezeptoren der duktalen Zellen, die wiederum durch Rezeptorbindung in Senes-
zenz lbergehen. In diesem Zusammenhang hat die Aktivierung des CXCR2-
Signalwegs durch den Ubergang der duktalen Zellen in Seneszenz eine tumorsupp-
ressive Wirkung. Die Faktoren des SASP konnen jedoch nicht nur rein tumorsupp-
ressiv wirken. Ganz im Gegenteil kann es durch die RelA-abhdngige Expression
dieser Faktoren bei einem gestorten CXCR2-Signalweg, bzw. bei Trp53 Knockout-
Mausen zur Umgehung der Seneszenz und somit zu einem pro-onkogenen Effekt

kommen.
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Da sowohl die Liganden des CXCR2-Rezeptors als auch der Rezeptor selbst NF-kB
abhdngig exprimiert werden, stellt das genaue Verstindnis der paradoxen Wir-
kung des CXCR2-Signalwegs einen interessanten Ansatzpunkt fiir weitere wissen-
schaftliche Arbeiten dar. Moglicherweise kann eines Tages die Therapie des Pan-
kreaskarzinoms durch NF-kB-Inhibitoren erganzt und hierdurch die Prognose der

Patienten verbessert werden.
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5. Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom gehort zu den 10 haufigsten Tumorarten in Deutschland
und stellt nach dem Kolon- und Magenkarzinom den dritthdufigsten Tumor des
Gastrointestinaltraktes der westlichen Industrienationen dar (Pausch and Résch
2009). Im Jahr 2011 zahlte es in den USA zu den vier hdufigsten Todesursachen in
Folge von Karzinomerkrankungen (Siegel, Ward et al. 2011).

Histologisch handelt es sich bei der Mehrzahl der Pankreaskarzinome um Adeno-
karzinome, die von den duktalen Zellen des Pankreas ausgehen und vorwiegend im
Pankreaskopf lokalisiert sind. Ein charakteristisches Merkmal des Pankreaskarzi-
noms ist die oft fehlende oder sehr unspezifische Friithsymptomatik, wodurch es
meist erst in weit fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird. Weitere prognos-
tisch ungiinstige Eigenschaften sind das aggressive Tumorwachstum und die Ten-
denz zu einer friihzeitigen Metastasierung. Die radikale Tumorresektion stellt
meist das einzige kurative Therapieverfahren dar und ist nur in lokal begrenzten
und nicht metastasierten Tumorstadien moglich. In der Mehrzahl der Falle ist das
Tumorwachstum jedoch schon fortgeschritten und eine kurative Operation ausge-
schlossen. In diesen Fillen kommt grofdtenteils nur eine palliative Chemotherapie
bzw. symptomatische Therapie zur Verbesserung bzw. Erhaltung der Lebensquali-

tat in Frage (Kalff ]. 2008, Herold G. 2012).

Die Entstehung des Pankreaskarzinoms beruht nach Auffassung der Wissenschaft
auf einem Tumorprogressionsmodell. In diesem Modell kommt es durch aktivie-
rende Protoonkogen- bzw. inaktivierende Tumorsuppressorgenmutationen tber
pankreatische intraepitheliale Neoplasien zur Entstehung eines invasiven Karzi-
noms. Diese pankreatischen intraepithelialen Neoplasien stellen folglich die Vor-
lauferlasionen des Pankreaskarzinoms dar und werden nach ihrer Morphologie in
Klassen von PanIN-1 bis PanIN-3 eingeteilt. K-Ras-Genmutationen und Mutationen
in den Tumorsuppressorgenen p1l6 und Trp53 sind die haufigsten und bedeut-
samsten genetischen Veranderungen des Pankreaskarzinoms (Almoguera, Shibata
et al. 1988, Hruban, van Mansfeld et al. 1993, Grippo, Nowlin et al. 2003, Hingorani,
Petricoin et al. 2003, Hruban, Maitra et al. 2008, Kennedy, Adams et al. 2011).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang der Pankreaskarzinoment-
stehung und der zelluldren Seneszenz untersucht. Als zelluldre Seneszenz wird der
irreversible Proliferationsstop von Zellen bezeichnet. Sie fungiert als wichtige Tu-
morprogressionsbarriere. Einen bedeutsamen Trigger der Seneszenz stellt die
Uberexpression von Ras-Onkogenen dar. Beim Ubergang der Zelle in Onkogen-
induzierte Seneszenz sind die folgenden drei Signalwege ausschlaggebend: Der

ARF/p53/p21- Signalweg, der p16/pRb- und der DDR- Signalweg (Larsson 2011).

Auch der NF-kB Signaltransduktionskaskade ist eine grofle Bedeutung beim Uber-
gang der Zelle in Seneszenz beizumessen (Rovillain, Mansfield et al. 2011). Mithilfe
von unterschiedlichen Mauslinien wurde der Einfluss von NF-kB/RelA auf Senes-

zenz und folglich auf die Tumorprogression untersucht.

Zum einen konnte gezeigt werden, dass der Seneszenz-assoziierte sekretorische
Phinotyp, der fiir den Ubergang der Zellen in Seneszenz von zentraler Bedeutung
ist, in den Azini des Pankreas RelA-abhdngig exprimiert wird. Die Faktoren des
SASP gelangen hierbei auf parakrinem Weg zu den duktalen Zellen des Pankreas,
um dort durch Bindung an den ebenfalls NF-kB-abhangig synthetisierten CXCR2-
Rezeptor den Ubergang der Zellen in Seneszenz auszulésen. Andererseits konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CXCR2 nicht nur rein tumorsuppressiv wirkt.
Durch Inaktivierung von Trp53 kommt es zu einer Stérung des CXCR2 Signalwegs,
wodurch der Ubergang in Seneszenz gestért wird. Infolge dessen tritt die kanzero-

gene Wirkung der Faktoren des SASPs in den Vordergrund.
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