TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Chirurgie des Klinikums rechts der Isar

Relevanz des Kinesin Motor Proteins Kif20a im
Pankreaskarzinom

Daniela Stangel

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Medizin der Technischen Universitat
Minchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften
genehmigten Dissertation.
Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. Radu Roland Rad

Priufer der Dissertation:  Priv.-Doz. Dr. Murat Mert Erkan (schriftliche Beurteilung)
Univ.-Prof. Dr. Jérg Kleeff (mindliche Prifung)

Univ.-Prof. Dr. Bernhard Kuster

Die Dissertation wurde am 17.04.2014 bei der Technischen Universitat Minchen eingereicht
und durch die Fakultat fur Medizin am 17.09.2014 angenommen.






Widmung

Fur meine Familie






Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eine der fiinfhaufigsten Todesursachen in westlichen Landern.
Aufgrund der relativen 5- Jahres Uberlebensrate von annihernd 5% ist es wichtig, neue
therapeutische Strategien zu entwickeln um neue Kandidatengene mit funktioneller
Signifikanz in der Karzinogenese des Pankreas zu entwickeln. Im Rahmen des Nationalen
Genomforschungsnetzwerk Projekts “PaCa-Net” wurden Metaanalysen von ,high-
throughput” Expressionsprofilen durchgefuhrt. Fur die vorliegende Arbeit wurde das Kinesin
Motor Protein Kif20a (Kif20a) ausgewahlt, das in Vorversuchen eine 18- fache
Uberexprimierung im Tumorgewebe gegeniber Normalgewebe des Pankreas zeigte. Die
Tatsache, dass Kif20a eine wichtige Rolle beim Organelltransport, bei der Zellmotilitat und
diversen Prozessen des Zellzyklusses spielt, sowie die stark erhohte Expression im
Tumorgewebe macht Kif20a zu einem interessanten Zielgen fur die Krebsforschung. Mit
dieser Arbeit sollte das Kinesin Motor Protein Kif20a sowohl hinsichtlich seiner Expression in
verschiedenen Pankreasgeweben als auch bezuglich seiner Funktion genauer untersucht
werden. Dafiir wurden im Einzelnen histologische Analysen von Normalgewebe, chronischer
Pankreatitis sowie Tumorgewebe durchgefuhrt. Dabei konnte sowohl eine starkere
zytoplasmatische als auch nukledre Kif20a Farbung der Krebszellen gegeniber dem
Normalgewebe festgestellt werden. Die Analyse der Kif20a Expressionsprofile von duktalen
Adenokarzinomzelllinien (PDAC) sowie neuroendokrinen (NET) Zelllinien ergab ein sehr
heterogenes Muster, sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene.
Interessanterweise fiihrte sowohl die Uberregulierung mittels Expressionsvektor als auch die
Suppression des Kif20a Gens mittels siRNA-Knockdown-Strategie zu einer verminderten
Proliferations- sowie Migrationsfahigkeit von PDAC Zelllinien. Zudem konnte in Kif20a
supprimierten Tumorzellen eine verminderte Invasivitat sowie Motilitat festgestellt werden.
Je nach Starke der Kif20a Runterregulierung waren die Zellen in der S-Phase des Zellzyklusses
arretiert, oder gingen in Apoptose. Tumorzellen, die mit dem Expressionsvektor transfiziert
wurden zeigten einen bi- bzw. multinuklearer Phanotyp. Erste in vitro Versuche mit dem Ziel
einer kombinierten Chemotherapie (Taxol, Gemcitabine) zeigten, dass ein zusatzlicher Effekt
auf die Proliferations- sowie Migrationsfahigkeit der Tumorzellen, bei gleichzeitiger
Suppression von Kif20a, ermittelt werden konnte. Des Weiteren wurde der Effekt der Kif20a
Expression auf das Uberleben von Patienten mit duktalem Adenokarzinom analysiert (n=89).

Die Ergebnisse zeigten, dass es keinen Unterschied bzgl. der Kif20a Expression und dem
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Patientenuberleben gab. Vergleichsfarbungen von Kif20a und PCNA (,Proliferating cell
nuclear antigen”) in den Patientenproben zeigte keine Korrelation zwischen Proliferation
und Kif20a Expression. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kif20a einen
deutlichen Einfluss auf die Pankreaskarzinogenese hat. Sowohl die Proliferation, Migration
als auch Motilitat in Tumorzellen konnte nach Runterregulierung von Kif20a signifikant
reduziert werden. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass eine Uberexpression des Kif20a
Gens nicht mit einer schlechten Prognose fir Patienten mit duktalem Adenokoarzinom
korrelierte. Nichtsdestotrotz konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass Kif20a
aufgrund seiner signifikanten Uberexprimierung in Tumoren ein gutes Kandidatengen fiir die

Immuntherapie darstellt.
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Pancreatic cancer is the fifth most common cancer to cause death in western societies.
Because of an overall 5- year survival rate of approximately 5%, it is almost important to
develop novel therapeutic strategies. In order to identify new candidate genes with
functional significance in pancreatic cancer biology, a meta-analysis of publically available
high-throughput gene expression datasets was performed within the framework of the
German National Genome Research Network project “PaCa-Net”. Here, we focused on the
kinesin family member 20A (Kif20A), which was consistently reported to be 18- fold over-
expressed in pancreatic cancer compared to normal pancreas. Since Kif20a is necessary for
organelle transport, cell cycle and motility, to generate mechanical force within the cell and
is strongly upregulated in pancreatic cancer, it is a good candidate as a “drugable target” in
pancreatic cancer. Within this dissertation the kinesin motor protein Kif20a was
characterized concerning its expression in different pancreatic tissue as well as regarding its
function in carcinogenesis. When analyzing sections of normal pancreas, chronic pancreatitis
and pancreatic cancer, a predominant staining of Kif20a in the cytoplasm as well as in nuclei
of cancer cells was observed. The RNA and protein expression of Kif20a in cell lines isolated
from pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and neuroendocrine tumor (NET) achieved a
very heterogeneous profile. Interestingly both over- expression and knock down of Kif20a in
PDAC cells caused a diminished proliferation and migration ability. Additional Kif20a knock
down in tumor cells leads to a reduced invasiveness and motility. Transfected cells where
either arrested in the S-phase of the cell cycle or went into apoptosis. Over- expression of
Kif20a led to a bi- and accordingly multi-nuclear phenotype of tumor cells. In evaluating the
benefit of Kif20a expression as a part of a combination chemotherapeutic therapy (taxol,
gemcitabine), it was shown, that combination of chemotherapeutics with Kif20a over-
expression or knock down, led to an additional inhibitory effect of proliferation and
migration of PDAC cells. Next to in vitro studies the effect of Kif20a expression and median
survival of patients with PDAC (n=89) was analyzed. Patients with higher Kif20a expression
had the better median survival compared to patients with lower Kif20a expression.
Additional PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) stainings were arranged, but showed no
correlation with expression status of Kif20a. In conclusion, our in vitro analysis
demonstrated, that proliferation, motility and migration could be significantly reduced,

when Kif20a was silenced in pancreatic cancer cells. However, in a clinical cohort of PDAC
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patients, overexpression did not correlate with worse survival. Nonetheless, due to its
significant overexpression in cancer, Kif20a might be a good candidate for immunotherapy,

as has been shown for other tumor entities.
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Abb. Abbildung
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bzw. beziehungsweise
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Da Dalton
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D.S. Daniela Stangel

E.coli Escherichia coli

ER Endoplasmatisches Retikulum
FACS Fluorescence activated cell sorting
FCS Fetal calf serum

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
h Stunde

HCI Wasserstoffchlorid (Salzsaure)
HPDE Human pancreatic ductal epithelial
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
IF Immunfluoreszenz

IHC Immunhistochemie

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

M.E. Mert Erkan

min Minute

MRT Magnetresonanztomographie
NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NET Neuroendocrine Tumor

NGS Normal goat serum

nm Nanometer

PCR Polymerase chain reaction

PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma
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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Pankreas

1.1.1 Aufbau und Funktion

Die Bauchspeicheldriise, auch Pankreas (von gr. Pan: ganz und kréas: Fleisch) genannt ist ein
retroperitoneales Organ, dass circa 13- 18 cm lang, 2- 3 cm dick, 5 cm breit und in einem
erwachsenen Menschen circa 80 g schwer ist. Das Organ verlauft quer vor der Wirbelsaule
auf Hohe des 1.-2. Lendenwirbels. Man unterteilt das Pankreas in drei Abschnitte: den
Pankreaskopf (Caput pancreatis), den Korper (Corpus pancreatis) sowie die Schwanzregion
(Cauda pancreatis). Dabei windet sich der zweite und dritte Abschnitt des Zwolffingerdarms
(Duodenum) um die Kopfregion des Pankreas wohingegen die Milz sich in unmittelbarer
Nahe zur Schwanzregion des Pankreas befindet (Abb. 1 A). Hinter der Kopfregion bildet sich
die Pfortader (Vena portae hepatis). Von der Aorta, die hinter dem Pankreas verlauft,
zweigen zwei Arterien ab, die zur Versorgung von Oberbauchorganen, wie der Leber, Milz,
Magen und groéReren Darmabschnitten dienen. Durch die gesamte Lange des Pankreas
verlauft der Pankreasgang (Ductus wirsungianus, Ductus pankreaticus major), der durch
kleinere Zuflisse das Sekret des Pankreas aufnimmt und sich auf Hohe der Kopfregion mit
dem Gallengang (Ductus choledochus) vereint. Beide Gange munden dann an der Papilla
vateri (Papilla duodeni major) ins Duodenum. Der Zufluss von Gallen- bzw. Pankreassaft wird
uber einen SchlieBmuskel, dem Sphincter oddi (Musculus sphincter ampullae
hepaticopancreaticae) reguliert. Dieser o6ffnet sich nahrungsabhangig und entlasst somit

Galle und Pankreassaft ins Duodenum [1].
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Pankreas. A, Anatomie des Pankreas. B, der exokrine Teil des
Pankreas (aus: ,Pancreatic cancer biology and genetics“(Nature Review, 2001)[2]).
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Die Mehrheit des Pankreasgewebes (ca. 80%) besteht aus einem exokrinen Teil. Dabei
handelt es sich um ein verzweigtes Netzwerk von azinaren und duktalen Zellen, die
Verdauungssafte produzieren und in den gastrointestinalen Trakt einleiten. Dabei sind die
Azinuszellen in funktionelle Einheiten entlang der duktalen Zellen angeordnet. Zwischen
duktalen und azinaren Zellen befinden sich zudem die zentroazinaren Zellen (Abb. 1 B).
Durch Stimulation des Magens bzw. des Duodenums produzieren die Azinuszellen ein
Zymogen, dass aus zahlreichen inaktiven Vorstufen von Enzymen (z.B. Trypsinogen,
Chymotrypsinogen, a-Amylase, Ribo- und Desoxyribonukleasen, Lipasen) besteht [1]. Durch
das Einleiten des Sekrets in das duktale Lumen werden die Enzyme anschlieBend aktiviert.
Neben der Funktion als exokrine Drise hat die Bauchspeicheldriise auch endokrine
Funktionen. Der endokrine Anteil besteht aus Inselzellen (Langerhans’sche Zellen), die tber
das ganze Organ verteilt sind und die je nach sezerniertem Hormon in die folgenden
Kategorien eingeteilt werden koénnen: a-Zellen (Glucagon), B-Zellen (Insulin), &-Zellen
(Somatostatin), e-Zellen (Ghrelin) sowie die PP-Zellen (pankreatisches Polypeptid). Dabei
regulieren Glucagon und Insulin als Antagonisten den Blutzuckerspiegel. Somatostatin
hemmt die Freisetzung dieser beiden Hormone sowie die exokrine Funktion des Pankreas.
Neben dem appetitanregenden Ghrelin hemmt das pankreatische Polypeptid die Enzym-
und Hydrogencarbonat-Produktion der Bauchspeicheldrise sowie die Motilitat des Darms

und des Gallenflusses [3-5].

1.1.2 Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist eine Neoplasie der Bauchspeicheldrise, dessen Art anhand der
Zelldifferenzierung klassifiziert wird. Dabei unterscheidet man zwischen Tumoren, die auf
eine duktale, eine azinare oder endokrine Differenzierung zurickzufihren sind. Tumore,
duktalen Ursprungs stellen den groRten Prozentsatz dar. Neben dem duktalen
Adenokarzinom und seinen Varianten gehoren zudem das intraduktale papillar-muzinose
Karzinom, muzinos-zystischer Tumor, seroses Zystadenom sowie seltene Tumore wie das
medullar oder gemischte duktale-endokrine Karzinom. Die haufigsten Pankreastumore mit
einer azinaren Differenzierung sind das Azinuszellkarzinom [6], sowie das Pankreatoblastom
[7]. Beide Tumore kénnen dabei neoplastische neuroendokrine Zellen beinhalten, die bei
einer Anzahl von mehr als 30% der Tumorzellpopulation als gemischte Azinus-Endokrine
Karzinome bezeichnet werden [8]. Zu den Tumoren mit endokriner Differenzierung, die circa

1- 2% der bosartigen Tumore des Pankreas ausmachen, gehoren das Insulinom (45%), das

9
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Gastrinom (20%), das Glukagonom (13%), das VIPoma (auch als Verner Morrison Syndrom
bezeichnet) sowie das Somatostatinom (5%) [9]. Das duktale Adenokarzinom, das die
haufigste Krebsart des Pankreas ausmacht ist eine genetische Erkrankung. Die Anhaufung
von Mutationen in Schlissel-Onkogenen sowie Tumor-Suppressorgenen lassen diese
Krebsart zu einer sehr komplexen heterogenen sowie genetisch instabilen Krankheit werden
[10-12]. Klinische und histologische Studien gehen davon aus, dass es drei maogliche
Progressionswege geben konnte, die zu einem duktalen Adenokarzinom fuahren kénnen [13-
15]. Dabei unterscheidet man bislang zwischen drei gut charakterisierten Vorlauferlasionen:

Pankreatische Interepitheliale Neoplasien (PanIN)

Intraduktale Papillare Muzinése Neoplasien (IPMN)

Muzinosen Zystischen Neoplasien (MCN)

Die bislang am besten untersuchte Vorlauferlasion ist die der PanIN (Abb. 2) [16, 17]. Diese
konnen wiederum in drei Grade unterteilt werden: die flache duktale hyperplastische Lasion
PanIN-1A, die papillare duktale Hyperplasie PanIN-1B, die flache und papillare Hyperplasie
mit Zellpolarisationsverlust PanIN-2 sowie die schwere duktale Hyperplasie [18].

PaniN-18 _PanIN-2 Panih-3 Adenckarzinom
P, e T Ao

ot .
(AN RLLLL A NLL

nofmal  PaniN-184  FanlM-18  PaniN-2 Panif-3 Adenokarinom
KRAS ===== o e
TP53 commmmme— — —
SMAD4/DPC4 — — —
Alctiviereng
Funktionsweriusi Bnmz e i
Proliferationsrate
Niedrig > Hoch

Abb. 2: Tumorprogressionsmodell des duktalen Adenokarzinoms sowie damit verbundene
genetische Aberrationen in zeitlicher Abfolge; modifiziert nach Bardeesy et al. und Chang et al.
[2, 19].
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In den frihen Lasionen wird dabei anfanglich das Onkogen KRAS aktiviert, dessen
Mutationshaufigkeit wahrend des zeitlichen Verlaufs der PanIN- Progression zunimmt. Die
meisten Mutationen manifestieren sich jedoch vor allem in PanIN-3 Lasionen wie zum
Beispiel die Inaktivierung der Tumor-Suppressorgene CDKN2A/INK4A, pl6, p53,
DPC4/SMAD4 oder BRCA2 [20]. Dabei weisen ca. 90% der Pankreastumore eine KRAS
Mutation auf, bei 95% kann eine Inaktivierung des CDKN2A Gens mit einem daraus
folgenden p16 Verlust festgestellt werden und bei 50- 75% der Tumore ist das p53 Gen
mutiert. Ein Verlust des SMAD4/MADH4 Gens wird in ~50% der Falle detektiert [21].

1.1.3 Epidemiologie und Risikofaktoren
Mit circa 15.000 Neuerkrankungen jahrlich stellt das Pankreaskarzinom einer der zehn

haufigsten Tumorarten in Deutschland dar (Abb. 3).
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Abb. 3: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen aller Krebsneuerkrankungen in
Deutschland 2010 [22].

Aufgrund der schlechten Prognose, die auf die spate Erkennung des Tumors sowie das
teilweise schlechte Ansprechen auf Chemotherapien zuriickzufihren ist, ist das
Pankreaskarzinom mit jahrlich 7000 Todesfédllen in Deutschland die vierthaufigste
Krebstodesursache. Dabei liegt die relative 5-Jahres- Uberlebensrate mit Pankreaskarzinom

bei unter 10% (Abb. 4) [22]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fur Frauen bei 76 Jahren und
bei Mannern bei 70 Jahren [22].
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Abb. 4: Vergleich der relativen 5-Jahres-Uberlebensraten, nach Lokalisation und Geschlecht,
Deutschland 2009 - 2010 (Periodenanalyse) [22].

Zu den gesicherten Risikofaktoren fur Bauchspeicheldrisenkrebs zdhlen ein erhohter
Tabakkonsum oder passiv rauchen sowie starkes Ubergewicht [23-27]. Alkohol steht nur
indirekt im Verdacht, da die Wahrscheinlichkeit an einer chronischen Pankreatitis zu
erkranken stark erhoht ist [28, 29]. Patienten mit langjahriger chronischer Pankreatitis oder
Diabetes mellitus Typ Il haben eine erhoéhte Wahrscheinlichkeit an einem Tumor zu
erkranken [30, 31]. Welche Rolle Umweltfaktoren, beruflich bedingte Schadstoffbelastungen
oder Lebensmittel haben, ist bislang noch nicht geklart. Studien tGber den Zusammenhang
von Tee, Kaffee oder der Konsum von Milchprodukten als maégliche Risikofaktoren konnten
bislang nicht bestatigt werden [32-35]. Zahlreiche Studien konnten zudem genetische
Pradispositionen als Risikofaktoren entschlisseln. Aktivierung des Onkogens Kras bei
gleichzeitiger Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie p53, DPC4, pl6 oder BRCA2
stehen in direktem Zusammenhang mit der Entstehung von Pankreastumoren [36-40]. Auch
Patienten mit einem Mamma- oder Ovarialkarzinom, zystischer Fibrose oder hereditarer

Pankreatitis haben ein erhoéhtes Risiko ein Pankreaskarzinom zu entwickeln [41].

1.1.4 Therapieverfahren
Die Fruherkennung von kleinen Pankreastumoren, die anschlieBend resiziert werden

kénnen, erhéht die 5- Jahres Uberlebensrate der Patienten von 5% auf ca. 20- 30% [42, 43].
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Allerdings sind nur etwa 15- 20% der Falle resizierbar aufgrund der spaten Detektion des
Tumors [44]. Die haufigsten Diagnosearten sind dabei bildgebende Verfahren wie
Computertomographie (CT), endoskopischer Ultraschall oder Magnetresonanztomographie
(MRT). Als Therapie fur fortgeschrittenen Bauchspeicheldrisenkrebs gelten bislang
Bestrahlung sowie Chemotherapie, wobei seit 1997 Gemcitabine als Gold-Standard
verwendet wird [45]. Kombinationsstudien von Gemcitabine mit anderen
Chemotherapeutika erzielten bislang keine befriedigenden Ergebnisse [46-48]. Lediglich die
Kombination von Gemcitabine mit Erlotinib erbrachte einen zuséatzlichen Nutzen. Das
mediane Uberleben stieg hier bei der Kombinationstherapie auf 6,24 Monate an, im
Gegensatz zur Therapie mit Gemcitabine plus einem Placebo (medianes Uberleben: 5,91
Monate)[49]. Erfolgsversprechend scheint auch das Kombinationspraparat FOLFIRINOX
(Oxaliplatin, Fluoruracil und Leucovorin) zu sein, dass eine Steigerung des Gesamtuberlebens
auf tber 11 Monate im Vergleich zu Gemcitabine erbrachte [50]. Zusatzliche palliative
Therapieverfahren zur Stabilisierung des Krankheitsbildes sowie der Erhohung der

Lebensqualitat sind somit unabdingbar.

1.1.5 Gemcitabine

Seit 1997 wird Gemcitabine (Gemzar©) als Standardtherapie beim metastasierendem
duktalen Adenokarzinom eingesetzt. Aufgrund von besseren Uberlebensraten der
behandelten Patienten (5,65 Monate vs. 4,41 Monate) sowie gesteigertem klinischen
Ansprechen, l6ste Gemcitabine das bis dahin als Standardtherapie verwendete 5-fluorouracil
(5-FU) ab [45, 51]. Gemcitabine (2°, 2 -difluoro 2 -deoxycytidin, dFdC) ist ein Pyrimidin
Nukleosid Analogon (Abb. 5), das von den Zellen vermehrt uber spezifische

Nukleosidtransporter aufgenommen wird.

NH »

N =~
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HO F

Abb. 5: Chemische Struktur von Gemcitabine; aus Mini et al. [52].
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AnschlieRend wird die Monophosphatform durch Deoxycytidinkinasen (dCKs) in die aktiven
Di- und Triphosphate phosphoryliert. Diese hoch aktiven Formen beeinflussen die DNA
Synthese innerhalb der Zelle z.B. durch Inhibierung der Ribonukleotid Reduktase RRM1 oder
durch Inhibierung der DNA Polymerase [52, 53]. Aufgrund der Resistenzen gegenuber
Gemcitabine erhohte sich die Lebensrate der behandelten Patienten lediglich um ca. 6
Monate [53, 54]. Deshalb wurde in verschiedenen Studien die kombinierte Gabe von
Gemcitabine mit zytotoxischen (Fluorpyrimidin- oder Topoisomerase-Inhibitoren [55-60]
oder biologischen Substanzen wie Marimastat [60], Tipifarnip [61] oder Cetuximab [47]
untersucht. Allerdings konnten auch bei der zusatzlichen Gabe von zytotoxischen Substanzen
die Uberlebensraten der Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom nicht signifikant
erhoht werden [49, 62-64]. Lediglich Patienten mit einer guten Konstitution profitieren
teilweise von den Kombinationstherapien. Heinemann et al. konnten eine Steigerung der
Uberlebensrate von Patienten feststellen, die eine Kombinationstherapie aus Gemcitabine
und einem Platinderivat oder Fluorpyrimidin erhielten [65]. Auch die Metaanalyse von
Sultana et al. konnte einen Vorteil der Kombinationstherapie von Gemcitabine und einer
Platinverbindung verzeichnen [66]. Aufgrund der steigenden Resistenz von Tumorzellen
gegenuber Chemotherapeutika ist es notwendig neue Therapieansatze zu erforschen und zu
entwickeln [67, 68].

1.1.6 Paclitaxel

Taxane sind Diterpene, die von Pflanzen der Gattung Taxus produziert werden [69]. Dabei
handelt es sich um natdrliche Zytostatika, die heutzutage chemisch synthetisiert werden. Die
zwei haufigsten Taxane, die zur Behandlung von Patienten mit unterschiedlichen soliden
Tumoren eingesetzt werden sind Paclitaxel sowie Docetaxel. Paclitaxel wurde erstmals in
den frihen 60-iger Jahren aus der Borker, der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia, Familie:

Taxaceae) isoliert und die chemische Struktur 1971 genauer beschrieben [70] (Abb. 6).
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Abb. 6: Chemische Struktur von Paclitaxel (5B,20-Epoxy-1,2a,4,7B,13a-hexahydroxytax-11-en-9-
one4, 10-diacetate2-benzoatel3-ester mit (2R,3S)-N-benzoyl-3-phenyllisoserine); aus Singla et al.
[71].

Dabei handelt es sich um ein diterpenes Pseudoalkaloid mit der Summenformel C47H5:NO14
und einer molekularen Masse von 853 Da. In der Krebstherapie wird Paclitaxel vom National
Cancer Institute (NCI) als der groRte signifikante Fortschritt der letzten 20 Jahren gehandelt.
Dabei war die Entdeckung nicht zufallig, sondern das Ergebnis einer Untersuchung von mehr
als 12000 naturlichen Komponenten, die fur die Krebstherapie eingesetzt werden kénnten
[72]. Von der US Food and Drug Association (FDA) wurde Paclitaxel als Medikament fur die
Sekundartherapie fur metastasierenden Eierstockkrebs [73-77], als adjuvante Behandlung
von Brustkrebs mit positive Lymphknoten sowie als Sekundartherapie fiir metastasierenden
Brustkrebs zugelassen [78]. Als Primartherapie in Kombination mit Cisplatin wird Paclitaxel
zudem bei metastasierendem nicht kleinzelligem Lungenkrebs [79] sowie bei Eierstockkrebs
[80, 81] eingesetzt. Zusatzlich wird Paclitaxel als Sekundartherapie bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom und einer Gemcitabinresistenz eingesetzt [82-84].
Paclitaxel ist ein Zytostatika, dessen Wirkungsweise erstmals 1979 beschrieben wurde [85].
Dabei handelt es sich um ein Mikrotubuli stabilisierenden Wirkstoff, der an die Untereinheit
des Tubulin bindet und somit die Polymerisierung der Mikrotubuli bewirkt [86-90]. Infolge
dessen kann die normale Formation der Mitosespindel, die entscheidend fur die Mitose ist,
nicht mehr stattfinden [91, 92]. Dadurch kommt es zu Chromosomenbrichen, sowie zur
Inhibierung der Zellreplikation sowie Zellmigration. Paclitaxel inhibiert die Zellreplikation
durch das Blockieren des Zellzyklus in der spaten G2- und/oder M- Phase. Ein weiterer
Wirkmechanismus von Paclitaxel ist die Induktion der Apoptose von Zellen durch Inhibierung

des Apoptose-Inhibitor-Protein Bcl2 [85].
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1.2 Motorproteine

Fur den Transport von Organellen oder Vesikeln in eukaryotischen Zellen wurden bislang
drei groRe Familien von molekularen Motorproteinen identifiziert, die mittels ATP-Hydrolyse
chemische Energie in mechanische Energie umwandeln (Abb. 7). Neben den Myosinen, die
ihre molekulare Fracht entlang der Aktinfilamente transportieren, benstigen Dyneine und
Kinesine Mikrotubuli [93-96].
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Abb. 7: Schematische Darstellung der drei ,,Prototypen” von Motorproteinen. Kinesin und Dynein,
die mit Mikrotubuli assoziiert sind, sowie Dynein, das Aktinfilamente bindet. Die Motordomane ist
dabei in gelb dargestellt, assoziierte Polypeptide in rosa sowie die Stielregion in blau; aus Woehlke et
al. [97].

Neben dem Transport von Organellen und Vesikeln spielen die Kinesine (KIF Proteine) zudem
eine entscheidende Rolle im Zellzyklus, da sie an der Bildung der Spindelfasern, der
Chromosomen Segregation sowie der Zytokinese beteiligt sind [98]. Im folgenden Abschnitt

sollen die Kinesin-Proteine genauer betrachtet werden.

1.2.1 Kinesine

Nach der erstmaligen Entdeckung der Kinesine 1985 [99] sind bis dato 45 murine und
humane Kinesin-Proteine entdeckt worden, die in 14 Superfamilien (Kinesin-1 bis Kinesin-14)
unterteilt werden [100, 101]. Untersuchungen der Proteinstruktur von Kinesin-1 haben
gezeigt, dass Kinesine neben der Motordomane drei weitere Strukturen aufweisen (Abb. 8).
Neben einer Halsregion (~40 aa), die meist Subtypen spezifisch ist und die Motordomane
(Kopfregion) mit einer ,coiled-coil“-Stielregion verbindet, weisen Kinesine zudem eine
Schwanzregion auf. Die Kopfregion, die bis zu 360 Aminosauren lang sein kann, enthalt

neben der ATP- eine Mikrotubuli-Bindedomane. Diese Motor-Domane ist entweder am C-
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oder N-terminalen Ende oder zentral in der Mitte des Proteins lokalisiert (C-Kinesine, N-

Kinesine, M-Kinesine [102-107].

Kinesin-1 M

N

Kinesin-2 Kinasin-5 K im0
| r/\'
KIF3a
KAF g g =gl GO
KIF1R /.f
Kinesin-6 Kinvesin-11

=
=038 C ]i > O

G Hoccsot, Do

Kinesin-4 Kingsin-#

e fet B

Abb. 8: Ubersicht der Kinesin Superfamilien und deren Struktur; alle Mitglieder der Kinesin-
Superfamilie besitzen eine konservierte Motordomane (hier: hellblau); die Position der
Motordomane entspricht dabei der direkten Motilitat des Proteins. Kinesine mit einer N-terminalen
Motordomane wandern dabei zum Plus-Ende der Mikrotubuli, wohingegen Kinesine mit einer C-
terminalen Motordomane zum Minus-Ende der Mikrotubuli wandern. Kinesine mit einer zentralen
Motordomane destabilisieren die Mikrotubuli sowohl am Minus- als auch am Plus-Ende; Manche
Kinesine enthalten zudem eine ,coiled-coil“-Region fir die Oligomerisierung (hier: schwarz); KHC=
»Kinesin heavy chain“; KLC="Kinesin light chain”; aus Verhey et al. [108].

Ihre Aufgabe besteht in der ATP-Hydrolyse, um mechanische Energie fur die Bewegung
entlang von Mikrotubuli zu generieren. Kinesine mit einer N-terminalen Motordomane
transportieren Molekile entlang des Plus-Endes der Mikrotubuli, wohingegen Kinesine mit
einer C-terminalen Motordomane in die entgegengesetzte Richtung wandern. KIF-Proteine,
die eine zentrale Motordomane besitzen, destabilisieren Mikrotubuli in einem weitaus
groBeren Teil als sich an ihnen fortzubewegen [109-113]. Neueste Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, dass Kinesin-8 und Kinesin-14 Motoren die Fahigkeit besitzen an Mikrotubuli
entlang zu wandern, als auch diese zu depolymerisieren [112, 114, 115]. Fir die Bewegung

an Mikrotubuli wird dabei die Konformationsveranderung der Kopfregion an die Halsregion
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ubersendet. Dabei wird je nach Position der Subtypen spezifischen Halsregion die

Bewegungsrichtung festgelegt [103, 105].

1 ATP % :
. ®

1ATP

Abb. 9: Mechanismus der Kinesin Bewegung entlang von Mikrotubuli. Mittels dieses ,,hand-over-
hand“ Mechanismus bewegen sich Kinesine pro ,Schritt“ 16,6 nm fort. In grau dargestellt sind die
Untereinheiten der Mikrotubuli, grin bzw. blau sind die beiden Kopfdomanen; aus Yildiz et al [96].

Dabei binden die beiden Kopfregionen eines Homodimers an die Untereinheiten der
Mikrotubuli und wandern in einem ,hand-over-hand“ Mechanismus an diesen entlang.
Dabei verbrauchen Kinesine pro ,Schritt“ zwei ATPs und legen eine Strecke von 16,6 nm
zuriick (Abb. 9)[96]. Die Dimerbildung mancher Kinesine erfolgt tGber die Stielregion, mittels
derer Untereinheiten des Holoenzyms interagieren kénnen. Gegeniiber der Kopfregion
befindet sich die Schwanzregion, welche Transportmolekile wie Proteine, Lipide oder
Nukleinsauren bindet [116-118]. Aufgrund der unterschiedlichen Strukturen besitzen die
Kinesin-Familien spezifische Aufgaben innerhalb der Zelle. Wahrend Kinesin-1, -2, -3, -6 und -
14 Funktionen im Organelltransport haben, besteht die Aufgabe von Kinesin-4, -5, -6, -7, -8,
-10, -12, -13 und -14 vor allem in der Mitose (Tab. 1). Hier werden sie fir die
Spindelformation, fur chromosomale und nukledre Bewegungen sowie fur die Zytokinese
benatigt. Studien haben ergeben, dass Kinesin-11 fur die Signaltransduktion unabdingbar ist

[119]. Die genaue Funktion von Kinesin-9 ist bislang noch nicht geklart [120].
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Tab. 1: Ubersicht der Kinesin Superfamilien

Familie Funktion Bereits untersuchte Kinesine
Kinesin-1 Vesikel-, Organell- und mRNA- KIF5(Mm), KHC (Dm und Nc), UNC-116 (Ce)
Transport
Kinesin-2 Vesikel-, Melanosom-, Heterotrimere Subfamilie:
intraflagellarer Transport KIF3(Mm), KLP64D (Dm), KLP68D (Dm), KRP85 (Ce),
KRP95 (Ce), Kinl (Tt), FLA10 (Cr)
Homodimere Subfamilie:
KIF17(Hs), OSM-3 (Ce), Kin5 (Tt)
Kinesin-3 Vesikeltransport Subfamilie: KIF1 (Hs), UNC104 (Dm), UNC-
104 (Ce), Kin3 (Nc)
Subfamilie: KIF13 (=GAKIN;Hs), KIN73
(=KHC73; Dm), KLP-4 (Ce)
Subfamilie: KIF28 (Hs), KLP-6 (Ce)
Subfamilie: KIF16 (Hs), KLP98A (Dm)
Subfamilie: KIF14 (Hs)
Kinesin-4 Chromosomenpositionierung KIF4 (Hs), Chromokinesin (Gg), KLP3A (Dm),
KLP1 (= KIF4; XI)
Kinesin-5 Spindelpolseparation, KIF11 (= Eg5; Hs), KIF11 (Mm), Eg5 (XI),
Spindelbipolaritit KLP61F (Dm), BimC (An), BMK-1 (Ce), Cin8
(Sc), Kipl (Sc), Cut7 (Sp)
Kinesin-6 Zentrale Spindelformation, Subfamilie: MKLP2 (= KIF20a, Hs), KIF20a (=
Vesikel- und Organell- Rab6 kinesin; Mm), Subito (Dm)
Transport, Zytokinese Subfamilie: MKLP1 (=KIF23; Hs), KIF23 (Mm),
CHOL (Cg), Pavarotti (Dm), ZEN-4 (Ce)
Kinesin-7 Kinetochor-Mikrotubuli KIF10 (= CENPE; Hs), KIF10 (Mm), KIP2 (Sc)
Anlagerung,
Chromosomenansammlung
Kinesin-8 Chromosomenansammlung Subfamilie: KIF18 (Hs), KLP67A (Dm)
Subfamilie: KIF19 (Hs), KLP13 (Ce), KIP3 (Sc),
KLP5 (Sp) und KLP6 (Sp)
Kinesin-10 | Chromosomenpositionierung KIF22 (= KID; Hs, XI), Nod (Dm)
Kinesin-12 | Spindelpolorganisation KIF12 (Mm), KIF15 (Mm), KLP54D (Dm), KLP2

(= KIF15A; X))

19



1 Einleitung

Kinesin-13 | Korrektur von falsch - Subfamilie: KIF2A (Hs), KIF2B (Hs), MCAK (=
organisierten Kinetochor- KIF2C; Hs), MCAK (Cg), KCM1 (= KIF2C, XI),
Mikrotubuli, KLP10A (Dm), KLP59C (Dm), KLP59D (Dm),
Chromosomensegregation KLP7 (Ce)
Subfamilie: KIF24 (Hs), Kin1 (pf)
Kinesin-14 | Spindelpolorganisation, - Subfamilie: KIFC1 (= HSET; Hs), CHO2 (Cg),
Transport NCD (Dm), CTK2 (XI), Kar3 (Sc)
Subfamilie: KIFC2 (Hs), KIFC3 (Hs), KLP3 (Ce),
und eine groRke Anzahl an Pflanzen
spezifischen Isoformen

An= Aspergillus nidulans; Ce= Caenorhabditis elegans; Cg= Cricetulus griseus; CHO=,,Chinese hamster
ovary“; Cin8= ,Chromosome instability protein“; Cr= Chlamydomonas reinhardtii; CTK2= ,carboxy-
terminal kinesin 2“, Cut7=,cell untimely torn protein“; Dm= Drosophila melanogaster, Gg= Gallus
gallus; Hs= Homo sapiens; KCM1, ,kinesin central motor 1“; KHC= ,kinesin heavy chain“; KLP=
»kinesin-like protein“; MCAK= ,mitotic centromere-associated kinesin“; MKLP= ,mitotic kinesin-like
protein“; Mm= Mus musculus; Nc= Neurospora crassa; NCD= ,non-claret dicunjtional”; OSM-3=
»,0smotic avoidance abnormal protein 3", Pf= Plasmodium faiciparum; Sc= Saccharomyces cervisiae,
Sp= Schizosaccharomyces pombe; Tt= Tetrahymena thermophila; XI= Xenopus laevis; ZEN4= ,, zygotic
enclosure defective protein 4“; modifiziert nach Verhey et al. [108].

1.2.2 Kinesin Motorprotein Kif20a

Kif20a, auch Rabkinesin6, MKLP2 oder RAB6KIFL genannt, ist ein Kinesin Motorprotein das in
die Kinesin Superfamilie-6 eingeordnet wird. Im Vergleich zu den anderen Kinesin
Superfamilien unterscheiden sich die Kinesin-6 Mitglieder durch zwei wesentliche Merkmale.
Zum einen ist die Halsregion funfmal langer als bei den anderen Kinesin Superfamilien und
zum anderen befindet sich in der ATP-Bindedomane ein ,Insert” [120-122]. Aufgrund der
Lokalisation der konservierten Motordomane (350aa) am N-terminalen Ende gehért Kif20a
zu den N-Kinesinen. Flankiert wird dieser Bereich von der ATP-Bindesequenz sowie einer
»coiled-coil“ —Region [109, 123](Abb. 10). Das Kif20a Protein ist ein Homodimer und hat eine
Lange von 890 aa, eine molekulare GréRe von 100,15 kDa und wird posttranslational am
Serin 528 durch die ,polo-like kinase 1“ (PLK1) phosphoryliert [124, 125](Wolfram Alpha,
computational knowledge engine). Das humane Kif20a ist zu 86% identisch wie das murinen
Kif20a auf dem Chromosom 5qg31 lokalisiert und hat eine GréRe von 8987 kbp [125, 126].
Viele unmittelbar angrenzende Gene sind ebenfalls an Prozessen des Zellzyklusses beteiligt,
wie das ,cell division cycle protein 23 homolog” (cdc23), sowie das ,cell division cycle

protein 25 homolog“ (cdc25) [127].
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Kinesin Motor Proteins Kif20a (modifiziert nach Tcherniuk et
al. [128]).

Aufgrund seiner Eigenschaft als Motorprotein fungiert Kif20a sowohl in zytoplasmatischen
Prozessen als auch im Nukleus wahrend der Zellteilung. Zu den zytoplasmatischen Aufgaben
gehort der retrograde Transport von Golgi-Membranen zum endoplasmatischen Retikulum
(ER), sowie der Transport von Vesikeln und Organellen entlang der Mikrotubuli [129, 130].
Dabei bindet Kif20a mit dem C-terminalen Ende an die Guanosin-Triphosphat (GTP)
gebundene Form von Proteinen der Rab-Familie (hier: RAB6A und RAB6B). RAB6A bzw.
RAB6B sind GTPasen die mit dem Golgi Apparat verbunden sind und die Assoziation bzw.
Dissoziation von Kif20a an die Mikrotubuli regulieren [123, 131]. Nach der Bindung von
Kif20a an RAB6A oder RAB6B fungiert dieses dann als Motor fur den Transport. Zusatzliche
Funktionen hat Kif20a zudem im Zellzyklus. Hier ist Kif20a maRgeblich an der Formation der
mitotischen Spindelfasern, der Zentrosomen Separierung, der Chromosomen Aufteilung
sowie an der Zytokinese beteiligt [109, 127, 130]. Die Verteilung des Kif20a Proteins
wahrend des Zellzyklusses steht in Korrelation mit der Expression von Cyclin B, und erlangt
ein Maximum in der M-Phase [127]. Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Mitosestadien
konnte mittels Immunfluoreszenz festgestellt werden, dass Kif20a wahrend der Interphase
vor allem im Zytoplasma lokalisiert ist [132]. Aufgrund der Assoziation mit RAB6A und RAB6B
konnte mittels Doppelfarbung eine deutliche Kolokalisation mit dem Golgi Apparat
detektiert werden [123, 133]. Zu Beginn der Prophase kann eine eindeutige Kernfarbung
festgestellt werden. In der Metaphase ist Kif20a im Bereich der mitotischen Spindeln
lokalisiert und wandert wihrend der Anaphase in die Aquatorialebene. Wahrend der
Telophase und der Zytokinese befindet sich das Kinesin Motor Protein in der Teilungsfurche
[127, 130, 132]. Alle Prozesse des Kinesin Motor Proteins basieren auf der Fahigkeit
chemische Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) zu hydrolysieren und somit in
mechanische Energie umzuwandeln [134, 135]. Analysen haben ergeben, dass Kif20a im
normalen Gewebe vor allem in der Leber, den Hoden, im adulten Knochenmark sowie dem

adulten Thymus stark exprimiert wird, wohingegen in der Plazenta und dem Herzen nur
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geringe Mengen detektiert werden konnten [125]. Schwach bzw. gar nicht exprimiert wird
Kif20a in der Milz, Lymphknoten, Pankreas, Lunge, Gehirn, Nieren sowie der
Skelettmuskulatur [125]. Bei der Untersuchung von Tumorgewebe steigt die Expression des
Kinesin Motorproteins allerdings enorm an. Sowohl in kleinzelligem Lungenkarzinom,
Blutkrebs, Brustkrebs und Bauchspeicheldrisenkrebs konnten eine erhéhte Menge an Kif20a
detektiert werden [132, 136]. Die Tatsache, dass Kif20a eine wichtige Rolle beim
Organelltransport, bei der Zellmotilitat und diversen Prozessen des Zellzyklusses spielt,
sowie die stark erhohte Expression im Tumorgewebe macht Kif20a zu einem interessanten

Zielgen fur die Krebsforschung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tab. 2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien Firma

2-Propanol Roth

50% Ethanol Hauseigene Apotheke
6x DNA Loading Dye Thermo Scientific
70% Ethanol Hauseigene Apotheke
Aceton Merck

Agar Agar, Kobe | Roth

Agarose Roth
Amphotericin PAA

Ampicillin Roth

BSA Albumin Roth
DAB+Chromogen (50x) DAKO
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
DreamTaq™ Green PCR Master Mix Fermentas
Dulbecco’s PBS (1x) PAA

EDTA Roth

Ethanol 100% Merck
Ethidiumbromid Sigma

Fetal bovine Serum Sigma
Fluoreszenz mounting medium DAKO
Gemcitabine hydrochlorid TOCRIS bioscience
Glycerin Roth

Glycin Roth
Hamatoxylin Merck

HiPerFect Transfection Reagent Qiagen

HRP Substrat Buffer DAKO
Isopropanol (vergallt) Roth
Kristallviolett Merck

LB- Medium Roth

Leupeptin Sigma

Methanol Roth

MOPS Roth

Mounting Medium DAKO
Mycoplasmen-OFF Minerva Biolabs
NazVO, Sigma
Na-deoxicholat Sigma

NaF Sigma
Natriumchlorid Roth
Natriumhydroxid Roth
Natronlauge Hauseigene Apotheke
NP-40 Sigma

NuUPAGE LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen
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NuPAGE Sample Reducing Agent (10x) Invitrogen
Paprotrain AdipoGen
Paraformaldehyd Roth
Paraformaledhyd (8%) Hauseigene Apotheke
Penicillin-Streptomycin Solution Sigma
Pepstatin A Sigma
PMSF Sigma
Protease Inhibitor Cocktail Tablet Roche
RNase AWAY Molecular Biolabs
RNase freies Wasser Qiagen
Roticlear Roth
Salzsaure Hauseigene Apotheke
SDS ultrapure Roth
Taxol (Paclitaxel) Sigma
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid Sigma
Thymidin Sigma
Triton X100 Roth
Trizma Base Sigma
Trypan Blue Stain 0,4% GIBCO
Trypsin EDTA solution (1x) Sigma
Tween 20 Roth
Zitronensaure Roth
TEMED (N,N,N’,N"Tetraethylmethylendiamin) Serva
2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien
Tab. 3: Geréate
Name Firma
Comfort No-Frost Kiihl-und Gefrierschrank Kombi Liebherr
Compact XS/S und Compact M Gelelektrophorese Kammern Biometra

Cop 30 Kuhlplatte

Medite Medizintechnik

Electrophoresis power supply ST606

GIBCO

Feinwaage

Sartorius analytic

Guava easyCyte™ Flow Cytometer

Milipore

Hera cell 150 Inkubator

Thermo Scientific

Hera freeze Thermo Scientific
Hera safe Cellhood Thermo Scientific
Heraeus Multifuge 3SR+ Thermo Scientific
IKA R4 basic KT/C safety control IKA

Innova 43 Incubator Shaker series New Brunswick Scientific
Leica RM2255 Microtom Leica
LightCycler480 Roche

Mikroskop Axiovert 40CFL ZEISS

Mikrowelle Sharp

Milli-Q Advantage Millipore-Anlage Millipore
Multipipette Plus Eppendorf

Mini Protean Tetra System (Gelelektrophorese-Kammer und | BioRad
Blotting-Kammer)

Mini-Rocker MR-1 Peglab

Multiskan EX

Thermo Scientific
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Nanodrop 2000 Spectrophotometer

Thermo Scientific

PCR Maschine

VWR

pH-Meter WTW Series

Inolab

Pipetboy Akku IBS

IBS Integra Bioscience

Scanner CanonScan 4400F Canon
Standard Power Pack P25 Biometra
Thermomixer comfort Eppendorf
Titramax 100 Heidolph
Vortexer IKA MS3 basic NEOLAB
Wasserbad Lauda
Zentrifuge 5424 Eppendorf
Tab. 4: Verbrauchsmaterialien
Name Firma
10 pl, 20 pl, 200 pl, 200 pl, 1000 pl Filter Tips, Tip One Star Lab
24-Multiwell Insert System BD

5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml cellstar serological pipettes

Greiner bio-one

6-well cell culture plate

Greiner bio-one

8er Deckelkette

Sarstedt

96-well cell culture plate

Greiner bio-one

BD 24-Multiwell Insert System

BD Biosciences

BD Micro Fine+ Insulin syringes with sterile interior 1ml

Becton Dickinson

C-Chip Disposable Hemocytometer

Peglab

Cell culture dishes 100x20 mm

Greiner bio-one

Cell culture flasks 25 ¢cm?

Greiner bio-one

Cell culture flasks 75 cm?

Greiner bio-one

Cell Scraper 16 cm Sarstedt
Cell Star tubes 15 ml, 50 ml Greiner bio-oneC
Combitips plus 0,5ml, 2,5 ml, 5ml Eppendorf

Cryo Tube Vials Thermo Scientific
Cryo-Safe Cooler -1°C Freeze Control Bel-Art Product
DAKO Pen DAKO
Deckglaser 24x50 mm Menzel Glaser
High Performance Chemiluminescence Film GE Healthcare
Multiply-Strip 0,2 ml Kette Sarstedt
Nitrocellulose Transfer Membran Whatman
Parafilm Roth

Pipetten P1000N, P200N, P20N, P10N, P2N Gilson
ReagiergefaR 1,5 ml, 2 mi Sarstedt
Schottflasche 50 ml, 500 ml, 1000 ml Schott

Superfrost Ultra Plus Objekttrager

Thermo Scientific

Tissue culture plate 24-well

Becton Dickinson

Wageschale und Wagepapier

Machery-Nagel

2.1.3 Puffer, Medien und Lésungen

Tab. 5: Puffer, Losungen und Medien

Puffer Zusammensetzung

10x TBS 12,1 g TrisBaze, 85 g NaCl, ad 1000 ml H,0, ph 7,4

1x TBE Puffer (Agarosegel)

0,1 M Tris/HCI, 89 mM Borsaure, 1 mM EDTA, pH 8,5
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1x TBST 100 ml 10x TBS, 0,5 ml Tween20, ad 1000 ml H,O
4x Lower Tris 1,5 M Tris/HCI, 0,4% w/v SDS, pH 8,8

4x Upper Tris 0,5 M Tris/HCl, 0,4% w/v SDS, pH 6,8
Citratpuffer 42 g Zitronensaure, ad 1000 ml H,O, pH 6,0

Laufpuffer (Western Blot)

25 nM Tris, 192 mM Glycin, 1% w/v SDS

Transferpuffer (Western Blot)

29,1 g Tris, 14,7 g Glycin, 1000 ml Methanol, 0,1875 g SDS

LB Medium

10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, ad 1000 ml H,0

Tab. 6: Zellkulturmedien und Zuséatze

Medium Firma
F12 PAA
DMEM (high glucose) PAA
Keratinocyten Medium GIBCO
OPTI-MEM | GIBCO
RPMI1640 PAA
Supplements for Keratinocyte serum free medium GIBCO

Die Medien von der Firma PAA wurden fur die weitere Verwendung in der Zellkultur mit 1%

Penicillin-Streptomycin-Lésung sowie 10% fotalem Kalberserum versetzt.

2.1.4 Organismen
2.1.4.1 Bakterien

Tab. 7: Bakterien

Bakterienstamm

Firma

Escherichia coli DH5a

Invitrogen

2.1.4.2 Eukaryontische Zellen

Tab. 8: Zelllinien
Zellen Herkunft Bezugsquelle
CM Neuroendokrine Tumorzelllinie des Pankres Prof. Aldo Scarpa
HPDE Humane duktale Epithelzellen des Pankreas Dr. Ming-Sound Tsao
Panc-1 Primarer Tumor, PDAC ATCC USA
QCP Neuroendokrine Tumorzelllinie des Pankres Prof. Aldo Scarpa
SUB6.86 Lebermetastase, PDAC ATCC USA
T3M4 Lymphknotenmetastase, PDAC ATCC USA

Bei den Zelllinien CM und QCP handelt es sich um Zelllinien aus neuroendokrinen Tumoren.

HPDE Zellen sind immortalisierte duktale Epithelzellen des Pankreas. Die Zelllinien Panc-1,

SU86.86 sowie T3M4 wurden alle aus duktalen Adenokarzinomen extrahiert.
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2.1.4.3 Patientengewebe

Gewebeproben von Patienten mit duktalem Adenokarzinom wurden wahrend Resektionen
entnommen, die im Zeitraum zwischen Oktober 2007 und Januar 2011 in der Abteilung
Chirurgie, am Klinikum rechts der lIsar (TU Minchen) durchgefihrt wurden. Gesunde
Gewebeproben des Pankreas, die wahrend eines Organ Donor Programms entnommen

wurden, wurden von der Universitat Heidelberg zur Verfugung gestellt. Die

Gewebesammlung wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitat Miinchen

sowie der Universitait Heidelberg geprift. Von allen Patienten  wurden

Einverstandinserklarungen eingeholt.

2.1.5 Primer
Die verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen oder Metabion bezogen und in

einem gereinigten SynthesemaRstab von 0,02 pmol mit Aquagest gelost.

Tab. 9: Eingesetzte Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz Schmelz- Firma
Temperatur
HPRT ,forward” 5-GCAGCCCTGGCGTCGTGATTAG -3° 60°C Invitrogen
HPRT ,reverse” 5 -TCGAGCAAGACGTTCAGTCCTGT-3" 60°C Invitrogen
Kif20a10™ “reverse” | 5°-GCGCTGTTGGCTAGGCGGT-3' 74°C Invitrogen
Kif20a1* “forward” | 5-ATTCTCCCCCGGTCCCTGGC-3' 76°C Invitrogen
Kif20a 3" “reverse” | 5°-AAAGGGGAACGCCGTGAGCG-3' 74°C Invitrogen
Kif20a “forward” 5-CAAGGGCCTAACCCTCAA-3 65°C Invitrogen
Kif20a “reverse” 5-TCTGTCGTCTCTACCTCCCTAGA-3 65°C Invitrogen
B-Aktin “forward” 5-CTTCCTGGGCATGGAGTCCT-3 56°C Invitrogen
B- Aktin “reverse” 5-CCGCCGATCCACACAGAGTA-3 56°C Invitrogen
Myco 280 ,forward” | 5 -GGGAGCAAACAGGATTAGATACCC T-3* | 55°C Metabion
Myco 280 ,reverse” | 5-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3" | 55°C Metabion
Myco 500 forward” | 5 -GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3 55°C Metabion
Myco 500 “reverse” | 5 -CGGATAACGCTTGCGACCTAT-3 55°C Metabion
2.1.6 siRNA und Vektoren
Tab. 10: Vektoren und siRNA

Name Sequenz Firma
Hs_KIF20A 5 Ziel Sequenz: Qiagen

AAGGCCAGGTTTCTGCCAAAA

Sense Strang:

GGCCAGGUUUCUGCCAAAATT

Antisense Strang:

UUUUGGCAGAAACCUGGCCTT
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Human cDNA clone (ORF with Origene
C-terminal GFP tag)
Precision Shuttle mammalian Origene
vector with  non-tagged
expression
2.1.7 Antikorper
Tab. 11: Primare Antikorper
Antikérper Firma Verdunnung
Cleaved Caspase 3  anti-human | Cell Signaling 1:400 (IF)
(Kaninchen)
Cleaved PARP anti-human (Maus) Cell Signaling 1:1000(WB)
GAPDH anti-human (Maus) Santa Cruz 1:500 (WB)
Hoechst 33258 Invitrogen 1:2000 (IF)
Kif20a anti-human (Kaninchen) Bethyl 1:150 (IHC), 1:1000 (WB)
PCNA anti-human (Maus) Cell Signaling 1:3000 (IHC)
a-SMA anti-human (Maus) DAKO 1:1000 (IHC)
a-SMA anti-human (Kaninchen) abcam 1:50 (IF)
a-Tubulin anti-human (Maus) abcam 1:100 (IF)
Tab. 12: Sekundare Antikorper und Farbstoffe
Antikorper Firma Verdunnung
Alexa Fluor 350 donkey anti-rabbit IgG Invitrogen 1:400 (IF)
Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit 1gG Invitrogen 1:300 (IF)
Alexa Fluor488 goat anti-mouse IgG Invitrogen 1:400 (IF)
ECL  Anti-mouse 1gG, Horseradish | GE Healthcare 1:2000 (WB)
Peroxidase linked F(ab"), Fragment
ECL  Anti-rabbit 119G, Horseradish | GE Healthcare 1:2000 (WB)
Peroxidase linked F(ab"), Fragment
EnVision + System-HRP labeled Polymer | DAKO laut Herstellerangaben
anti-mouse
EnVision + System-HRP labeled Polymer | DAKO laut Herstellerangaben
anti-rabbit
Propidiumiodid Invitrogen 2 pg/mi
2.1.8 Kits und Marker
Tab. 13: Kits
Kits Firma
ECL Kit Invitrogen
LightCycler 480 SYBR Green | Master Roche
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
Plasmid Mini Kit Qiagen

Revert Aid H Minus 1% Strand cDNA Synthesis Kit | Fermentas

RNeasy Plus Mini Kit

Qiagen

KAPA2G Fast ReadyMix with Dye

PegLab

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |

BD Biosciences
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Tab. 14: DNA und Protein Leiter

Name Firma
Gene Ruler 100 kb DNA Ladder Fermentas
Gene Ruler 1 kB DNA Ladder Fermentas

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific

2.1.9 Software

Tab. 15: Software

Name Firma

Ascent Software Version 2.6 Thermo Scientific
GraphPad Prism 5 GraphPad
LightCycler480 Software 1.5 Roche

SPSS Software SPSS

Manual tracking program NIH

Chemotaxis tool Ibidi
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Bakterien des Stamms Escherichia coli
DH5a (E.coli DH5a) verwendet. Flussigbakterienkulturen wurden bei 37°C und 200 rpm in
LB-Medium Gber Nacht inkubiert, Bakterienkolonien wurden bei 37°C uber Nacht auf

Agarplatten kultiviert.

2.2.1.2 Transformation von kompetenten E.coli Bakterien durch Hitzeschock

Der hitzekompetente Bakterienstamm Escherichia coli DH5a wurde mit dem
Expressionsvektor ,,Human cDNA clone (ORF with C-terminal GFP tag)” nach folgendem
Protokoll tansformiert: Zu 50 ul der Bakterien wurde 1 pl Vektor-DNA gegeben und
anschlieRend fur 15 min auf Eis gestellt. Nach einem 90 sec Hitzeschock bei 42°C wurde der
Ansatz far 5min auf Eis inkubiert, anschlieRend in 250 ul SOC-Medium aufgenommen und
der Ansatz 45 min bei 37°C im Inkubator geschittelt (300 U/min). Die Bakterien wurden
dann zu 10% und 90% auf Agarplatten mit einem sterilen Spatel ausgestrichen und tber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zur Selektion der Plasmid-tragenden Bakterien

wurden die Agarplatten mit 100 ug/ml Ampicillin versetzt.

2.2.1.3 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Vervielfaltigung klonierter DNA wurden die Plasmid tragenden Bakterien in einer
Ubernachkultur vermehrt. Dafir wurde eine Bakterienkolonie in 3 ml LB-Medium mit 10
mg/ml Antibiotikum angeimpft und tber Nacht bei 37°C im Inkubator bei 200 U/min
geschittelt. Fur die Plasmidpraparation aus dem Bakterienstamm Escherichia coli DH5a

(Invitrogen) wurde das ,,Plasmid Mini Kit“ verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.
2.2.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.2.2.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Humane Zellen wurden bei 37°C und einer angefeuchteten Atmosphare von 5% CO,
kultiviert. Dreimal pro Woche wurden die adharenten Zellen mit PBS gewaschen, mit 1x

Trypsin/EDTA von der Kulturflasche gelést und in einem Verhaltnis von 1:2 passagiert. Eine
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Ubersicht der Zelllinien und der zugehérigen Kulturmedien ist in Tabelle 16 aufgefihrt. Alle

Medien enthielten 1% w/v Penicillin/Streptomycin und 10% w/v fotales Kalberserum.

Tab. 16: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Herkunft Medium

CM neuroendokriner Tumor RPMI1640

HPDE immortalisierte duktale Epithelzellen Keratinozytenmedium
Panc-1 humanes duktales Adenokarzinom RPMI1640

QCP neuroendokriner Tumor RPMI1640

SU86.86 humanes duktales Adenokarzinom RPMI1640

T3M4 humanes duktales Adenokarzinom RPMI1640

2.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur die Kryokonservierung von Zellen wurden diese nach dem Splitten bei 800 rpm
zentrifugiert und anschlieRend in 1 ml Einfriermedium (= 90% FCS, 10% DMSO)
resuspendiert und in 2 ml KryogefaRe Gberfuhrt. Einfrierbehalter (,Nalgene Container”) bei -
80°C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Zellen in einen Tank mit Flussigstickstoff
uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -196°C gelagert. Zum Auftauen von Zellen
werden diese aus dem Flussigstickstoff genommen und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut.
AnschlieRend wird durch ein Zentrifugationsschritt bei 800 rpm fur 4 min das DMSO entfernt
und das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen. Die Zellen werden dann in eine

Kulturflasche tberfihrt.

2.2.2.3 Mykoplasmentest

Um die mogliche Kontamination von eukaryotischen Zellen mit Mykoplasmen zu
untersuchen, wurden alle 4 Wochen Mykoplasmentest durchgefuhrt. Mittels PCR Analyse
konnten dadurch befallene Zelllinien ausgesondert werden. Dafiir wurden Uberstande der

kultivierten Zellen genommen und nach folgendem Pipettierschema fiir die PCR Analyse

vorbereitet:

Zellkulturuberstand 2 ul
KAPA 2G Dye 12,5 ul
Primer (500 For) 0,5 ul
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Primer (500 Rev) 0,5 ul
Primer (280 For) 0,5 ul
Primer (280 Rev) 0,5 ul
H2Odest 8,5 ul
Total 25 pl

Fur die PCR wurden zwei verschiedene Primerpaare verwendet, da somit ein groRes
Spektrum an Mykoplasmenarten detektiert werden konnte. Die Synthesereaktion erfolgte in

einer PCR Maschine mittels folgenden Syntheseprogramms:

Erste Denaturierung 2 min 94°C
Amplifikation 35 Zyklen 30 sec 94°C
30 sec 55°C
30 sec 72°C
Finale Elongation 2 min 72°C

2.2.2.4 RNA Isolierung aus humanen Zellen

Humane Zellen wurden in einer T75 Zellkulturflasche bis zu einer Konfluenz von 80%
kultiviert. AnschlieBend wurde mittels des kommerziell verfugbaren ,RNeasy Plus Mini Kit”
(Qiagen) die RNA laut Herstellerangaben extrahiert. Im finalen Schritt wurde die RNA in 30 pl

Wasser eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C weggefroren.

2.2.2.5 Agarosegelelektrophorese von RNA

Um die Qualitdt der RNA zu untersuchen kann diese auf ein Agarosegel aufgetragen und
aufgetrennt werden. Das Prinzip beruht dabei auf der Wandereigenschaft der negativ
geladenen RNA-Fragmente in einem elektrischen Feld. Kurze RNA-Fragmente wandern dabei
schneller durch das Agarosegel als groRere RNA-Fragmente. Bei hochwertig aufgereinigter
RNA sind auf dem Agarosegel zwei Banden deutlich sichtbar. Es handelt sich hierbei um die
28S- und die 18S- ribosomale RNA (rRNA). mRNA kann ausschlieBlich mit sehr sensitiven
Methoden detektiert werden, da in einer gesamt-RNA Probe lediglich 1- 3% mRNA

vorhanden sind. Die Mehrheit mit >80% stellt die rRNA dar. Das Intensitatsverhaltnis der
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beiden Banden sollte dabei 2:1 betragen, was fur die Reinheit der RNA spricht. Fir ein 1%-
iges w/v Agarosegel wurden dabei 1 g Agarose, 10 ml 1x MOPS-Puffer, 5 ml Formaldehyd
und 85 ml DEPC-Wasser gemischt. Die RNA Proben (2- 10 pg) in einem Volumen von 10 pl
wurden mit 10 ul RNA-Auftragspuffer bei 75°C fir 4 min im Heizblock erhitzt. AnschlieRend
wurde dem Ansatz 1 upl Ethidiumbromid hinzugefugt und die Proben auf das Agarosegel
aufgetragen. In einer horizontalen RNA-Gelelektrophoresekammer mit 1x MOPS als
Laufpuffer wurden die Proben bei einer Spannung von 50 V fir 2 h aufgetrennt.
AnschlieRend wurde das Gel unter einem UV-Transilluminator analysiert und zur

Dokumentation fotografiert.

2.2.2.6 Reverse Transkription

Um die Transkription eines Gens untersuchen zu kénnen, muss zunachst die RNA in cDNA
umgeschrieben werden. Mit Hilfe der reversen Transkriptase PCR, die RNA mittels RNA-
abhangiger DNA-Polymerase in cDNA ubersetzt, entsteht somit ein Ausgansprodukt dessen
spezifische Sequenzen in einer PCR weiter untersucht werden konnen. Die Herstellung der
cDNA (1 pg) aus RNA erfolgte mit dem ,Revert Aid H Minus 1° Strand cDNA Synthesis Kit”.
Hierfur wurden 1 pl Oligo(dT)igPrimer mit 1 ug RNA gemischt und auf ein Volumen von 12 pl
mit HyOgest aufgefillt. Der Ansatz wurde gemischt, bei 65°C fuar 5 min erhitzt und
anschlieRend zentrifugiert und auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurde der Master Mix

nach folgendem Protokoll pipettiert:

5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1l
10 mM dNTP mix 2 ul

RevertAid H Minus M-MulV Reverse Transkriptase 1l

Volumen 8 ul

Der Master Mix wurde zu dem Ansatz gegeben, kurz gemischt und bei 42°C fir 60 min
inkubiert. Die Proben wurden erneut bei 70°C erhitzt und entweder weiter verarbeitet oder
bei -20°C gelagert. Um Kontaminationen mit DNA auszuschlieRen wurde jedem
Versuchsansatz eine Negativkontrolle mitgefuhrt, wobei die RNA durch ein entsprechendes

Volumen an H,0qest €rsetzt wurde.
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2.2.2.7 Real-Time quantitative PCR

Die Real-time quantitativer PCR erlaubt neben der Vervielfaltigung von Nukleinsduren
zusatzlich deren Quantifizierung. Die relative Expression der unterschiedlichen Gene wurde
mittels Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green [) analysiert. Nach dem Binden des Farbstoffes an
die doppelstrangige DNA nimmt die Intensitat des Farbstoffes um ein Vielfaches zu und
steigt wahrend der Extensionsphase durch das zusatzliche Binden an neu entstandene PCR-
Produkte weiter an. Dieses Fluoreszenzsignal wird anschliefend gemessen und ausgewertet.
Die Versuche wurden mit dem LightCycler480 (Roche) und dem SYBR Green | Kit der Firma

Roche durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde dabei nach folgendem Schema pipettiert:

H2Odest 6 pl
Lforward“ Primer (25 uM) 1l
Lreverse” Primer (25 uM) 1l
Master Mix 10 pl
cDNA (40 ng) 2 ul
Volumen 20 pl

Um potentielle Kontaminationen des Master Mixes bzw. der cDNA auszuschlieRen wurde
eine Leerprobe (keine DNA) zugefugt. Die Real-time PCR wurde mit 45 Zyklen durchgefihrt.
Nach Beendigung der Reaktion konnten die Ct-Werte anhand der Messdaten mit Hilfe der
LightCycler480 Software release (Version 1.5.0) berechnet werden. Alle Proben wurden in
Duplikaten pipettiert und das ,house-keeping” Gen HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase) als Kalibrator fur die Normalisierung verwendet. Die Daten wurden relativ
quantifiziert mittels AACt-Methode, mittels GraphPad Prism 5 statistisch ausgewertet und

graphisch dargestellt. Alle Exprerimente wurden dreimal wiederholt.

2.2.2.8 Amplifikation von DNA/cDNA-Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion

(»polymerase chain reaction”, PCR)

Mittels PCR lassen sich in vitro DNA-Bereiche zwischen zwei bekannten Regionen
amplifizieren. In mehreren Zyklen werden dabei die folgenden Schritte wiederholt:
Denaturierung der DNA-Strange, Hybridisierung der Oligomere an den Matrizen-Strang und

Synthese des komplementaren Stranges durch Elongation der Oligomere. Dadurch wird der
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Sequenzbereich zwischen den Oligonukleotiden exponentiell amplifiziert. Der allgemeine

PCR-Ansatz in einem Reaktionsvolumen von 25 ul wurde dabei wie folgt angesetzt:

DreamTaq"™ Green PCR Master Mix (Fermentas) 12,5 ul
sense Primer (10 uM) 2ul
anti-sense Primer (10 uM) 2 ul
DNA (hier: 50 ng) 1pl
H2O0est 75ul
Volumen 25 pl

Die Synthesereaktion erfolgte in der PCR Maschine (VWR) mittels folgenden
Syntheseprotokolls:

Erste Denaturierung 5min 95°C

Amplifikation 25-35 Zyklen 1 min 30 sec 95°C (Denaturierung)
1 min 30 sec x°C (Hybridisierung)
2 min 72°C (Elongation)

Finale Elongation 5min 72°C

Die Hybridisierungstemperatur der einzelnen Oligonukleotide richtete sich dabei nach der
jeweiligen Oligomersequenz. Nach Beendigung der Synthese wurde das PCR-Produkt auf ein

Agarosegel aufgetragen, als Nachweis fir die gelungene Amplifikation.

2.2.2.9 Agarosegelelektrophorese von DNA

Mittels Gelelektrophorese kénnen DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld abhangig von
ihrer MolekilgroRe aufgetrennt werden. Das Agarosegel dient dabei als molekulares Sieb
durch das die negativ geladenen DNA-Fragmente wandern koénnen. Dabei werden
hochprozentige Agarosegele (1,5- 2%) zur Auftrennung von kleinen DNA-Fragmenten (<500
bp) und niederprozentige Agarosegele (0,5- 1%) zur Auftrennung von groRen DNA-
Fragmenten (>1000 bp) verwendet. Fir die Gelelektrophorese wurden 1%-ige w/v
Agarosegele mit 1x TBE Laufpuffer und 0,5 pug/ml Ethidiumbromid verwendet. Die DNA-

Proben wurden mit 6x Gelladepuffer versehen, auf das Gel aufgetragen und bei einer
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Spannung von 50- 100 V fir ca. 30 min aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Gele unter

einem UV-Transilluminator analysiert und zu Dokumentationszwecken fotografiert.

2.2.2.10 Photometrische Bestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von RNA, DNA, cDNA und Plasmid-DNA wurde mit dem Nanodrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) bei 260 nm bestimmt. Die Reinheit wurde mit der
Ratio260/280 bestimmt.

2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Immunhistochemie (IHC)

Bei der Immunhistochemie kénnen Proteine in Gewebeschnitten mittels Antikérper-Antigen-
Reaktion sichtbar gemacht werden. Dabei bindet in einem ersten Schritt ein spezifischer
Antikorper (Primarantikérper) gegen ein Epitop, also den bestimmten Bereich eines
Antigens. In einem zweiten Schritt bindet ein Sekundarantikérper, der wiederrum mit einem
Enzym (hier: Peroxidase) gekoppelt ist, spezifisch an den Primarantikérper. Durch eine
Enzym-Substrat (hier: Wasserstoffperoxid)-Reaktion wird ein Chromogen (hier DAB= 3,3'-
Diaminobenzidin) durch Oxidation in einen braunen Farbstoff umgesetzt, der im Gewebe
sichtbar ist. Fiir die Immunhistochemie wurden 3,5 um dicke Schnitte von Formalin fixiertem
und in Paraffin eingebettetem Gewebe erstellt. AnschlieBend wurden die Schnitte in einem
ca. 40°C warmen Wasserbad geglattet, auf Objekttrager aufgezogen und uber Nacht bei 37°C
im Inkubator getrocknet. Fir die Immunhistochemie wurden dabei folgende Schritte im

Einzelnen durchgefuhrt:

1 Deparaffinierung Roticlear 3x 10 min

2 Rehydratation Ethanol 100% 3x 3 min
Ethanol 95% 3 min
Ethanol 70% 3 min
Ethanol 50% 3 min

3 Waschen H2Ogest 5 min

4 Hitzeinduzierte Antigendemaskierung 1x Citratpuffer 2x 5 min (600 W)

5 Abkihlen Raumtemperatur 15- 20 min

6 Waschen 1x TBST 5 min

7 Permeabilisierung 0,5% TritonX100/PBS 5 min

8 Waschen Waschen 5 min

9 Hydrogen Peroxidase Behandlung 3% H,0, 5 min

10 Waschen AQUagest 5 min
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11 Blocken 1x TBST/3% BSA 1h

12 Primarantikorper AK in 1x TBST/3% BSA tber Nacht

13 Waschen 1x TBST 2x 5 min

14 Sekundarantikérper 1h

15 Waschen 1x TBST 2x5min

16 DAB Reaktion 1-2 min

17  Stoppen der DAB Reaktion in Wasser

18 Hamatoxylin 15 sec

19 Waschen H,0gest 15 min

20 Dehydratation Ethanol 70% 3 min
Ethanol 95% 3 min
Ethanol 100% 3x 3 min
Roticlear 3x 5 min

21 Fixierung Mounting medium

2.2.3.1.1 Quantifizierung der Kif20a Immunhistochemie

Fir die Analyse der Kif20a Expression mit dem Uberleben von Patienten mit duktalem
Adenokarzinom wurden Gewebeschnitte immunhistochemisch mit dem polyklonalen Kif20a
Antikorper angefarbt (siehe 2.2.3.1) und von zwei unabhangigen Personen analysiert (D.S,
M.E.). Die Schnitte wurden entsprechend der Anzahl der Kif20a gefarbten Tumorzellen (0-
30%= 1, 31- 60%= 2, 61- 100%= 3) sowie der Intensitat der Kif20a Farbung (schwach= 1,
mittel= 2, stark= 3) ausgewertet. Die Werte der Intensitat bzw. der Flache wurden fiir jeden
Patienten multipliziert und als Kif20a ,tief“ (Wert <6) bzw. Kif20a ,hoch” (Wert >6)

eingeteilt.

2.2.3.1.2 Quantifizierung der PCNA (,Proliferating cell nuclear antigen”)

Immunhistochemie

Fur die Analyse der PCNA Expression wurden Gewebeschnitte wie unter 2.2.3.1 beschrieben
angefarbt und Bilder in 200-facher VergroBerung angefertigt. Funf reprasentative
Bildauschnitte mit je 100 Zellen wurden fur die Evaluierung ausgewahlt und die Gesamtzahl

der PCNA positiv gefarbten Tumorzellen gezahlt.

2.2.3.2 Immunfluoreszenz (IF)

Mittels Immunfluoreszenz kénnen Proteine in Zellen oder Gewebeschnitten durch
Antikorper-Antigen-Reaktion sichtbar gemacht werden. Dabei bindet in einem ersten Schritt
ein spezifischer Primarantikorper an ein Epitop des zu untersuchenden Proteins. In einem

zweiten Schritt bindet ein gegen den ersten Antikérper gerichteter Sekundarantikorper, der
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wiederrum mit einem Fluorochrom gekoppelt ist. Unter dem Immunfluoreszenzmikroskop
kann der Farbstoff sichtbar gemacht werden. Dabei trifft kurzwelliges Anregungslicht auf das
Praparat, dessen gebundenes Fluorochrom angeregt wird und langerwellig fluoresziert. Fur
die Immunfluoreszenz wurden dabei folgende Schritte durchgefihrt: Zellen wurden tber
Nacht auf Objekttragern ausgesat. Der Objekttrager wurde dann mit 1x PBS gewaschen und
die Zellen anschlieRend fur 30 min mit 4% Formaldehyd fixiert. Nach einem weiteren 5min
Waschschritt mit 1x PBS wurden die Zellen far 15 min mit 0,5% TritonX100 behandelt um
diese zu permeabilisieren. Nach einer 30 min Inkubation mit 1x TBST/3%BSA wurde der in 1x
PBS verdinnte Primarantikorper auf die Zellen gegeben und uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die Zellen wurden dann mit 1x PBS/0,1%Tween20 gewaschen, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen, und anschlieRend mit dem Sekundarantikérper fur eine
Stunde im Dunkeln inkubiert. Nach einem finalen Waschschritt mit 1x PBS/0,1%Tween20
wurden die Zellen mit ,Fluorescence Mounting Medium“ fixiert. Dabei enthielt das
»,Mounting Medium“ das 4°,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI), dass zur Farbung der Kerne
verwendet wurde. Die Praparate wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert und zu

Demonstrationszwecken fotografiert.

Tab. 17: Ubersicht der Fluoreszenzfarbstoffe

Fluorochrom Farbe Extinktion Emission
Alexa488 Gran 495 519
Alexa594 Orange-Rot 590 617
DAPI Blau 358 461
Probidiumiodid Rot 535 617

2.2.4 Proteinanalytik

2.2.4.1 Herstellung des RIPA Puffers fiir die Proteinextraktion

Mittels RIPA Puffer kénnen Zellen lysiert und Proteine gelést werden. Dabei werden die
Proteine weder degradiert noch deren biologische Aktivitat zerstért. Fir die Herstellung
eines RIPA-Puffers wurden zunachst 750 mg Tris Baze in 75 ml Wasser gegeben und
anschlieRend 900 mg NaCl unter standigem Rihren darin gelost. Der pH-Wert wurde dabei

mit 5 M HCL auf 7,4 eingestellt. Nach dem vollstandigen Lésen der Feststoffe wurden 10 ml
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10% NP-40 und 2,5 ml 10% Na-deoxycholate unter standigem Rihren zur L6sung gegeben. In
einem finalen Schritt wurden 1 ml 100 mM EDTA zum Ansatz pipettiert und das Volumen auf
100 ml mit destilliertem Wasser eingestellt. Der RIPA-Puffer wurde dann bis zur weiteren
Verwendung bei 2- 8°C gelagert. Direkt vor Gebrauch des RIPA-Puffers wurden diesem noch
folgende Substanzen in einer Konzentration von 1 pg/ml hinzugefugt: je 100 pl Aprotinin,
Leupeptin, Pepstatin, sowie je 500 ul PMSF, Na3VO, und NaF. Dabei handelt es sich um
Inhibitoren (Proteinasen, Phosphatasen), welche zum einen die Proteolyse verhindern, und

zum anderen die Phosphorylierung von Proteinen aufrechterhalten sollen.

2.2.4.2 Herstellung von Proteinlysaten

Fur die Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen, frisch
angesetzter RIPA-Puffer dazu gegeben und die adharenten Zellen mit einem Zellschaber von
der Zellkulturschale abgekratzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer 1 ml Insulinspritze
resuspendiert und bei 4°C ftr 15 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, um das Zelllysat von den

Zellfragmenten zu trennen. Der Uberstand wurde weiter verarbeitet oder bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Methode. Dazu wurde
eine BSA-Standard Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 0,125 ug/ul bis 2 ug/ul
hergestellt. Die Reagenzien A und B des ,,Pierce BCA Protein Assay Kit” wurden anschlieRend
im Verhaltnis 1:50 gemischt und je 200 pl/Loch einer 96-Loch Platte vorgelegt. Je 5 ul des zu
untersuchenden Proteinlysats sowie 5 ul der Standards wurden in Duplikaten zu den ,wells”
pipettiert und die Platte im ELISA-Reader bei 595 nm gemessen. Mittels der erstellten BSA-
Standard-Eichkurve konnten anschlieRend die jeweiligen Proteinkonzentrationen der Proben

berechnet werden.

2.2.4.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE, sodium dodecyl
sulfate polyacrylamid gel electrophoresis) lassen sich Proteine entsprechend ihrer
molekularen Masse auftrennen [137]. Durch die Vorbehandlung des Proteingemisches mit
dem Detergenz SDS wird a) die Sekundarstruktur der Proteine aufgehoben und b) die
Proteine negativ geladen. Dadurch wird die Wandereigenschaft der Proteine vorwiegend

durch  ihr  Molekulargewicht und nicht durch deren Eigenladung oder
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Aminosaurezusammensetzung bestimmt. Fir die SDS-Page wurden 10%-ige SDS Gele (siehe
Tab. 15) gegossen. Dabei werden in hochprozentigen Gelen kleine Proteine und in
niedrigprozentigen Gelen groRe Proteine aufgetrennt. Die Proteinproben wurden vor dem
Auftragen auf das SDS-Gel mit 6,25 ul ,,4x NuPage LDS Sample Buffer” (Invitrogen) und 2,5 ul
»,NuPage Reducing Agent” (Invitrogen) gemischt und 10 min bei 95°C erhitzt. AnschlieRend
wurden die Proben 5 min bei 4°C inkubiert, kurz auf Eis gestellt und anschlieRend auf das
SDS-Gel aufgetragen. In einer vertikalen Gelelektrophoresekammer mit Laufpuffer wurden
die Proben 55 min bei einer Spannung von 200 V aufgetrennt und fur weitere Western Blot

Experimente eingesetzt.

Tab. 18: Zusammensetzung eines 10%-igen SDS-Gels

Lésung Sammelgel Trenngel
H2Odest 1,5ml 3,3ml
30% Bis-Acrylamid 330 ul 2,8 mi

4x Upper Tris (pH 6,8) 625 ul -

4x Lower Tris (pH 8,8) - 2,8 ml
SDS 10% 25 ul 80 ul
APS 10% 20 60 pl
TEMED 2,5 ul 2,5l
Volumen 2502,5 ul 9042,5 ul

2.2.4.5 Transfer von Proteinen auf eine Nitrocellulosemembran (Western Blot)

Um die Identitat elektrophoretisch aufgetrennter Proteine zu untersuchen wurden diese auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Ubertragung der Proteine erfolgte in einer
»,Semi-dry” Blotting Kammer mit Transferpuffer bei einer Spannung von 30 V fur 1,5 h. Nach

dem Transfer wurde die Membran far Immundetektions-Analysen weiter behandelt.

2.2.4.6 Immundetektion von Proteinen (Immunblotanalyse)

Bei der Immundetektion wurden die auf die Membran transferierten Proteine mittels
Antigen-Antikorper Reaktion sichtbar gemacht. Dabei bindet in einem ersten Schritt ein
spezifischer Antikorper die immobilisierten Antigene auf der Membran und in einem zweiten

Schritt wird dieser wiederum von einem Sekundarantikorper erkannt, der an eine
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Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Durch diese enzymatische Aktivitat werden die
Antigenbanden detektiert. Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese
zweimal kurz mit 1x TBS gewaschen. Die freien Bindungsstellen wurden durch die Inkubation
mit 5%-iger Milch/TBST Lésung (Blocking Puffer) fur 20 min bei Raumtemperatur abgesattigt.
Aufgrund der starken Phosphorylierung vieler Milchproteine wurde bei der Verwendung von
Antikérpern gegen phosphorylierte Proteine die Membran mit einer 5%-igen BSA/TBST
Losung geblockt. Der erste Antikérper wurde in 5%-iger Milch/TBST- bzw. 5%-iger BSA/TBST
Losung verdinnt und die Membran fir min 2 h bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4°C
unter standigem Schitteln inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit 1x TBST fur 10 min
wurde der Gberschussige Primarantikorper von der Membran entfernt. AnschlieRend wurde
der HRPT-gekoppelte Spezies-spezifische Sekundarantikérper, der ebenfalls mit Blocking-
Puffer verdunnt wurde, dazu gegeben und die Membran fir eine Stunde unter standigem
Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Vor der Detektion mit dem ,ECL-Kit“ (Invitrogen)
wurde ein dreimaliger Waschschritt mit 1x TBST fur 10 min durchgefuhrt. Fir die Detektion
wurden die ECL Reagenzien A und B im Verhaltnis 1:1 gemischt und fur eine Minute auf die
Membran gegeben. AnschlieRend wurde der Blot luftblasenfrei in eine Klarsichtfolie gelegt
und auf einem Rontgenfilm exponiert. Sollte dieselbe Membran mit einem weiteren
Antikorper inkubiert werden, wurde diese zunachst fur 10 min mit 0,2 M NaOH-Lésung bei
Raumtemperatur behandelt, um die bereits gebundenen Antikérper zu entfernen. Nach
einem dreimaligen Waschschritt fur 10 min mit 1x TBST konnte die Membran erneut

geblockt und mit einem Antikérper inkubiert werden.
2.2.5 In vitro Analysen

2.2.5.1 Transfektion mit SiRNA

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen genetischen Materials in eukaryotische
Zellen. Es kénnen hierbei Plasmide fiir die Uberexpression von Genen oder siRNA (,,small
interfering RNA“) fur die Hemmung solcher eingeschleust werden. Die Hemmung der
Genexpression spezifischer Gene durch RNA Molekile wird als RNA- Interferenz bezeichnet
[138]. siRNAs sind kleine RNA Molekile, die komplementar an Strukturen der mRNA Binden
und diese durch verschiedenste zellulare Mechanismen degradieren. Daraus folgert eine
spezifische Unterdriickung der Genexpression. Fir die Transfektion von humanen

Pankreaskarzinomzellen wurden am Tag zuvor Zellen mit einer Dichte von 50x10° Zellen/
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Loch einer 6-Loch Schale ausgesat und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fir die
Transfektion wurden zunachst 20 uM der siRNA zusammen mit 16 ul Transfektionsreagenz
[hier: ,HiPerFect Transfection Reagent” (Qiagen)] und 77 ul serumfreien Medium versetzt
und kurz gevortext. AnschlieBend wurde der Ansatz 10 min bei Raumtemperatur inkubiert
und wahrenddessen das Medium der Zellen durch serumfreies Medium ersetzt. Nach der
Inkubationszeit wurde der Reaktionsansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben und diese
fur 5 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde das serumfreie Medium durch
serumhaltiges Medium ausgetauscht und die Zellen weitere 68 h im Brutschrank inkubiert.

Die Suppression der Proteine erfolgte 48- 72 h nach der Transfektion.

2.2.5.2 Transfektion mit eine Expressionsvektor ,,Human cDNA clone (ORF with C-terminal

GFP tag)” (Origene)

Far die Transfektion mit dem Expressionsvektor wurden am Vortag Zellen mit einer Dichte
von 75x10° Zellen/ Loch einer 6-Loch Schale ausgesit und wber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Fir die Transfektion wurden 2 pg Expressionsvektor mit 100 ul OPTI-
MEM | (GIBCO) versehen, kurz gemischt, anschlieBend 6 ul Transfektionsreagenz [hier:
,HiPerFect Transfection Reagent” (Qiagen)] dazu gegeben, kurz gevortext und der Ansatz fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

CMY promater

WPLE
A B T7 promoter

AP~ %@%ﬁ f 4

¢ 1

[
g
=
.,  PCMV6-AC-GFP § |5 RG201100 g
g 6.6 kb el e =
u‘ Rar 1
Ml |
Net | %,
% ¥ho l
a P | b

J 5 .
L svio o SR 2 T

Pyl sigral

Abb. 11: A, Expressionsvektor pCMV6-AC-GFP und B, Kif20a Expressionsvektor; Firma Origene

Wahrend dessen wurde das serumhaltige Medium der Zellen durch serumfreies Medium
ersetzt. Nach der Inkubationszeit wurde der Reaktionsansatz tropfenweise auf die Zellen
gegeben und bei 37°C fur 5 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium
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durch serumhaltiges Medium ersetzt und die Zellen fur weitere 24- 48 h im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Fur die Versuche wurde der Expressionsvektor pCMV6-AC-GFP der Firma
Origene verwendet, der neben einer Ampicillin-Resistenz und einer GFP-Markierung die
humane Kif20a Sequenz enthalt (Abb. 11).

2.2.5.3 Synchronisation von Krebszellen

Um Zellen in verschiedenen Zellzyklusstadien untersuchen zu kénnen, mussen sie in
verschiedenen Stadien synchronisiert werden. Mittels doppeltem Thymidinblock kénnen
Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert werden. Das Ribonukleotid Thymidin wirkt
dabei als allosterischer Inhibitor auf die Ribunukleotid-Reduktase. Durch einen Uberschuss
an Thymidin wird die Synthese von Pyrimidinnukleotiden unterbunden. Dadurch wird die
DNA-Synthese gehemmt und die Zellen am G1/S-Checkpoint synchronisiert. Ein doppelter
Thymidinblock wurde durchgefiihrt, um alle Zellen zu erreichen und zu arretieren. Hierfir
wurden die Zellen far 20 h mit 2,5 mM Thymidin inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS wurden die Zellen fuar 9 h mit Standardmedium versehen. AnschlieRend erfolgte ein
erneuter Inkubationsschritt mit 2,5 mM Thymidin far 16 h. Nach einem weiteren
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen bis zur endgultigen Analyse mit Standardmedium

versehen.
2.2.6 Biologische Analysen

2.2.6.1 Proliferationsassay (MTT-Assay)

Um den Effekt von Substanzen auf die Proliferation von Zellen zu untersuchen, kann ein
MTT-Assays durchgefuhrt werden. Das Prinzip des Testes beruht dabei auf der Spaltung des
gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
in das blau-violette, wasserunlésliche Formazan durch die Succinat Dehydrogenase. Diese
zelluldre Reduktion wird ausschlieRlich von metabolisch aktiven Zellen durchgefuhrt und
benotigt die Co-Faktoren NADH und NADHP. Durch die Zugabe von Isopropanol zu den
Formazan-Kristallen werden diese gelost und die Konzentration der resultierenden gefarbten

Lésung im ELISA-Reader (Thermo Scientific) bei 570 nm photometrisch gemessen.
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2.2.6.2 MTT-Assay nach Transfektion mit SiRNA oder Expressionsvektor

Um den Einfluss der Runter- oder Uberregulierung eines Gens auf die Zellproliferation zu
untersuchen wurden die Zellen, wie unter 3.1.4.3 beschrieben, vorbehandelt. 24 h vor
Inkubationsende wurden die Zellen in Mikrotiterplatten (,,96-well“) mit einer Zelldichte von
5x10° Zellen/Loch in 100 pl Kulturmedium ausgesit und 24 h bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden 10 pl/Loch der MTT-Lésung zu den Zellen
gegeben und die Platte fur 4h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium
abgesaugt und die Platte erneut fir 30 min bei 37°C getrocknet. In einem finalen Schritt
wurden 100 ul Isopropanol pro Loch pipettiert und die Platte far 5 min bei 300 rpm
geschuttelt. Der Ansatz wurde in einem ELISA-Reader (Thermo Scientific) bei 570 nm

gemessen u nd ausgewertet.

2.2.6.3 MTT-Assay nach Runter- oder Uberregulierung eines Gens mit zusitzlicher

Zytostatika Behandlung (Taxol/Gemcitabine)

In diesen Versuchen wurde der zusatzliche Effekt der Zytostatika Taxol und Gemcitabine auf
bereits transfizierte Zellen (SIRNA/ Expressionsvektor) untersucht. Die Zellen wurden
zunachst wie unter 3.1.4.3 beschrieben, vorbehandelt. 24 h vor Inkubationsende wurden die
Zellen gesplittet und auf Mikrotiterplatten (,96-well“) mit einer Zelldichte von 5x10°
Zellen/Loch ausgesat. Zusatzlich wurde zu den Zellen in Versuch 1: Taxol (2 uM, 20 uM) und
in Versuch 2: Gemcitabine (10 pM, 50 pM, 100 uM, 500 pM, 1000 uM) gegeben und die
Platten fur 24 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die weitere Durchfihrung und

Auswertung des MTT-Assays erfolgte wie unter 2.2.5.1 beschrieben.

2.2.6.4 Migrationsassay

Mittels Migrationsassay sollte die Auswirkung der Runter- bzw. Uberregulierung von Kif20a
auf die Migration von Krebszellen in vitro untersucht werden. Fur die Migrationsversuche
wurden Migrations-Platten (,,24-Multiwell Insert System*) der Firma BD verwendet und laut
Herstellerprotokoll verfahren. Die Zellen wurden vorab wie unter 2.2.5.1 bzw. 2.2.5.2

beschrieben behandelt.

2.2.6.5 Invasionsassay

Um die Invasionsfahigkeit von Krebszellen nach Transfektion zu untersuchen, wurden
Matrigel beschichtete ,Insert Systems” (, 24-multiwell insert systems with matrigel”) der
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Firma BD verwendet. Dabei handelt es sich um kleine Inserts, die eine PET Membran mit 8
um groBen Poren enthalten. Diese Membran ist mit einer didnnen Schicht Matrigel
beschichtet, die in vitro als eine rekonstituierte Basalmembran fungiert. Durch die
Beschichtung mit Matrigel werden nicht invasive Zellen davon abgehalten, durch die
Membran zu wandern. Invasive Zellen (maligne und nicht maligne) kénnen durch das
Matrigel wandern und die Membran passieren. Die Versuche wurden laut
Herstellerprotokoll durchgefihrt. Vorab wurden die Zellen wie unter Punkt 2.2.5.1

beschrieben, behandelt.

2.2.6.6 Motilitatsanalysen mittels , Time- lapse“-Mikroskopie

Das Prinzip der ,time lapse“-Mikroskopie beruht auf der Aufnahme einer bestimmten Zelle
oder Zellpopulation tber einen bestimmten Zeitraum. Dabei wird das Objekt bei gleichen
Einstellungen und gleicher Position in bestimmten Intervallen gescannt. Dadurch kénnen
dynamische Vorgange innerhalb einzelner Zellen oder zwischen Zellpopulationen verfolgt
werden. Mittels des ,Manual Tracking” Programms konnen bestimmte Zellen ausgewahlt
und Gber einen Zeitraum verfolgt werden. Somit lassen sich mit einem weiteren
»,Chemotaxis“-Programm die Geschwindigkeit, die zuriickgelegte Distanz sowie die
Richtungsabhangigkeit der Zellen berechnen und statistisch auswerten. Hierfir wurden die
Zellen wie unter 2.2.5.1 beschrieben behandelt und 16 h bevor die Runterregulierung ihr
Maximum (hier: 72 h) erreicht hatte, in einer Dichte von 50.000 Zellen/ Loch einer 6-Loch
Schale ausgesat. AnschlieBend wurde die Bewegung der Zellen mittels Mikroskop fur 22 h
aufgenommen. Die Auswertung der Zellen erfolgte mittels ,Manual Tracking Program”

(Image J software) sowie einem ,,Chemotaxis tool” der Firma Ibidi.

2.2.6.7 Zellzyklusanalysen mittels ,,Fluorescence activated cell sorting” (FACS)

Mittels Propidiumiodid (PI)- Farbung lassen sich die einzelnen Zellzyklusstadien, durch die
Bestimmung des DNA-Gehalts der Zellen, genauer untersuchen. Dabei bindet PI
stéchiometrisch an die DNA. Uber die Menge des Farbstoffs kann anschlieRend mittels FACS
Analyse der Gehalt der DNA berechnet werden. Dafir wurden die behandelten Zellen
trypsiniert, mit PBS gewaschen und anschlieBend in 300 ul PBS resuspendiert. AnschlieRend
wurden 700 ul eiskalter Ethanol zu der Zellsuspension gegeben und diese mindestens 4 h bei
4°C fixiert (die Zellen waren nun bis zu 4 Wochen bei 4°C haltbar). Fur die FACS Analyse

wurden die Zellen 4 min bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt.
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Das Pellet wurde mit PBS gewaschen und erneut fir 4 min bei 1200 rpm zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 400 ul PBS (plus 10 mg/ml
RNAseA) resuspendiert. Durch die Zugabe der RNAseA wurden unspezifische RNA Molekiile
durch hydrolytische Spaltung der Phosphodiesterbindung abgebaut. Nach dem Inkubieren
der Zellsuspension fiir 30- 45 min bei 60°C wurden die Zellen mit 2 pg/ml Pl gefarbt und
mittels FACS-Gerat analysiert.

2.2.6.8 Apoptose Assay

Um lebende Zellen von Zellen zu unterscheiden, die sich in der Apoptose befinden, gibt es
unterschiedliche Maglichkeiten. In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Bestimmung von
apoptotischen Zellen Immunfluoreszenz- Farbungen mittels ,Cleaved Caspase 3“
durchgefuhrt. In lebenden Zellen gibt es sogenannte Initiator-Caspasen (Caspase 8 und 9),
die durch eine Reihe von Enzymkaskaden aktiviert werden und daraufhin Effektor-Caspasen
(Caspase 3, 6, 7) spalten. Durch die Spaltung der Effektor-Caspasen werden diese wiederum
aktiviert und spalten zelleigene Proteine wie Laminin und Aktin. Zudem werden Nukleasen
aktiviert, die im Rahmen der Apoptose nukleare DNA spaltet. Mittels Immunfluoreszenz lasst
sich die gespaltene Caspase 3 (hier: ,Cleaved Caspase 3“) als Farbung sichtbar machen.
Hierfir wurden die Zellen wie unter Punkt 2.2.3.2 beschrieben behandelt und anschlieRend

unter dem Mikroskop analysiert.

2.2.6.10 Graphische Darstellung und statistische Analysen

Alle Versuche wurden dreimal unabhangig voneinander wiederholt und statistisch sowie
grafisch mit dem Programm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
ausgewertet. Vergleiche von demographischen und Klinischen Parametern zwischen
Gruppen, wurden mittels ,Fisher Test” und ,,Chi-Quadrat Test” durchgefihrt. Die Korrelation
der Kif20a Expression mit dem Uberleben von Patienten mit duktalem Adenokarzinom
wurde mittels ,Kaplan- Meier“ Methode und ,Log rank test” analysiert. Beim Vergleich von
zwei Gruppen wurden Medianwerte als ,Cut-off“ Limits verwendet. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwertes (,standard error of the mean“, SEM)
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit p < 0,05 akzeptiert und sind mit

einen Stern (*) indiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Kif20a Expression in humanem Pankreasgewebe und

Karzinomzelllinien

3.1.1 Kif20a Expression in humanem Pankreasgewebe

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an Formalin-fixierten und in Paraffin
eingebetteten Geweben durchgefuhrt. Fur die Untersuchungen wurden Schnitte mit
normalem Pankreasgewebe (n= 5), chronischer Pankreatitis (n= 10), interepithelialen

Neoplasien (PanIN) (n=5), sowie duktalem Adenokarzinom (n= 10) verwendet.

3.1.1.1 Gesunder Pankreas

Die Analysen des gesunden Pankreasgewebes zeigten eine schwache zytoplasmatische
Kif20a Farbung des azinaren Gewebes, der duktalen Zellen, sowie der Inselzellen. GefaRke

und Nervenzellen zeigten keinerlei positive Farbung (Abb. 12). Eine Farbung der Nuklei

konnte nicht detektiert werden.

Abb. 12: Immunhistochemische Analysen von Kif20a in gesundem Pankreas. Formalin-fixierte
Paraffinschnitte wurden mit einem Antikorper gegen Kif20a inkubiert und mit Hamatoxylin
gegengefarbt. Die histologische Farbung zeigte eine schwache zytoplasmatische Kif20a Lokalisation in
allen duktalen sowie azinaren Strukturen. Inselzellen wiesen eine etwas starkere Kif20a Farbung auf.
VergroRerung x100

3.1.1.2 Chronische Pankreatitis

Gewebeschnitte mit chronischer Pankreatitis zeigten eine starkere zytoplasmatische Kif20a
Farbung in Azinus- und duktalen Zellen im Vergleich zu gesundem Gewebe. Die GefaRe und
die Inselzellen waren in den chronischen Pankreatitis Proben deutlich starker gefarbt. Eine
Farbung der Kerne wurde nicht beobachtet (Abb. 13).
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Abb. 13: Immunhistochemische Analysen von Kif20a in chronischer Pankreatitis. Formalin-fixierte
Paraffinschnitte wurden mit einem Antikérper gegen Kif20a inkubiert und mit Hamatoxylin
gegengefarbt. Eine starkere zytoplasmatische Kif20a Farbung konnte sowohl in den Inselzellen als
auch in den azinaren und duktalen Strukturen detektiert werden. Die Kerne waren dabei nicht
gefarbt. VergroBerung x100 (A), x200 (B, C).

3.1.1.3 PanIN Lasionen

In PanIN Lasionen konnte eine deutliche zytoplasmatische Kif20a Farbung beobachtet
werden, die je nach untersuchtem Praparat unterschiedlich stark ausfiel. Circa 80% der
Praparate wiesen eine starke zytoplasmatische Kif20a Farbung der PanIN Lasionen sowie der
Inselzellen auf (Abb. 14A). In weniger als 1% der Zellen konnte zudem eine positive
Kernfarbung detektiert werden (Abb. 14B, rote Pfeile). Ein Funftel der angefarbten Schnitte

zeigte eine sehr schwache zytoplasmatische Kif20a Farbung, sowohl in den Bereichen mit

PanIN Lasionen als auch in den Inselzellen. Zellen des umliegenden Stromas wurden nicht

angefarbt (Abb. 14C).

Abb. 14: Immunhistochemische Analysen von Kif20a in verschiedenen PanIN L&sionen des
Pankreas. Formalin-fixierte Paraffinschnitte wurden mit einem Kif20a Antikérper inkubiert und mit
Hamatoxylin gegengefarbt. A, eine starke zytoplasmatische Kif20a Expression konnte in den PanIN
Lasionen festgestellt werden. B, circa 1% der Kerne waren Kif20a positiv. C, umliegende Zellen des
Stromas waren nicht angefarbt. VergroRerung x100 (A, C), x200 (B).

3.1.1.4 Duktales Adenokarzinom

Im Karzinomgewebe konnte eine starke Kif20a Farbung in den Tumorzellen festgestellt
werden, die je nach Praparat leichte Schwankungen der Farbintensitat aufwies. Dabeli

zeigten 80% der Praparate eine sehr starke Kif20a Farbung der Tumorzellen, die vor allem im
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Zytoplasma nachgewiesen werden konnte. Inselzellen sowie GefaRe zeigten ebenfalls eine
starkere Kif20a Farbung. In diesen Praparaten konnte zudem in circa 5% der Tumorzellen
eine deutliche Kernfarbung beobachtet werden. Zellen des umliegenden Stroma waren je
nach Gewebeprobe schwach oder gar nicht angefarbt (Abb. 15A). Die restlichen 20% der
untersuchten Praparate wiesen eine mittlere bis schwache Kif20a Farbung auf, wobei hier
ebenfalls die Farbung des Zytoplasmas dominierte (Abb. 15B). Lediglich in ungefahr 5% der

Tumorzellen konnte ebenfalls ein Kif20a Farbung der Nuklei identifiziert werden (Abb. 15C).

Abb. 15: Immunhistochemische Analysen von Kif20a im Tumorgewebe des Pankreas. Formalin-
fixierte Paraffinschnitte wurden mit einem Kif20a Antikérper inkubiert und mit Hamatoxylin
gegengefarbt. A, eine starke zytoplasmatische Kif20a Farbung wurde in den Tumorzellen sowie den
Inselzellen detektiert (roter Pfeil). B, einige Praparate zeigten eine schwache Kif20a Farbung des
Zytoplasmas. C, circa 5% der Zellen wiesen zudem eine deutliche Kif20a Farbung des Nukleus auf.
VergroRerung x100 (A, B), x400 (C).

3.1.2 Kif20a Expression in humanen Karzinomzelllinien des Pankreas

Far die in vitro Studien standen in der vorliegenden Arbeit sechs verschiedene
Pankreaskarzinomzelllinien zur Verfigung. Dabei handelte es sich im Einzelnen um die drei
duktalen Adenokarzinom (PDAC) -Zelllinien T3M4, SU86.86 und Panc-1, sowie die beiden
neuroendokrinen (NET) Karzinomzelllinien CM und QCP. Im Folgenden wurden diese
Zelllinien mittels QRT-PCR sowie Immunblot Analysen auf ihre Kif20a Expression untersucht.
Als Referenz bzw. fur die Normalisierung wurde die Zelllinie HPDE verwendet bei der es sich
um eine immortalisierte humane duktale Epithelzelllinie des Pankreas handelt. Als interne
Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Fiir die QRT-PCR Analysen wurden vorerst Primer-
Effizienz Untersuchungen far Kif20a und HRPT, das als interne Referenz verwendet wurde,
durchgefuhrt. Zuerst wurden Qualitatsprifungen der extrahierten RNA aus den
Karzinomzelllinien ausgefuhrt. Dafur wurde die extrahierte RNA auf ein Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Bei einer qualitativ hochwertigen RNA sind
dabei zwei Banden sichtbar. Es handelt sich hierbei um die 28S- und die 18S- ribosomale
RNA. Das Intensitatsverhaltnis der beiden Banden sollte dabei 2:1 sein, was deutlich zu
erkennen war (Abb. 16).

49



3 Ergebnisse

<€— 28SrRNA

<€— 18SrRNA

Abb. 16: Agarosegel von extrahierter RNA aus Karzinomzelllinien. Die obere Bande stellt dabei die
28S ribosomale RNA (rRNA), die untere Bande, die 18S rRNA da. Das Intensitatsverhaltnis von 2:1 ist
ein Zeichen fir eine qualitativ hochwertig extrahierte RNA.

3.1.2.1 Kif20a Expression in humanen duktalen Adenokarzinom (PDAC)-Zelllinien

Die Immunblot Analysen der PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) zeigten ein
heterogenes Kif20a Expressionsmuster. Deutlich zu erkennen war eine Bande, die eine
ProteingroRe von 100 kDa darstellte (Abb. 17A). Die QRT-PCR Untersuchungen ergaben
ebenfalls ein sehr heterogenes Muster (Abb. 17B). Bei der relativen Quantifikation der Kif20a
Expression, bei der die Werte gegen die HPDE Zelllinie normalisiert wurden, zeigte die T3M4
Zelllinie die hochste Expression. Die Kif20a Expression war 2,5- fach hoher als die der HPDE
Zelllinie. Die Zelllinie SU86.86 zeigte eine 1,2- fach héhere Kif20a Expression als die HPDE
Zellen. Lediglich die Panc-1 Zellen wiesen eine 20%-ig geringere Kif20a Expression auf, im
Vergleich zu den HPDE Zellen.
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Abb. 17: Kif20a Expression in PDAC- Zelllinien. A, Kif20a Immunblot; a-Tubulin diente als interne
Ladekontrolle. B, Kif20a QRT-PCR; normalisiert gegen HPDE.

3.1.2.2 Kif20a Expression in humane neuroendokrinen Karzinomzelllinien (NET)

Die Immunblot Analysen der NET- Zelllinien (CM, QCP) ergaben ebenfalls ein heterogenes
Kif20a Expressionsmuster (Abb. 18A). Die Western Blot Ergebnisse zeigten eine Bande, die
bei einer ProteingroRe von 100 kDa lag. Die Ergebnisse der QRT-PCR Analysen ergaben fur
die Zelllinien eine geringere Kif20a Expression im Vergleich zu den HPDE Zellen (Abb. 18B).
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Die Zelllinie QCP wies dabei ein 40%- iges und die Zelllinie CM ein 60%-iges Kif20a RNA Level

auf.
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Abb. 18: Kif20a Expression in NET- Zelllinien. A, Kif20a Immunblot; a-Tubulin wurde als interne
Ladekontrolle verwendet. B, Kif20a QRT-PCR; normalisiert gegen HPDE.

3.2 Lokalisation des Kif20a Proteins in PDAC-Zelllinien

Um die Kif20a Expression innerhalb von Tumorzellen darstellen zu kénnen wurden
Immunfluoreszenz Analysen durchgefuhrt. Hierfur wurden zwei PDAC- Zelllinien des
Pankreas (SU86.86 und Panc-1) untersucht. Als Referenz dienten HPDE Zellen. In Abbildung
19 ist die Kif20a Farbung in SU86.86 bzw. Panc-1 dargestellt. Aufgrund der Assoziation von
Kif20a mit den Mikrotubuli wurde eine Doppelfarbung mit a-Tubulin durchgefiihrt. Neben
der deutlich zu erkennenden Kernfarbung wurde eine Gber das ganze Zytoplasma granulare
Kif20a Farbung festgestellt.

200x

Panc-1

200% 200
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Abb. 19: Immunfluoreszenz Analysen von Kif20a in Tumorzellen des Pankreas (SU86.86, Panc-1).
Formaldehyd fixierte Tumorzellen wurden mit einem Kif20a Antikérper sowie a-Tubulin inkubiert.
Eine starke Kif20a Farbung konnte sowohl granular Gber das ganze Zytoplasma verteilt, sowie im
Nukleus festgestellt werden. Die Gegenfarbung mit a-Tubulin wies eine deutliche Uberlappung der
beiden Expressionsprofile auf. VergréRerung 200-fach.
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Die Fluoreszenz Analysen der HPDE Zellen ergaben ein ahnliches Ergebnis der Kif20a
Farbung. Deutlich starker war auch hier der Zellkern im Gegensatz zum Zytoplasma

angefarbt, das ebenfalls granulare Strukturen aufwies (Abb. 20).

200x%

HPDE

Abb. 20: Immunfluoreszenz Analysen von Kif20a in humanen immortalisierten duktalen
Epithelzellen des Pankreas (HPDE). Formaldehyd fixierte HPDES wurden mit einem Kif20a Antikérper
inkubiert. Der Zellkern wurde mit DAPI angefarbt. Eine deutliche Kif20a Farbung konnte sowohl im
Zytoplasma als auch im Kern detektiert werden. VergréRerung 200-fach.

3.3 Etablierung einer temporaren Kif20a Suppression in PDAC- Zelllinien

Um den Einfluss der Kif20a Expression auf Proliferation, Migration sowie die Apoptose zu
analysieren, wurde die Methode des transienten Kif20a ,knock-downs“ verwendet. Dafur
wurde in den PDAC- Zelllinien T3M4, SU86.86 und Panc-1 ein validiertes siRNA-Target fir
Kif20a von der Firma Qiagen verwendet. Zur Uberpriifung der Spezifitat der siRNA fiir Kif20a
wurden die Zelllinien T3M4, SU86.86 und Panc-1 mit dem Konstrukt transfiziert. Nach 24 h,
48 h und 72 h Inkubationszeit wurde jeweils gesamt-RNA aus den Zellen extrahiert, in cDNA
umgeschrieben und in einer QRT-PCR weiter untersucht. Die Ergebnisse der QRT-PCR in
Abbildung 21 zeigen die Reduktion der Kif20a Expression in den unterschiedlichen Zelllinien.
Die beste Kif20a Suppression konnte dabei nach 48h Inkubation detektiert werden. Hier lag
die Kif20a RNA Expression fur die Zelllinie T3M4 nur noch bei 15% (p= 0,08) und fir die
Zelllinie SU86.86 bei 33% (p= 0,15). Die groRte Suppression wurde in der Zelllinie Panc-1
erzielt. Hier lag die Kif20a RNA Expression nach der Transfektion bei 10% (p= 0,07). Als
Kontrolle wurde eine validierte ,AllStar Negative Control siRNA“ der Firma Qiagen

verwendet.
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Abb. 21: QRT-PCR Analysen von cDNA aus Tumorzellen des Pankreas nach Kif20a Suppression. Die
starkste Reduktion der Kif20a Expression konnte fir alle drei PDAC Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1)
zwischen 48 h und 72h festgestellt werden. Als Kontrolle wurde die Zellen mit der ,AllStar Negative
Control siRNA“ der Firma Qiagen transfiziert. N.K.= Negativkontrolle.

Um die Kif20a Reduktion auch auf Protein Ebene zu analysieren wurden die Zellen fir 72 h
mit dem Kif20a siRNA-Konstrukt transfiziert und anschlieBend Proteinlysate gewonnen. Als
Negativkontrolle wurden die Zelllinien mit dem ,AllStar Negative Control siRNA“ der Firma
Qiagen transfiziert. Die Runterregulierung von Kif20a wurde im Immunblot sichtbar gemacht
(Abb. 22). Die verminderte Kif20a Expression in den transfizierten Proben (+) im Vergleich zu
den Negativkontrollen (-) ist anhand der schwacheren Bande zu erkennen. Im Vergleich zur

Kontrolle konnte fur die Zelllinie Panc-1 die schwachste Bande detektiert werden.

T3M4 S5U86.86 Panc-1
siRNA - + - + i +
Kif20a - - R — — €— 100kDa

GAPDH  cussti® wnmpomss TS o .,

Abb. 22: Immunblot Analysen von PDAC Zelllinien nach Kif20a Suppression. Eine deutlich
verminderte Kif20a Proteinexpression konnte in allen drei PDAC Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1)
detektiert werden. Die starkste Runterregulierung von Kif20a war dabei in der Zelllinie Panc-1 zu
beobachten. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der ,AllStar Negative Control siRNA“ der
Firma Qiagen transfiziert. GAPDH diente als interne Ladekontrolle. - = Negativkontrolle, + = siRNA.

Morphologische Veranderungen der PDAC Zelllinien nach Kif20a Runterregulierung konnten

nicht festgestellt werden.
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3.3.1 Funktionelle Analysen von Tumorzellen des Pankreas bei gleichzeitiger Kif20a

Suppression

3.3.1.1 Bestimmung des Einflusses der Kif20a Runterregulierung auf die Proliferation der

Krebszellen

Aufgrund der entscheidenden Bedeutung von Kinesinen, und im speziellen von Kif20a, im
Zellzyklus wurde die Auswirkung der Kif20a Suppression auf die Proliferation der
Karzinomzellen genauer untersucht. Hierfir wurde nach 72-stiindiger Inkubation mit dem

Kif20a siRNA Konstrukt ein Proliferations-Assay (MTT-Assay) durchgefuhrt.
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Abb. 23: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung (MTT-Assay).
Zellen wurden far 72 h mit dem Kif20a siRNA Konstrukt (Qiagen) inkubiert. Als Negativkontrolle
wurden die Zellen mit der , AllStar Negative Control siRNA“ (Qiagen) transfiziert. Proliferation von
PDAC Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) nach Kif20a Suppression. *= signifikant (hier: T3M4: p=
0,0096; Panc-1: p=0,0043).

Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigten eine signifikante Reduktion der Proliferation. Nach
Kif20a Suppression waren lediglich 73% der T3M4 Zellen (p= 0,0096) und Panc-1 Zellen (p=

0,0043) sowie 90% der SU86.86 Zellen (p=0,10) proliferativ aktiv (Abb. 23).

3.3.1.2 Untersuchung der Kif20a Suppression auf die Migration der Krebszellen

Aufgrund der Assoziation von Kif20a mit Mikrotubuli wurde der Einfluss der Kif20a
Runterregulierung in Karzinomzellen auf die Migration untersucht. Die Ergebnisse der
Migrationsversuche zeigten eine signifikante Inhibierung der Migration fur alle drei PDAC-
Zelllinien. Dabei war die groRte Reduktion fur die Zelllinie SU86.86 zu verzeichnen. Lediglich
40% der Zellen wanderten nach der Transfektion durch die Membran (p< 0,0001). T3M4 (p=
0,0048) sowie Panc-1 (p= 0,0020) wanderten zu 50% durch die Membran, nach Kif20a
Suppression (Abb. 24).

54



3 Ergebnisse

[ Kentrolle O Kartrelle 1 Kontrolls
15{1--5'RW” 15[!--3&\;[ Elﬂu_-mﬁ\lﬁ. .

#* ® 3 s & —
= ' ' P f £
< 100 4 S1009 ] 5 100 1
=} = "E'EI.
w I c
an = L]
- i g N o

0 T 4] . i_ od

T3M4 5U86.Bb Pane-1

Abb. 24: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung. Zellen wurden fir 72
h mit dem Kif20a siRNA Konstrukt (Qiagen) inkubiert und die Migration mittels , Migration
Chambers” (BD) analysiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der ,AllStar Negative Control
siRNA“ (Qiagen) transfiziert. Alle drei PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) zeigten eine
signifikante Reduktion der Migration. *= signifikant (hier: T3M4: p= 0,0048; SU86.86: p< 0,0001;
Panc-1: p= 0,0020).

3.3.1.3 Untersuchung der Kif20a Suppression auf die Invasion der Krebszellen

Aufgrund der verminderten Migrationsfahigkeit der Krebszellen nach Kif20a
Runterregulierung sollte zudem untersucht werden, ob die Invasionsfahigkeit der
Krebszellen ebenfalls beeinflusst wurde. Die Daten zeigten, dass nach der Transfektion
lediglich 52% der Panc-1 Zellen (p< 0,01) und 87% der SU86.86 Zellen (p= 0,70) invasiv waren
(Abb. 25).
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Abb. 25: Invasions-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung. Zellen wurden fir 72h
mit dem Kif20a siRNA Konstrukt (Qiagen) inkubiert und die Migration mittels ,Matrigel Invasion
Chambers” (BD) analysiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der , AllStar Negative Control
siRNA“ (Qiagen) transfiziert. Beide PDAC- Zelllinien (Panc-1, SU86.86) zeigten eine Reduktion der
Invasion. *= signifikant (hier: Panc-1: p< 0,01; SU86.86: p=0,70).

3.3.1.4 Untersuchung der Kif20a Suppression auf die Motilitat von Krebszellen

Mittels “Time-lapse”- Mikroskopie wurde die Motilitét der transfizierten Krebszellen
untersucht. Hierfur wurden die Zelllinien Panc-1, bei der die Transfektion mit dem Kif20a
SIRNA Konstrukt zu einer Runterregulierung auf 10% fiihrte und SU86.86, mit einer

Runterregulierung auf 33% als Vergleichszelllinie, ausgewahlt (Abb. 26).
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Abb. 26: “Time-lapse” Mikroskopie (Richtungsabhangigkeit, Distanz, Geschwindigkeit). A, Vergleich
von Kif20a Runterregulierten Panc-1 Zellen mit Kontrollzellen. B, Vergleich von Kif20a supprimierten
SU86.86 Zellen mit Kontrollzellen. Kontrollzellen wurden mit dem “AllStars Neg. Control siRNA”
Konstrukt (Qiagen) transfiziert. *= signifikant (hier: Panc-1: p< 0,001).

Nach Runterregulierung des Kif20a Gens konnte eine Reduzierung der zuriickgelegten
Distanz der Panc-1 Zellen festgestellt werden. Im Vergleich zu den Kontrollzellen wanderten
die Zellen nur noch ein Drittel so weit (p< 0,001). Ebenso die Geschwindigkeit der Zellen
reduzierte sich um 75% (p< 0,001). Durch die reduzierte Streckendistanz, sowie die
verminderte Geschwindigkeit konnte eine Erhéhung der Richtungsabhangigkeit um 50% (p=
nicht signifikant) beobachtet werden (Abb. 26A). Bei der Untersuchung der SU86.86 Zellen
konnte kein Unterschied zwischen den transfizierten Zellen und den Kontrollzellen

beobachtet werden. Sowohl Richtungsabhangigkeit, zurtckgelegte Distanz als auch

Geschwindigkeit waren annahernd gleich (Abb. 26B).

3.3.1.5 Zellzyklusanalysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung

Aufgrund der reduzierten Proliferation nach Runterregulierung von Kif20a wurden zusatzlich
Apoptose Farbungen durchgefihrt. Bereits die DAPI Farbungen zeigten eine Veranderung
der Morphologie der Zellkerne von Kif20a runterregulierten Panc-1 Zellen. Anstatt der

normalen runden Morphologie waren die Zellkerne bohnenférmig gekrimmt (Abb. 27).
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Abb. 27: Immunfluoreszenz von Kif20a runterregulierten Panc-1 und SU86.86 Zellen. Als
Negativkontrolle wurden Zellen mit ,AllStars Neg. Control siRNA“ (Qiagen) transfiziert.
OriginalvergroRerung 200-fach (Panc-1) bzw. 100-fach (SU86.86)

Die Analyse der SU86.86 Zellen zeigte keine Veranderung der Zellkerne. Die Form der
transfizierten Zellen entsprach der der Kontrollzellen (Abb. 27). Neben den Dapi-Farbungen,
die eine erste Charakterisierung der Zellkerne nach Runterregulierung des Kif20a Gens
ermaoglichten, wurden zudem ,,Cleaved Caspase 3“ Farbungen durchgefuhrt. Mittels dieser
Farbung sollte untersucht werden, ob Zellen, die eine abnormale Morphologie der Zellkerne
zeigten, sich in einem apoptotischen Zustand befanden. Die Farbungen gegen das ,Cleaved
Caspase 3“ Protein zeigten, dass sich 22% der transfizierten Panc-1 Zellen bereits in der
Apoptose befanden (Abb. 28). Die Farbung der SU86.86 Zellen zeigte keinen Unterschied

zwischen transfizierten Zellen und Kontrollzellen.
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Abb. 28: Immunfluoreszenz (DAPI, ,Cleaved Caspase 3“) von Kif20a runterregulierten Panc-1 und
SUB6.86 Zellen. Als Negativkontrolle wurden Zellen mit ,AllStars Neg. Control siRNA“ (Qiagen)
transfiziert. OriginalvergroRerung 100-fach.

Zur Validierung der Ergebnisse wurden zusatzlich FACS Analysen durchgefihrt. Dabei sollte
zum einen die genaue Zahl der apoptotischen Panc-1 Zellen untersucht werden und zum
anderen genauer beleuchtet werden, in welcher Zellzyklusphase sich die transfizierten
SU86.86 Zellen befanden. Hierfur wurden die Zellen zuerst in der G1 Phase arretiert, um eine
Synchronisation der Zellen zu gewahrleisten. 72 h nach Transfektion mit dem Kif20a siRNA

Konstrukt wurden die Zellen mit Probidiumiodid (PI) gefarbt und ausgewertet. In Abbildung

29 sind die Ergebnisse der Zellzyklusanalysen dargestellt.
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Abb. 29: Zellzyklusanalysen von Panc-1 und SU86.86 Zellen nach Kif20a Runterregulierung. Als
Negativkontrolle wurden Zellen mit ,,AllStars Neg. Control siRNA“ (Qiagen) transfiziert.

Zu erkennen war ein finffacher Anstieg an toten Panc-1 Zellen (Sub-G1) nach Transfektion
(p= 0,012) mit der Kif20a siRNA. Zudem war eine Abnahme an Zellen in der S-Phase (10%,
p=0,121), sowie der M/G2-Phase (36,8%, p=0,008) festzustellen (Abb. 29A). Im Vergleich
dazu gab es bei den transfizierten SU86.86 Zellen keinen Unterschied bezuglich der Anzahl
der toten Zellen. Jedoch konnte eine Zunahme von 1,8% an Zellen in der S-Phase (p= 0,02)
beobachtet werden. Beim Vergleich der Zellen, die sich in der M/G2-Phase befinden, konnte
eine Abnahme der Zellen um 21,5% (p= 0,05) nach Transfektion mit dem siRNA Konstrukt
festgestellt werden. Ein Unterschied zwischen transfizierten Zellen und Kontrollzellen

beziglich der G1-Phase war nicht zu verzeichnen (Abb. 29B).

3.4 Etablierung einer temporaren Kif20a Hochregulierung in PDAC-Zelllinien

Um die Auswirkungen einer Hochregulierung von Kif20a in Zellen zu untersuchen, wurde ein
Expressionsvektor der Firma Origene verwendet. Um die Spezifitat des Expressionsvektors
fur Kif20a zu untersuchen wurden die Zelllinien T3M4, SU86.86 sowie Panc-1 mit dem Vektor
transfiziert. Nach 24 h und 48 h wurden Gesamt-RNA sowie Proteinlysate gewonnen und in
der QRT-PCR sowie einem Immunblot weiter analysiert. Als Negativkontrolle wurden Zellen
mit dem pCMV6-AC-GFP Leervektor transfiziert. Die QRT-Ergebnisse ergaben fir alle drei
PDAC- Zelllinien eine deutlich erhohte Kif20a Expression nach 48 h im Gegensatz zur
Negativkontrolle (Abb. 30).
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Abb. 30: QRT-PCR Analysen von cDNA aus Tumorzellen des Pankreas nach Kif20a
Uberexprimierung. Die stirkste Kif20a Expression wurde fiir alle drei PDAC Zelllinien (T3M4,
SU86.86, Panc-1) nach 48 h festgestellt. Als Negativkontrolle wurden die Zelllinien mit dem pCMV6-
AC-GFP Leervektor transfiziert. N.K.= Negativkontrolle.

Die Immunblot-Ergebnisse validierten die QRT-PCR Daten. Fur alle drei PDAC- Zelllinien
konnte eine starkere Kif20a Bande nach 48 h im Western Blot detektiert werden (Abb. 31).
Die schwachere Expression des Kif20a Proteins im Vergleich zur RNA Expression liegt

vermutlich in der Tatsache begriindet, dass posttranslational die RNA modifiziert wird und

nicht alle daraus resultierende Proteine mit dem Antikorper gegen Kif20a detektiert werden

koénnen.
T3M4a SUB6.86 Panc-1
Vektor - + - + - +
Kiflﬂﬂ - - - e ee— .‘ﬂ* . - + lGD kDa

GAPDH oy ey ™ — ey S e €— 36 kDa

Abb. 31: Immunblot Analysen von PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) nach Kif20a
Uberexprimierung. Eine verstarkte Kif20a Proteinexpression konnte in allen drei PDAC Zelllinien
detektiert werden, die mit dem Vektor transfiziert wurden. Als Negativkontrolle wurden die Zelllinien
mit dem pCMV6-AC-GFP Leervektor transfiziert. Als interne Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.
- = Negativkontrolle, += Expressionsvektor

Neben den Expressionsanalysen sollte zudem untersucht werden, ob die Uberexprimierung
von Kif20a zusatzliche Auswirkungen auf den Phanotyp der Zellen hatte. Mikroskopische
Analysen von PDAC- Zelllinien, die mit dem Expressionsvektor fur Kif20a behandelt wurden,
zeigten eine aufféllige Morphologie. 85% der untersuchten Zellen zeigten 48 h nach
Transfektion mit dem Kif20a Expressionsvektor, einen binukledren Phanotyp (Abb. 32). In

PDAC- Zelllinien die mit dem SiRNA Konstrukt transfiziert wurden konnten diese

Auffalligkeiten nicht beobachtet werden.
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T3M4 Panc-1

Abb. 32: Phanotyp von PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) nach Kif20a Uberexprimierung.
Sowohl in T3M4, SU86.86 als auch Panc-1 konnten 48 h nach der Transfektion mit dem Kif20a
Expressionsvektor Zellen mit einer binukledren Morphologie festgestellt werden. VergroRerung 400-
fach.

3.4.1 Funktionelle Analysen von Tumorzellen des Pankreas bei gleichzeitiger Kif20a

Hochregulierung

3.4.1.1 Effekt der Kif20a Hochregulierung auf die Proliferation der Krebszellen

Um die Auswirkung der Hochregulierung von Kif20a in Karzinomzellen auf die Proliferation
der Zellen zu untersuchen wurden die Zelllinien T3M4, SU86.86 sowie Panc-1, 24 h bzw. 48 h
mit dem Kif20a Expressionsvektor behandelt und anschlieRend ein MTT-Assay durchgefuhrt.
Die Ergebnisse der Proliferations-Analysen sind in Abbildung 33 dargestellt. Sowohl fur T3M4
als auch fur SU86.86 konnte eine signifikante Reduktion der Proliferation 48 h nach der
Transfektion beobachtet werden. Lediglich 70% der SU86.86 Zellen (p= 0,0006) sowie 80%
der T3M4 Zellen (p= 0,0058) proliferierten nach der Transfektion mit dem Kif20a
Expressionsvektor. Die Analyse der Panc-1 Zellen ergab eine 90%-ige Proliferation der Zellen
nach Transfektion und war nicht signifikant. Zellen die 24 h mit dem Kif20a
Expressionsvektor transfiziert wurden, zeigten in den MTT-Assays keine inhibierende
Wirkung. Dieses Ergebnis korreliert wiederum mit der zu schwachen Hochregulierung von
Kif20a, 24 h nach Transfektion (vgl. Abb. 30). Lediglich die transfizierten T3M4 Zellen

proliferierten zu 90% im Vergleich zu Kontrollzellen (p= 0,15).
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Abb. 33: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Hochregulierung (MTT-Assay). Zellen
wurden fur 24 h bzw. 48 h mit dem Kif20a Expressionsvektor inkubiert. Als Negativkontrolle wurden
die Zellen mit dem pCMV6-AC-GFP Leervektor transfiziert. N.K.= Negativkontrolle. *= signifikant
(hier: T3M4: p=0,0058; SU86.86: p=0,0006).

3.4.1.2 Einfluss der Kif20a Hochregulierung auf die Migration der Krebszellen

Aufgrund des proliferationsinhibierenden Effekts von Karzinomzellen nach Hochregulierung
von Kif20a sollte der Einfluss der Hochregulierung auf die Migrationsfahigkeit von
Karzinomzellen untersucht werden. Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 34
grafisch dargestellt. Sowohl fir T3M4 als auch fir SU86.86 konnte eine signifikante
Reduktion der Migration beobachtet werden. Dabei wanderten 48 h nach der
Uberexprimierung von Kif20a lediglich 70% der T3M4 Zellen durch die Membran (p=0,0107).
Fur SUB6.86 konnte eine 60%-ige Migration nach Transfektion festgestellt werden (p=
0,0082). Die Uberexprimierung von Kif20a in der Zelllinie Panc-1 fiihrte zu einem 5%-igen

Anstieg der Migrationsfahigkeit der Zellen, der allerdings nicht signifikant war (p= 0,20).
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Abb. 34: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Hochregulierung. Zellen wurden fiir 48 h
mit dem Kif20a Expressionsvektor inkubiert und anschlieRend mittels ,Migration Chambers” (BD)
weiter analysiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem pCMV6-AC-GFP Leervektor
transfiziert. T3M4 sowie SU86.86 zeigten dabei eine signifikante Reduktion der Migration. Bei Panc-1
konnte ein Anstieg der Migrationsfahigkeit beobachtet werden. *= signifikant (hier: T3M4: p=0,0107;
SU86,86: p=0,0082).

3.4.1.3 Hochregulierung von Kif20a in humanen immortalisierten duktalen Epithelzellen

Aufgrund der 18- fachen Hochregulierung von Kif20a im Tumorgewebe [nicht publizierte

Daten (National Genome Research-Network — (NGFN-Plus; 01GS08115)], im Vergleich zu
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gesundem Pankreasgewebe, sollte eine immortalisierte duktale Epithelzelllinie des Pankreas
(HPDE), die annahernd einen normal Phanotyp hat, mit dem Kif20a Expressionsvektor
transfiziert werden. Die Transfektion der HPDE Zellen fuhrte zu einer signifikanten
Uberexprimierung von Kif20a (Abb. 35). 24 h bis 48 h nach der Transfektion starben jedoch
alle Zellen, wodurch weitere funktionelle Analysen dieser Zelllinie nicht méglich waren.
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Abb. 35: Uberexprimierung von Kif20a in immortalisierten humanen duktalen Epithelzellen (HPDE).

3.5 Funktionelle Analysen von PDAC- Zelllinien nach Taxolbehandlung bei

gleichzeitiger Kif20a Suppression

Durch das irreversible Binden von Paclitaxel an die Untereinheiten des Tubulin kommt es zur
Anordnung der Mikrotubuli, was zu abnormalen mitotischen Spindelformationen fihrt. Als
Folge konnen Chromosomenbriche, sowie eine Inhibierung der Zellreplikation bzw.
Migration auftreten. In den folgenden Versuchen sollte analysiert werden, welchen Effekt
die zusatzliche Runterregulierung von Kif20a bei gleichzeitiger Behandlung mit Paclitaxel auf
die Proliferation bzw. die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen hat. Da Kif20a als Kinesin-
Motorprotein mit Mikrotubuli assoziiert ist, und eine Suppression von Kif20a zu einem
abnormalem Zellzyklus fuhrt (siehe Vorversuche), sollte diese kombinierte Behandlung
genauer untersucht werden.

Dafur wurden zuerst die alleinige Wirkung von Taxol auf die Proliferation von PDAC-
Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) untersucht. Hierfur wurden die Zelllinien far 24 h mit
Paclitaxel in den Konzentrationen 2 uM und 20 uM behandelt. AnschlieRend wurde ein
Proliferationstest (MTT-Assay) durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass in allen drei
Zelllinien die Behandlung mit 2 uM Paclitaxel den gréRten inhibierenden Effekt auf die
Proliferation der Zellen bewirkte (Abb. 36). Nach der Behandlung waren 25% der T3M4
Zellen (p< 0,0001), 70% der SU86.86 Zellen (p= 0,0070) sowie 40% der Panc-1 Zellen (p=
0,0003) proliferativ. Die Behandlung mit 20 uM Paclitaxel ergab ebenfalls eine deutliche

63



3 Ergebnisse

Proliferationsinhibierung, allerdings war die Wirkung der Behandlung mit 2 uM wesentlich
effektiver. Nach der Inkubation mit 20uM waren 55% der T3M4 Zellen (p= 0,0031), 90% der
SUB6.86 Zellen (p=n.s.) sowie 80% der Panc-1 Zellen (p= n.s.) proliferativ.
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Abb. 36: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Taxol (MTT-Assay). Zellen
wurden fir 24 h mit 2 uM bzw. 20 uM Taxol inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der
gleichen Konzentration DMSO behandelt, da Paclitaxel in DMSO gelést wurde. N.K.=
Negativkontrolle. *= signifikant [hier: T3M4: p(N.K./2 uM)= p< 0,0001; p(N.K./20 pM)= 0,0031;
SU86.86: p= 0,0070; Panc-1: p= 0,0003]

3.5.1 Einfluss der Doppelbehandlung auf die Proliferation der Tumorzellen

Um einen zusatzlichen inhibierenden Effekt auf die Proliferation zu erzielen, wurden die
PDAC- Zelllinien zum einen mit 2 uM bzw. 20 uM Taxol behandelt und zum anderen das
Kif20a Gen runterreguliert. Es sollte untersucht werden, ob die Suppression von Kif20a einen
positiven Effekt auf die Wirkung von Taxol hat. Um zu gewahrleisten, dass Kif20a bei
gleichzeitiger Taxolbehandlung runterreguliert ist, wurden zunachst die Zellen mit dem
Kif20a siRNA Konstrukt behandelt (72 h) und 24 h vor Beendigung der Inkubation zusatzlich
Taxol (2 uM bzw. 20 uM) auf die Zellen gegeben. AnschlieRend wurden Proteinlysate
gewonnen und die Proben im Immunblot weiter analysiert. Dabei wurden als
Negativkontrolle Proteinlysate verwendet, die von Zellen stammten, die mit 2 uM bzw. 20
uM Taxol sowie der ,AllStar Negative Control siRNA“ (Qiagen) behandelt wurden. Als
Ladekontrolle diente GAPDH. Die Ergebnisse des Immunblots fir Kif20a zeigten eine
Runterregulierung von Kif20a fur SU86.86 und Panc-1 nach der Behandlung mit dem Kif20a
siRNA-Konstrukt und gleichzeitiger Gabe von Taxol. Bei der Analyse der T3M4 Proben konnte
eine sehr schwache Bande fiir die 2 uM behandelten Proben bzw. gar keine Bande fur die 20
uM Proben festgestellt werden (Abb. 37). Bei der Untersuchung der T3M4 Zellen die mit 2
uM Taxol behandelt wurden, konnte beobachtet werden, dass sich bereits vor Ende der
Inkubationszeit ein Drittel der Zellen vom Plattenboden einer 6-well Platte gelost hatten und

abgestorben waren. Fir die mit 20 uM Taxol behandelten Zellen war der Effekt der gleiche.
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Hier waren mehr als 90% der Zellen vor Ende der Inkubationszeit nicht mehr vital. Aus
diesem Grund wurde in den folgenden Analysen die Zelllinie T3M4, bei gleichzeitiger

Behandlung des Kif20a siRNA Konstrukts und 20 uM Taxol, ausgeschlossen.
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Abb. 37: Immunblot Analysen von PDAC- Zelllinien nach Kif20a Suppression und gleichzeitiger
Taxol Behandlung (2 pM/ 20 uM). Eine deutlich verminderte Kif20a Proteinexpression konnte in
allen drei PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) sowohl fir die Behandlung mit 2 uM als auch fur
20 uM detektiert werden. T3M4 zeigte fur die Behandlung mit 20 uM keinerlei Banden aufgrund des
Absterbens der Mehrheit der Zellen wahrend der Behandlung. Als Negativkontrolle wurden die
Zellen mit der , AllStar Negative Control siRNA“ (Qiagen) sowie 2 uM/ 20 uM Taxol inkubiert. GAPDH
diente als interne Kontrolle. - = Negativkontrolle, + = siRNA.

Die Ergebnisse des anschlieRenden Proliferations-Assays sind in Abbildung 45 dargestellt. Far
die Zelllinie SU86.86 konnte dabei der groRte Effekt festgestellt werden. Zellen die
ausschlieBlich mit Taxol behandelt wurden (2 uM) zeigten eine 10- 15%-ige Inhibierung der
Proliferation im Gegensatz zur Behandlung von 2 uM Taxol plus dem Kif20a siRNA Konstrukt.
Hier lag die Inhibierung doppelt so hoch bei 30- 35% (p= 0,0058). Nach der Behandlung mit
20 uM Taxol wurde ebenfalls eine 10%-ige Reduktion der Proliferation detektiert im
Gegensatz zu 60- 65% nach der zusatzlichen Gabe des Kif20a Konstrukts (p= 0,0212). Die
Auswirkungen der Doppelbehandlung auf die Zelllinie Panc-1 zeigten einen schwacheren
Effekt bezuglich der Proliferationsinhibierung. Die Behandlung der Zellen mit 2 uM Taxol
fuhrte zu einer Wachstumsinhibierung von 50- 55%. Die zusatzliche Gabe des Kif20a siRNA-
Konstrukts erhéhte den Inhibierenden Effekt auf 60- 65% (Abb. 38A). Die Durchfuhrung des
Versuches mit einer Taxol-Konzentration von 20 uM zeigte nahezu das gleiche Ergebnis. Bei
der Behandlung von T3M4 mit 2 uM Taxol zeigte sich bereits eine sehr starke Inhibierung der
Proliferation (80- 85%). Bei der zusatzlichen Runterregulierung von Kif20a wurde der Effekt
nicht gesteigert (85%) (Abb. 38B).
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Abb. 38: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Taxol und Kif20a siRNA
(MTT-Assay). Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der gleichen Konzentration DMSO
behandelt sowie der ,AllStar Negative Control siRNA“ (Qiagen). N.K. = Negativkontrolle. A, MTT-
Assay nach Behandlung mit 2 uM Taxol/ Kif20a siRNA. *= signifikant [hier: SU86.86: p(2 uM/2
uM+siRNA)= 0,0058]. B, MTT-Assay nach Behandlung mit 20 uM Taxol /Kif20a siRNA. *= signifikant
[hier: SU86.86: p(20 uM/20 uM+siRNA)=0,0212].

Ausgehend von diesen Daten wurden fur die folgenden Versuche Taxolkonzentrationen von
2 uM verwendet, da diese den groRten inhibierenden Effekt auf das Wachstum der

Karzinomzellen zeigten.

3.5.2 Effekt der Doppelbehandlung auf die Migration der Tumorzellen

Aufgrund der teilweise starken Auswirkungen der Runterregulierung von Kif20a und
gleichzeitiger Taxol Behandlung auf die Proliferation, sollte zudem analysiert werden,
welchen Einfluss die kombinierte Behandlung auf die Migrationsfahigkeit der Zellen hatte.
Als Vergleichskontrolle wurden dabei Zellen ausschlielich mit 2 uM Taxol behandelt. In
Abbildung 39 sind die Ergebnisse des Migrations-Assays grafisch dargestellt. Man konnte
eine Reduktion der Migrationsfahigkeit sowohl fur die Zelllinien SU86.86 als auch far Panc-1
feststellen. Dabei wanderten im Einzelnen nach der Doppelbehandlung lediglich 4,5% der
SU86.86 Zellen (p< 0,0001) und 30% der Panc-1 Zellen (p< 0,0001) durch die Membran. Wie
die Vorversuche zeigten, reagierten T3M4 Zellen auf die Doppelbehandlung des Kif20a siRNA
Konstrukts mit Taxol sehr sensibel. Auch nach mehrmaligem Wiederholen der
Migrationsanalysen konnte kein Ergebnis der T3M4 Zellen erlangt werden, da diese wahrend

der Versuche abstarben.
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Abb. 39: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung und gleichzeitiger
Behandlung mit 2 pM Taxol. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der ,AllStar Negative
Control siRNA“ (Qiagen) transfiziert. Sowohl SU86.86 als auch Panc-1 zeigten eine signifikante
Migrationsinhibierung nach Doppelbehandlung. *= signifikant (hier: SU86.86: p< 0,0001; Panc-1: p<
0,0001).

3.6 Funktionelle Analysen von PDAC- Zelllinien nach Gemcitabinebehandlung

bei gleichzeitiger Kif20a Suppression

Seit 1997 gilt Gemcitabine (2°, 2 -difluoro 2" -deoxycytidin, dFdC) als der Goldstandard fur die
Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom. Allerdings erhohten
auftretende Resistenzen gegeniber Gemcitabine die Lebensrate der behandelten Patienten
daher lediglich um ca. 6 Monate. In den folgenden in vitro Versuchen sollte die kombinierte
Gabe von Gemcitabine bei gleichzeitiger Kif20a Suppression untersucht werden.
Insbesondere sollte dabei die Wirkung auf die Proliferation sowie Migration der Tumorzellen

untersucht werden.

3.6.1 Effekte der Doppelbehandlung auf die Proliferation der Tumorzellen

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die Runterregulierung von Kif20a einen
zusatzlichen inhibierenden Effekt auf die Proliferation von Karzinomzellen hat, die bereits
mit Gemcitabine behandelt wurden. Als Kontrollen dienten hierfar Zellen, die ausschlieRlich
mit Gemcitabine in unterschiedlichen Konzentrationen (10 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM,
1000 uM) far 24 h sowie der ,AllStar Negative Control siRNA“ (Qiagen) behandelt wurden.
Die Ergebnisse zeigen fur die Zelllinie SU86.86 einen schwachen zusatzlichen Effekt auf die
Proliferationsinhibierung. Nur Zellen, die mit 10 uM Gemcitabine behandelt wurden wiesen
eine Wachstumsreduktion von zusatzlich 9% auf. Fir hohere Konzentrationen konnte keine
inhibierende Wirkung festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Fur die Zelllinie Panc-1
konnte fur alle Konzentrationen eine zusatzliche Verstarkung der Proliferationsinhibierung

detektiert werden. Je nach Konzentration lag diese bei zusatzlichen 1- 10% im Vergleich zu
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den Negativkontrollen. Einen signifikanten Einfluss auf die Proliferation zeigte die Zelllinie
T3M4. Hier wurden fur alle Konzentrationen zusatzliche inhibierende Effekte auf das
Wachstum von 40- 45% analysiert (Abb. 40).
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Abb. 40: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Gemcitabine und Kif20a
SiRNA (MTT-Assay). Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der gleichen Konzentration
Gemcitabine behandelt sowie der ,AllStar Negative Control siRNA“. SU86.86 und Panc-1 zeigten
keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Behandlungsansitzen. T3M4 zeigte einen
deutlichen signifikanten Unterschied zwischen der alleinigen Behandlung mit Gemcitabine und der
Kombination mit Kif20a Suppression. *= signifikant.

3.6.2 Wirkung der Doppelbehandlung auf die Migration der Tumorzellen

In einem weiteren Versuch sollte die Migrationsfahigkeit von Karzinomzellen nach
Runterregulierung von Kif20a und gleichzeitiger Behandlung mit Gemcitabine analysiert
werden. Dafur wurde die Behandlung mit 10 uM Gemcitabine vorgenommen, da diese
Konzentration in den Vorversuchen die besten Ergebnisse bzgl. der Proliferationsinhibierung
zeigte. Als Vergleichskontrolle dienten dabei Zellen die mit 10 uM Gemcitabine sowie der
LAllStar Negative Control siRNA“ behandelt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 41
dargestellt und zeigen eine Reduktion der Migration fur SU86.86 und Panc-1. Dabei
wanderten im Einzelnen nach Doppelbehandlung lediglich 30% der SU86.86 Zellen (p<
0,0001) und 68% der Panc-1 Zellen (p=0,005) durch die Membran. Die Zelllinie T3M4 wurde
ebenfalls untersucht, allerdings tberlebten die Zellen das Versuchsende nicht und konnten
deshalb nicht bezuglich ihrer Migrationsfahigkeit untersucht werden. Dieses Ergebnis steht
in direktem Zusammenhang mit den Vorversuchen von T3M4. Bei der Analyse der
Doppelbehandlung mit dem Kif20a siRNA Konstrukt und Taxol konnte der gleiche Effekt

beobachtet werden. Auch hier tberlebten die Zellen den Migrationsversuch nicht.
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Abb. 41: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung und gleichzeitiger
Behandlung mit 10 pM Gemcitabine. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit der ,AllStar
Negative Control siRNA“ (Qiagen) sowie 10 uM Gemcitabine inkubiert. Sowohl SU86.86 als auch
Panc-1 zeigten eine signifikante Migrationsinhibierung nach Doppelbehandlung. *= signifikant (hier:
SU86.86: p< 0,0001; Panc-1: p=0,005).

3.7 Funktionelle Analysen von PDAC- Zelllinien nach Behandlung mit

Paprotrain

In den Dbereits beschriebenen Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die
Runterregulierung des Kinesin Motor Proteins Kif20a deutliche Auswirkungen auf die
Proliferation sowie die Migration von PDAC- Zelllinien hatte. Auch far die
Kombinationstherapie mit Taxol bzw. Gemcitabine scheint Kif20a ein interessantes Zielgen
zu sein. Tcherniuk et al. analysierten bereits 8900 kleine Molekile, die die ATPase Aktivitat
des Kinesin Motor Proteins Kif20a inhibieren. Dabei fanden sie ein (Z)-2-(1H-indol-3-yl)-3-
(pyridin-3-yl)acrylonitril, das den Namen Paprotrain (Passenger PROtein TRAnsport Inhibitor)
tragt. Dieser reversible Inhibitor ist unkompetitiv mit ATP und nicht-kompetitiv mit
Mikrotubuli. Zudem ist er sehr spezifisch und interagiert nicht mit anderen Mitgliedern der
Kinesin-6 Superfamilie. Die Versuche konnten zudem zeigen, dass die Behandlung von Hela
Zellen mit 10- 50 uM des Inhibitors zu einer Inhibierung der Proliferation sowie zu Apoptose
fuhrt. Aus diesem Grund sollte in den folgenden Analysen der Effekt von Paprotrain auf die

Proliferation von PDAC- Zelllinien genauer untersucht werden.

3.7.1 Auswirkung der Paprotrain Behandlung auf die Proliferation der Karzinomzellen

Fur den folgenden Versuch wurden PDAC- Zellen 24 h lang mit unterschiedlichen Paprotrain
Konzentrationen (1 uM, 10 pM, 15 pM, 20 pM, 22 uM, 50 puM) behandelt und anschlieRend
ein MTT-Assay durchgefiihrt. Dabei konnte man fur die Zelllinie T3M4 eine Reduktion der
Proliferation fir alle Konzentrationen beobachten. Die starkste Inhibierung erzielte dabei

eine Paprotrain Konzentration von 22uM. Nach der Behandlung waren lediglich 43,2% der
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T3M4 Zellen proliferativ. Bei der Auswertung der Behandlung von SU86.86 konnte lediglich
fur die Konzentrationen 10 uM sowie 50 uM eine verminderte Proliferation beobachtet
werden. Hier waren lediglich 90% bzw. 75% der Zellen proliferativ. Fir die Zelllinie Panc-1
erzielte die Behandlung mit 1 uM, 22 uM sowie 50 uM eine inhibierende Wirkung von 30-
40% (Abb. 42).
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Abb. 42: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Paprotrain (MTT-Assay). Als
Negativkontrolle wurden die Zellen mit der gleichen Konzentration DMSO behandelt. T3M4 zeigte fir
alle Paprotrain Konzentrationen eine Reduktion der Proliferation. SU86.86 zeigte lediglich fir 10 uM
sowie 50 uM eine inhibierende Wirkung. Panc-1 erzielte eine verminderte Proliferation nach
Behandlung mit 1 uM, 22 uM sowie 50 uM. N.K. = Negativkontrolle.

3.8 Korrelation der Kif20a Expression mit dem Uberleben von Patienten mit
PDAC

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass Kif20a sowohl einen entscheidenden Einfluss
auf die Proliferation, die Migrationsfahigkeit sowie die Apoptose von Karzinomzellen hat.
Zudem konnte in den immunhistochemischen Farbungen festgestellt werden, dass beinahe
alle Strukturen im Pankreasgewebe Kif20a mehr oder weniger stark exprimieren. Aufgrund
dessen wurde eine klinische Studie mit 89 Patienten durchgefihrt. Hierbei wurde die
Korrelation der Kif20a Expression im Pankreasgewebe mit der Uberlebensrate der Patienten
analysiert. 14 Patientenproben wurden aufgrund schlechter Gewebequalitat von den

Versuchen ausgeschlossen. In Tabelle 19 sind die Variablen der Patientenkohorte aufgelistet.
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Tab. 19: Ubersicht der analysierten Patientenkohorte.

PDAC

Variablen K'tfé?a 'T]'Li?]a P-Wert | Total
n=40 n=35 n=75

Alter (Jahre, Median) 65 67 0.790" 75

Geschlecht 0.578°

Mannlich 22 17 39

Weiblich 18 18 36

TumorgroéRe (T) 0.168°

TLT2 2 5 7

T3,T4 38 30 68

Lymphknoten (N) 0.513%

NO 12 13 25

N1 28 22 50

Metastasen (M)

MO 40 35 75

Grad (G) 0.771°

G1 4 3 7

G2 15 16 31

G3 21 16 37

R Status (R) 0.771°

RO 22 16 38

R1 16 10 26

unbekannt 2 9 11

Chemotherapie 0.568°

Ja 6 7 13

Nein 34 28 62

Kif20a Expression wurde in ,tief“ und ,,hoch“ eingeteilt

! p-Wert wurde mittels Mann Whitney Test berechnet

2p- Wert wurde mittels Chi- Quadrat Test berechnet

® lediglich RO vs. R1 wurde mittels Chi-Quadrat Test berechnet

In einer ersten Analyse wurde das Patienteniberleben bzgl. ihrer Kif20a Expression
untersucht. Die Berechnungen ergaben keinen signifikanten Unterschied des
Langzeitiberlebens der Patienten mit einer hohen Kif20a Expression gegeniber den
Patienten mit einer niedrigeren Kif20a Expressionsrate (Abb. 43). Das mediane Uberleben
der Patienten mit hoher Kif20a Expression lag bei 21,3 Monaten, dass der Patienten mit
niedriger Kif20a Expression bei 17,5 Monate (p=0,546).
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Abb. 43: Kumulatives Uberleben von Patienten beziiglich ihrer Kif20a Expression. Patienten wurden
dabei in zwei Gruppen aufgeteilt mit hoher Kif20a Expression (Kif20a ,,hoch“, rot) bzw. niedrigerer
Kif20a Expression (Kif20a ,tief“, griin). Medianes Uberleben ,hoch vs. , tief“ war dabei 21,3 Monate
zu 17,5 Monate. Signifikanz wurde mittels log-rank Test ermittelt (hier p= 0,546).

3.9 Korrelation der Kif20a Expression mit der Proliferation im Gewebe von

Patienten mit duktalem Adenokarzinom

Neben der Korrelation der Kif20a Expression mit dem Uberleben von Patienten mit duktalem
Adenokarzinom sollte die Kif20a- Expression mit der Zahl der proliferierenden Zellen
verglichen werden. Dabei wurde das ,,Proliferating Cell Nuclear Antigen“ (PCNA) als Marker
fur Zellen, die sich in der Proliferation befinden, ausgewahlt. Hierfir wurden 9
Patientenproben, die eine hohe und 9 Patientenproben, die eine niedrige Kif20a Expression
aufwiesen, beziglich der PCNA positiven Zellen verglichen. In Abbildung 44A sind
konsekutive Schnitte einer Patientenprobe dargestellt. Im linken Bild sieht man die PCNA

Farbung im Rechten die Kif20a Expression.
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Fig. 44: A, immunhistochemische Farbung von Tumorgewebe (Pankreas) mittels PCNA Antikorper.
OriginalvergroRerung 100-fach. B, Einzelauswertung der positiven PCNA Zellen in Tumorschnitten mit
hoher (schwarz) und niedriger (weiB) Kif20a Expression.

Die Abbildung 44B zeigte deutlich ein heterogenes Verteilungmuster der PCNA positiven
Zellen beim Vergleich von 9 Patientenproben mit hoher bzw. 9 Patientenproben mit
niedriger Kif20a Expression. Auch der Vergleich des Mittels der Patientenproben zeigte keine

Korrelation der Kif20a Expression mit der Anzahl der positiven PCNA Zellen (p= 0,86) (Abb.
45).

B
=]
i

_|

,_.
[=]
L

Proliferierende Zellen in
(o]
o

(=]

Kif20a ,hoch” Kif20a tief”

Fig. 45: Semiquantitative Analyse von PCNA positiven Zellen im Tumorgewebe. Im Vergleich
Tumorschnitte mit hoher (“hoch”) und niedriger (“tief”) Kif20a Expression.
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Das Pankreaskarzinom stellt die funft haufigste Todesursache in westlichen Landern dar
[139]. Diese schlechte Prognose ist auf das spate Erkennen des Tumors sowie das teilweise
schlechte Ansprechen auf Chemotherapien zurtckzufuhren. Obwohl die Resektion das
Langzeitiiberleben drastisch steigern kann, sind lediglich 15- 20% der detektierten Tumoren
resizierbar [44]. Intrinsische und erworbene Resistenzen gegeniiber Gemcitabine, das als
Standardtherapie bei Pankreaskarzinompatienten eingesetzt wird, sind zudem Faktoren, die
die Prognose verschlechtern. Da die 5- Jahres- Uberlebensrate mit Pankreaskarzinom bei 5%
liegt ist es wichtig neue therapeutische Ansatze und Strategien zu entwickeln [140-144].
Meta-Analysen verschiedener ,high-throughput” Untersuchungen von Tumorgewebe und
Zelllinien des Pankreas zeigten einen signifikanten Unterschied der Kif20a Expression im
Tumorgewebe gegeniber gesunden Pankreasgewebe (National Genome Research-Network
— (NGFN-Plus; 01GS08115). Dabei war die Kif20a Expression im Tumorgewebe 18- fach hoher
als im normalen Pankreas [Daten nicht veréffentlicht (National Genome Research-Network —
(NGFN-Plus; 01GS08115)]. Auch in kleinzelligem Lungenkarzinom, Blutkrebs und Brustkrebs
konnten Forschergruppen eine Uberexprimierung des Kinesin Motor Proteins Kif20a
feststellen [136, 145, 146]. Im normalen Gewebe ist Kif20a ausschlieRlich in groRen Mengen
in der fotalen Leber, dem erwachsenen Knochenmark sowie dem Thymus exprimiert.
Geringe Mengen konnten zudem in der Plazenta und dem Herzen detektiert werden. In der
Milz und den Lymphknoten ist Kif20a nur in sehr geringem MaRe vorhanden und in
Bauchspeicheldrise, Lunge, Gehirn, Leber, Niere sowie Skelettmuskulatur konnte keinerlei
Kif20a Expression beobachtet werden [125]. Erste Analysen des Kinesin Motor Proteins
Kif20a aus dem Jahr 1998 konnten das Protein erstmals zytoplasmatisch in der Nahe des
Golgi Apparats lokalisieren [123]. Hier interagiert es als Motor mit der Guanosintriphosphat
(GTP) gebunden Form von RAB6A sowie RABGB. Diese beiden Proteine sind kleine GTPasen,
die die Assoziation bzw. Dissoziation von Kif20a an Mikrotubuli regulieren. Dabei bindet die
konservierte Motordoméane von Kif20a an die Mikrotubuli und generiert mechanische
Energie durch die Hydrolyse von ATP. Mittels dieser freigewordenen Energie kénnen nun
Golgimembranen, Vesikel und Organelle retrograd durch das Zytoplasma der Zelle
transportiert werden [123] [129] [147]. Kif20a ist zudem an diversen Prozessen des Zellzyklus
beteiligt, wie der Formation der mitotischen Spindeln, der Chromosomen Separierung sowie

wahrend der Zytokinese [108]. Aufgrund seiner unterschiedlichen Funktionen innerhalb der
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Zelle und wahrend des Zellzyklusses, sowie seiner Uberexprimierung im Krebsgewebe ist
Kif20a ein interessantes Zielgen fur die Forschung. In der vorliegenden Doktorarbeit sollte
die Expression des Kinesin Motor Proteins in der Bauchspeicheldrise sowie in PDAC- und
NET- Tumorzellen untersucht werden (Kapitel 3.1-3.2). Zudem sollte mittels funktioneller
Analysen der Einfluss von Kif20a auf die Proliferation, die Migration, die Invasion, die
Motilitat sowie die Apoptose von PDAC-Zelllinien erforscht werden. Es wurden zudem
Zellzyklusanalysen durchgefihrt, um festzustellen, in welchen Stadien sich Tumorzellen nach
Kif20a Suppression befinden (Kapitel 3.3-3.4). Des Weiteren wurden Analysen zur
Doppelbehandlung durchgefuhrt. Hierbei sollte der Effekt von Chemotherapeutika wie Taxol
und Gemcitabine bei gleichzeitiger Kif20a Suppression auf die Proliferation, sowie die
Migration untersucht werden (Kapitel 3.5-3.6). In Proliferationsanalysen mit Tumorzellen
sollte zudem der kommerziell erwerbbare Kif20a Inhibitor , Paprotrain® untersucht werden
(Kapitel 3.7). Zusatzlich wurde die Kif20a Expression mit dem Uberleben von 89 Patienten
mit duktalem Adenokarzinom korreliert. Daftir wurden die Kohorte in zwei Gruppen
eingeteilt: Patienten mit einer hohen Kif20a Expression, und Patienten mit einer niedrigen
Kif20a Expression (Kapitel 3.8). Des Weiteren wurden die Korrelation der Kif20a Expression
mit der Expression des PCNA (,Proliferating Cell Nuclear Antigen“) Proteins untersucht
(Kapitel 3.9).

4.1 Kif20a Expression im Pankreasgewebe und Tumorzellen des Pankreas

Fur die Untersuchung der Kif20a Expression wurden Gewebeschnitte des gesunden
Pankreas, Gewebe mit chronischer Pankreatitis, PanIN Lasionen sowie Tumorgewebe
immunhistochemisch analysiert (Abb. 12- 15). Dabei konnte keine bis sehr schwache Kif20a
Expression in allen duktalen sowie azinaren Zellen des gesunden Pankreas beobachtet
werden (Abb. 12). Im Vergleich dazu waren Schnitte mit chronischer Pankreatitis etwas
starker angefarbt. Sowohl gesundes Pankreasgewebe als auch Gewebe mit chronischer
Pankreatitis zeigten ausschlieBlich eine zytoplasmatische Kif20a Farbung (Abb. 13). Eine
Kif20a Expression in den Kernen konnte nicht detektiert werden. Bei der Untersuchung der
Gewebeproben mit PanIN Lasionen bzw. Tumorgewebe war eine sehr starke Kif20a Farbung
des Zytoplasmas zu verzeichnen (Abb. 14, 15). In circa 5% der positiv gefarbten Zellen der
Vorlauferlasionen konnte zudem eine deutliche nukledre Farbung beobachtet werden. Bei

der Analyse der Tumorpraparate stieg die Zahl der positiven Kerne sogar auf 5% an. Die
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entscheidende Rolle von Kif20a wahrend des Zellzyklus ist moglicherweise der Grund,
warum lediglich in Gewebe mit PanIN Lasionen bzw. Tumorzellen Kif20a positive Kerne
detektiert werden konnten [109, 127, 130]. Studien haben gezeigt, dass Kif20a vor allem in
der M-Phase des Zellzyklus hochreguliert ist [127, 130, 132]. Aufgrund der hohen Expression
in mitotisch aktiven Zellen sollte die Kif20a Expression in verschiedenen Zelllinien des
Pankreas untersucht werden. Dafiir wurden drei duktale Adenokarzinomzelllinien (PDAC-
Zelllinien) und zwei neuroendokrine Tumorzelllinien (NET- Zelllinien) analysiert. Die Kif20a
Expressionsprofile zeigten fir alle funf Zelllinien eine sehr heterogene Verteilung (Abb. 17,
18). Dabei wurde in der QRT-PCR fur T3M4 die hochste Kif20a Rate festgestellt gefolgt von
SU86.86 und Panc-1 (Abb. 17). In beiden NET-Zelllinien lag die Kif20a Expression unter der
der HPDE Zellen, die fur die Normalisierung herangezogen wurden (Abb. 18). Da HPDE Zellen
immortalisierte duktale Epithelzellen des Pankreas sind, ware es moglich, das aus diesem
Grund die Kif20a Expression geringer ist als bei den PDAC Zelllinien [148]. Da es sich bei den
NET Zelllinien nicht um duktale Zellen handelt sind HPDE Zellen maoglicherweise nicht die
richtige Zelllinie fir die Normalisierung der NET Zelllinien. Die Proteinanalyse erbrachte
ebenfalls ein sehr heterogenes Kif20a Expressionsprofil. Studien mit anderen Zelllinien des
Pankreas wie PK8, PK9, PK45H, PK45P, PK59, KLM1, MIA-Paca2 sowie Hs700T zeigten
ebenfalls ein sehr heterogenes Kif20a Expressionsmuster [136]. Uber die Expression von
Kif20a ist zum jetzigen Stand nicht viel bekannt, manche Studien gehen allerdings davon aus,
dass die sehr heterogene Verteilung im direkten Zusammenhang mit genomischer
Instabilitat steht [149]. Aufgrund der unterschiedlichen Aufgabe von Kif20a innerhalb der
Zelle wurde in der vorliegenden Arbeit die Lokalisation von Kif20a in Tumorzellen
untersucht. Die Immunfluoreszenzergebnisse zeigten eine starke Kif20a Expression im
Nukleus sowie eine uber das ganze Zytoplasma verteilte granulare Farbung (Abb. 19). Diese
Ergebnisse bekraftigen wiederum die Aufgaben von Kif20a sowohl im Zellkern wahrend der
Mitose als auch innerhalb des Zytoplasmas, wo es am Transport der Golgimembranen sowie
Vesikeln und Organellen beteiligt ist [109, 127, 129, 130]. Die Doppelfarbung mit a-Tubulin
zeigte die Assoziation von Kif20a mit den Mikrotubuli (Abb. 19). Dabei bindet das Kinesin
Motor Protein allerdings nicht direkt an die Untereinheiten der Mikrotubuli sondern tber
zwei kleine GTPase, RAB6A und RAB6B [123, 131]. Die Vergleichsfarbungen der HPDE Zellen

zeigten eine &hnliche Kif20a Lokalisation innerhalb der Zelle. Aufgrund der sehr kleinen
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HPDE Zellen war es schwierig, die Kif20a Verteilung innerhalb des Zytoplasmas genauer zu
untersuchen (Abb. 20).

4.2 Funktionelle Analysen von PDAC Zelllinien nach Kif20a Suppression

Analysen haben ergeben, dass Kif20a in normalem Gewebe kaum bzw. in geringen Mengen
exprimiert wird [125]. Im Tumorgewebe steigt die Expression dagegen drastisch an. Sowohl
in kleinzelligem Lungenkarzinom, Blutkrebs, Brustkrebs als auch im
Bauchspeicheldrisenkrebs konnte dieser Anstieg beobachtet werden [132, 136, 145, 146].
Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit sowohl der Effekt der Runterregulierung
als auch der Effekt der Hochregulierung von Kif20a in Tumorzellen untersucht werden. Dabei
wurden verschiedene biologische Analysen wie Proliferations-, Migrations-, Invasions-,
Motilitats- und Apoptose- Assays durchgefuhrt. Nach Kif20a Suppression konnte fur alle drei
PDAC Zelllinien eine deutliche Reduktion der Proliferation beobachtet werden (Abb. 23).
Nach Kif20a Suppression waren lediglich 73% der T3M4 sowie Panc-1 Zellen und 90% der
SUB6.86 Zellen proliferativ. Beim Vergleich der QRT-PCR Ergebnisse nach der Behandlung
mit dem Kif20a siRNA Konstrukt konnte festgestellt werden, dass die Kif20a Expression fir
die Zelllinie T3M4 nur noch bei 15% und bei der Zelllinie Panc-1 bei 10% lag. Im Vergleich
dazu lag die Kif20a Expression in der Zelllinie SU86.86 bei 33%. (Abb. 21, 22). Aufgrund der
hoheren Kif20a Rate fur SU86.86 lasst sich vermutlich die weniger starke Reduktion der
Proliferation far SU86.86 erklaren. Aufgrund des Einflusses von Kif20a wahrend der Mitose
ist erklarbar, warum eine Suppression des Kif20a Gens, eine Verminderung der Proliferation
zur Folge hat. Morphologische Veranderungen zeigten die transfizierten Zellen im Vergleich
zur Kontrolle jedoch nicht. Dies lasst darauf schlieen, dass die Inhibierung der Proliferation
nicht alleine durch das Ausbleiben der Zytokinese begrindet ist und dass andere Kinesine die
mitotische Funktion von Kif20a maoglicherweise tibernehmen. Taniuchi et. al konnte in
seinen Studien ein ahnliches Ergebnis erzielen. Nach der Transfektion von MIA-Paca2 und
PK59 Zellen konnte eine Wachstumsinhibierung festgestellt werden. Multinukleare Zellen
wurden auch dort nicht beobachtet [132]. Auch Experimente mit der Brustkrebszelllinie
MCF7 zeigten keine multinukledren Zellen. Sie konnten zudem beweisen, dass die Kif20a
supprimierten Zellen in der G1 Phase akkumulieren und anschlieRend durch lysosomalem
Zelltod absterben [150]. Studien mit HelLa Zellen, die aus einem Zervixkarzinom isoliert

wurden, konnten jedoch zeigen, dass Transfektionsversuche mit dem Kif20a siRNA Konstrukt
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zu binuklearen Zellen fihrten. Bereits 24 h nach der Transfektion konnte eine
Akkumulierung der Zellen mit doppeltem Nukleus beobachtet werden [128, 151]. Ebenso in
Leberkarzinomzellen wurden binukleare Zellen nach der Transfektion mit dem Kif20a siRNA
Konstrukt beobachtet, das auf einen Fehler wahrend der Zytokinese zurtckzufihren ist
[149].

Fur die Migration von Zellen ist das Zusammenspiel von Aktin, Mikrotubuli sowie den damit
assoziierten Proteinen und Motorproteinen von entscheidender Bedeutung [152]. In
unterschiedlichen Studien wurde bereits die Rolle von Kinesin Motor Proteinen in
Migrationsprozessen untersucht. Im kolorektalen Karzinom fuhrte die Suppression von
Kifl8A zu einer verminderten Migrationsfahigkeit der Tumorzellen [153]. Ebenso die
Runterregulierung des Kinesin Motor Proteins Kifl4 in Lebertumorzellen reduzierte die
Migration der Zellen [154]. Neben dem Einfluss auf die Proliferation sollte deshalb zudem die
Wirkung der Kif20a Runterregulierung auf die Migration untersucht werden (Abb. 24). Dabei
konnte beobachtet werden, dass fir alle drei PDAC- Zelllinien die Migration vermindert war.
Fur die T3M4 sowie Panc-1 Zelllinien konnte eine 50%-ige Reduktion festgestellt werden.
Den groRten Effekt hatte die Kif20a Suppression auf die Zelllinie SU86.86. Lediglich 40% der
Zellen wanderten nach Kif20a Suppression durch die Membran. Odrowaz et. al erzielte in
seinen Kif20a Suppressionsstudien ebenfalls dhnliche Ergebnisse. Die Migration von MCF10A
Brustkrebszellen konnte auch hier minimiert werden [155]. Studien Gber die genaue
Funktionsweise von Kif20a wahrend der Zellmigration gibt es allerdings noch nicht.
Maoglicherweise sind Motorproteine von entscheidender Bedeutung, um die Zellform zu
vergréRern, notwenige Organelle durch die Zelle zu transportieren und letzten Endes die
Zellform erneut wiederherzustellen. Aufgrund des Effekts der Kif20a Suppression auf die
Migration der Tumorzellen sollte zudem untersucht werden, ob die Runterregulierung
ebenfalls Einfluss auf die Invasionseigenschaft der Tumorzellen hatte. Die Ergebnisse
zeigten, dass lediglich 52% der Panc-1 Zellen und 87% der SU86.86 Zellen nach der
Transfektion invasiv waren (Abb. 25). Der Grund fur die starkere Reduktion fur Panc-1
kénnte in der starkeren Runterregulierung von Kif20a liegen.

Neben der eingeschrankten Migrations- und Invasionsfahigkeit der Zellen nach Kif20a
Suppression, sollte untersucht werden, ob die Runterregulierung Einfluss auf die Motilitat
der Zellen hatte. Bislang gibt es keine Daten, die den Einfluss von Kif20a auf die Motilitat von

Zellen, beschreiben. In der vorliegenden Arbeit wurden dafir ,Time-lapse“- Analysen
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durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten, dass transfizierte Panc-1 Zellen eine deutlich
niedrigere Bewegungsgeschwindigkeit (75%) aufwiesen. Auch die zurickgelegte Distanz war
im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich verringert (67%) (Abb. 26A). Auffallig war, dass
sich die Zellen weniger stark im Raum bewegten, was durch einen Anstieg der
Richtungsabhangigkeit (50%) der Zellen gezeigt werden konnte. Als weiteres Beispiel wurde
auch hier die Zelllinie SU86.86 analysiert um festzustellen, ob eine geringere Kif20a
Suppression, ein anderes Ergebnis erzielte. Die Ergebnisse zeigten jedoch keinen
Unterschied zwischen transfizierten Zellen und Kontrollzellen (Abb. 26B).

Neben Analysen, die die Bewegungsfahigkeit von Krebszellen nach Kif20a Suppression
beschrieben, sollte mittels Zellzyklusanalysen festgestellt werden, ob sich die Zellen nach der
Runterregulierung des Kif20a Gens, in einer bestimmten Zellzyklusphase arretieren oder ob
die Zellen bereits apoptotisch waren. Hierfur wurden die Zelllinien Panc-1 und SU86.86
verwendet, um eine Zelllinie mit héherer Kif20a Suppression und eine Zelllinie mit niedriger
Kif20a Suppression zu vergleichen. Mittels Apoptose Farbungen sollte die Vermutung, dass
Panc-1 Zellen nach Kif20a Transfektion apoptotisch werden, tberprift werden. Bereits die
Farbung der Zellkerne mittels DAPI zeigt eine Verdnderung der Panc-1 Zellkerne nach
Transfektion mit dem Kif20a siRNA Konstrukt. Die urspringlich runden Zellkerne waren
anschlieRend bohnenférmig gekrimmt (Abb. 27). Dies lasst moglicherweise auf eine
Fehlfunktion des Zellzyklus und im Speziellen auf eine abnormale Zytokinese schlieBen. Die
SUB6.86 Zellkernen hingegen zeigten keinen Unterschied in ihrer Morphologie nach Kif20a
Suppression (Abb. 27). Als Apoptose Marker wurde ein Antikérper gegen das Protein
,Cleaved Caspase 3“ verwendet, das in gesunden Zellen in seiner inaktiven Form als
Procaspase (32kDa) vorliegt und in apoptotischen Zellen in zwei Fragmente gespalten wird
(p12, p17). Die Farbungen in Abbildung 28 zeigten einen Anstieg an apoptotischen Panc-1
Zellen nach Transfektion mit dem Kif20a siRNA Konstrukt. Im Vergleich dazu war keinerlei
positive Farbung der transfizierten SU86.86 Zellen zu beobachten. Experimente mit
Leberkarzinomzellen ergaben ebenfalls eine Reduktion der Proliferation der Zellen nach
Kif20a Runterregulierung, nicht aber eine Induzierung der Apoptose [149]. Groth-Pedersen
konnte in seinen Studien mit MCF7 Brustkrebszellen belegen, dass Kif20a supprimierte
Zellen absterben. Allerdings konnten diese Analysen verdeutlichen, dass es sich dabei nicht
um den apoptotischen Zelltod, sondern um einen lysosomalen Zelltod handelt. Um die

Ergebnisse zu verifizieren, wurden FACS Analysen durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass

79



4 Diskussion

ein 5-facher Anstieg an toten Panc-1 Zellen nach Transfektion mit der Kif20a siRNA zu
verzeichnen war. Die Zahl der Zellen die sich in der G2/M- Phase befanden, war dagegen
vermindert (Abb. 29A). Die Runterregulierung des Kif20a Gens fihrte scheinbar, schon bevor
die Zelle in die Mitose eintraten, zum Zelltod. Wahrend des Zellzyklusses tbernimmt Kif20a
unterschiedliche Aufgaben, wie die Formation der mitotischen Spindelfasern, der
Separierung der Zentrosomen, der Chromosomen Aufteilung sowie der Zytokinese [109, 127,
130]. Auch wenn die genaue Ursache der Apoptose hier nicht ganz geklart werden konnte,
geht man davon aus, dass Bereiche dieser Aufgaben wahrend des Zellzyklusses gestort oder
verandert sind, und damit die Zelle unweigerlich in Apoptose geht. Bei der Untersuchung der
SUB6.86 Zellen konnte jedoch ein anderes Ergebnis erzielt werden. Die Kif20a
Runterregulierung bewirkte hier keinen Anstieg an toten Zellen, dafir nahm die Zahl der sich
in der S-Phase befindlichen Zellen zu (hier: 1,8%). Hier konnte eine Arretierung der Zellen in
der S-Phase beobachtet werden (Abb. 29B). Der Vergleich der beiden Zelllinien lasst
vermuten, dass eine starke Kif20a Expression zu einem Zellzyklus Arrest in der S-Phase fiihrt,
und die Funktion von Kif20a durch andere Proteine kompensiert werden kann, wohingegen
eine schwache Kif20a Expression zum Tod der Zelle fuhrt. Yan et al. [156] konnte zeigen,
dass Kif20a unter anderem eine Rolle bei der Arretierung von Magenkarzinomzellen in der
G2/M Phase spielt. Warum die Zellen allerdings in der G2/M Phase arretiert waren, konnte

nicht geklart werden.

4.3 Funktionelle Analysen von PDAC Zelllinien nach Kif20a Hochregulierung

Neben den funktionellen Analysen nach Kif20a Runterregulierung sollte der Einfluss der
Kif20a Hochregulierung auf die Proliferation und Migration untersucht werden. Bislang gibt
es keine Studien uber Analysen von Krebszellen, in denen Kif20a zusatzlich tberexprimiert
wurde. Dafir wurde PDAC Zellen mit einem Kif20a Expressionsvektor transfiziert und
anschlieRend analysiert (Abb. 30). Eine deutliche Kif20a Uberexprimierung konnte fiir alle
drei Zelllinien nach 48 h beobachtet werden (Abb. 30, 31). Bereits 24 h nach der Transfektion
konnten binukleadre Zellen unter dem Mikroskop entdeckt werden, deren Zahl sich nach
weiteren 24 h deutlich erhéhte (Abb. 32). Anscheinend hat die Uberexprimierung des
Kinesin Motor Proteins eine entscheidende Auswirkung auf die Zytokinese. Maglicherweise
ist nach Uberexprimierung die Menge an Kif20a so stark erhéht, dass nicht alle Kif20a

Proteine durch PLK1 phosphoryliert werden kénnen und somit die Funktion wahren der
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Zytokinese behindert ist. Bei den Suppressionsversuchen konnten dagegen keine
binuklearen Zellen festgestellt werden. Proliferationsanalysen ergaben, dass lediglich 70%
der SU86.86 Zellen sowie 80% der T3M4 Zellen proliferierten nach der Transfektion mit dem
Kif20a Expressionsvektor. Die Analyse der Panc-1 Zellen ergab eine 90%-ige Proliferation der
Zellen nach Transfektion und war nicht signifikant (Abb. 33). Interessanterweise scheint die
Inhibierung des Wachstums mit der Kif20a Expression zu korrelieren. Beim Vergleich der
QRT-PCR Analysen mit den Ergebnissen des MTT-Assays lieR sich folgendes Muster
erkennen: Je hoher die Kif20a Expression, desto geringer die Wachstumsinhibierung.
Krebszellen, die eine sehr starke Kif20a Expression aufweisen waren somit vitaler und
aggressiver. Dies konnte von entscheidender Bedeutung fiir mégliche in vivo Studien sein.
Aus diesem Grund sollte zudem untersucht werden, ob sich ebenfalls eine Korrelation bzgl.
der Migration feststellen lieR (Abb. 34). Dabei wanderten 48 h nach der Uberexprimierung
von Kif20a lediglich 70% der T3M4 Zellen und 60% der SU86.86 Zellen durch die Membran.
Neben der Hochregulierung in Tumorzellen wurde zudem die Transfektion der Zelllinie HPDE
untersucht (Abb. 35). Dabei handelt es sich um eine immortalisierte duktale Zelllinie, die in
der Literatur als Kontrollzelllinie bzw. als anndhernd normale Pankreaszelllinie beschrieben
wird [148]. Allerdings fiihrte die Uberexprimierung von Kif20a in HPDE Zellen nach 24- 48 h

zum Zelltod.

4.4 Funktionelle Analysen von PDAC Zelllinien nach Kombinationsbehandlung

von Chemotherapeutika bei gleichzeitiger Kif20a Suppression

Neueste Studien in der Krebstherapie beschaftigen sich mit der Inhibierung von Proteinen,
die an regulatorischen Prozessen des Zellzyklusses beteiligt sind. Taxane werden zum
Beispiel bei der Therapie von verschiedenen soliden Tumoren als adjuvante, neoadjuvante
oder Sekundartherapie eingesetzt [73-78]. Die Wirkungsweise dieser mitotischen Inhibitoren
beruht dabei auf folgendem Prinzip: Nach der Bindung von Taxol an die B-Untereinheit der
Mikrotubuli werden diese stabilisiert und dadurch die Depolymerisierung verhindert. Es
kommt in Folge dessen zu einer verminderten Dynamik sowie einer Bundelung der
Mikrotubuli in der Interphase, was Zellen in einen mitotischen Arrest versetzt und zum
anderen die Apoptose einleitet [157, 158]. Erworbene Resistenzen gegeniiber Taxol
beeintrachtigen jedoch die klinische Effektivitat [159-161]. Aus diesem Grund sollte in der

vorliegenden Arbeit der Effekt der Doppelbehandlung von Taxol bei gleichzeitiger
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Suppression des Kinesin Motor Proteins Kif20a untersucht werden. Dafir wurden in
Vorversuchen zwei unterschiedliche Konzentrationen an Taxol (2 uM, 20 uM) getestet, um
die optimale Inhibierung der Proliferation herauszufinden. Die Ergebnisse des MTT-Assays
zeigten, dass fur alle drei Zelllinien eine Taxol Konzentration von 2 uM fir 24 h am
wirksamsten war (Abb. 36). Die Proliferation der T3M4 Zellen lag bei 25%, bei SU86.86 Zellen
bei 70% und bei der Zelllinie Panc-1 bei 40%. Fur die Behandlung mit 20 uM Taxol konnte ein
Wachstum von 55% fiir T3M4, 90% fiir SU86.86 sowie 80% fir Panc-1 beobachtet werden.
Nach der Doppelbehandlung von Taxol (2 uM, 20 uM) bei gleichzeitiger Kif20a Suppression
konnte eine Runterregulierung von Kif20a im Immunblot festgestellt werden (Abb. 37). Bei
der Doppelbehandlung von T3M4 mit dem Kif20a siRNA Konstrukt und 20 uM Taxol konnten
jedoch keine Banden im Immunblot sichtbar gemacht werden. Da GAPDH unter anderem mit
Mikrotubuli assoziierten Proteinen, wie zum Beispiel tau oder MAP1B (,,microtubuli
associated protein 1B“) interagiert, konnte es sein, dass GAPDH zudem mit dem Kinesin
Motor Protein Kif20a interagiert [162-164]. Aus diesem Grund konnte vermutlich bei der
Kombination von Taxol und Kif20a siRNA die GAPDH Bande im Immunblot verschwinden.
Studien uber eine maogliche Verbindung gibt es bislang nicht, ebenso liegen keine Analysen
bzgl. der Beziehung zwischen der GAPDH-Tubulin Interaktion und der Bindung von
Mikrotubulitoxinen wie Taxol vor. Aus diesem Grund wurde die Zelllinie T3M4 von weiteren
funktionellen Analysen nach Doppenbehandlung (Kif20a siRNA und 20 pM Taxol)
ausgeschlossen. Die folgenden Proliferationsanalysen der SU86.86 und Panc-1 Zelllinie
wurden sowohl mit 2 uM als auch mit 20 uM Taxol sowie dem Kif20a siRNA Konstrukt
durchgefuhrt. Es sollte analysiert werden, ob die zusatzliche Runterregulierung von Kif20a
einen zusatzlichen inhibierenden Effekt auf das Wachstum der PDAC Zelllinien hatte (Abb.
38). Fur die Zelllinien Panc-1 sowie T3M4 konnte dabei kein signifikanter Anstieg der
Inhibierung beobachtet werden. Einzig fur die Zelllinie SU86.86 konnte fur eine
Konzentration von 2 uM eine doppelt so hohe Reduktion des Wachstums festgestellt
werden, nach zusatzlicher Kif20a Runterregulierung. Ebenso bei der Behandlung mit 20 uM
und dem siRNA Konstrukt konnte die Inhibierung von 10% auf tiber 60% gesteigert werden.
Warum SU86.86 gegeniiber den anderen Zelllinien eine so starke Reduktion zeigt, muss in
weiteren Analysen gezeigt werden. Die Vorversuche zeigten, dass sowohl T3M4 als auch
Panc-1 sensitiver auf Taxol reagierten als SU86.86 und damit eventuell die Proliferation

dieser beiden Zelllinien nicht zusatzlich durch die Suppression von Kif20a gesteigert werden
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konnte. Somit ware fir Tumorzellen, die eine weniger starke Sensitivitat fur Taxol haben, die
Suppression von Kif20a eine gute Alternative zur Reduktion der Proliferation. Neben den
Analysen zur Proliferationsinhibierung sollte zudem der Einfluss auf die Migration der PDAC
Zellen untersucht werden (Abb. 39). Dafiir wurde ausschlieBlich eine Konzentration von 2
uM Taxol verwendet, da diese Konzentration bereits die besten Erfolge in den Vorversuchen
erzielte. Die Ergebnisse der Versuche zeigten, dass lediglich 4,5% der doppelt behandelten
SU86.86 Zellen und 30% der behandelten Panc-1 Zellen durch die Membran wanderten, im
Vergleich zu den Kontrollzellen, die aussschlieRlich mit Taxol behandelt wurden. Fur die
Zelllinie T3M4 konnten keine Ergebnisse erzielt werden, da die Zellen die Doppelbehandlung
und den Migrationsversuch nicht tiberlebten. Es ist anzunehmen, dass zwei entscheidende
Mechanismen diesen enormen Effekt ausmachten. Zum einen wird durch die Gabe von Taxol
die Dynamik der Mikrotubuli vermindert und zum anderen kann Kif20a durch die
Suppression nicht mehr in ausreichendem MaRe an den Mikrotubuli entlangwandern [157].
Als Motor Protein hat es zudem die Aufgabe des Organelltransports, dass wahrend der
Migration der Zellen ebenso von entscheidender Bedeutung ist [129, 130]. Eine
Runterregulierung wirde zudem einen verminderten Transport von wichtigen Molekilen
wahrend der Migration inhibieren. Analysen des Kinesin Motor Proteins Kif18A, bei dem es
sich ebenfalls um ein Mitglied der N-Kinesine handelt, zeigte ebenfalls eine deutliche
Reduktion der Migration nach Kif18A Suppression [153]. Studien dber Kif20a und den
Einfluss auf die Migration bei gleichzeitiger Taxolbehandlung gibt es bislang noch nicht.

In einem zweiten Abschnitt sollte der Einfluss der Doppelbehandlung von Gemcitabine und
Kif20a Suppression auf die Proliferation sowie Migration untersucht werden. Fur die
Proliferationsanalysen wurden dabei unterschiedliche Konzentrationen an Gemcitabine (10
uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM, 1000 uM) eingesetzt (Abb. 40). Die Ergebnisse zeigten fur die
Zelllinien SU86.86 sowie Panc-1 lediglich fur die Konzentration von 10 uM eine leichte
Reduktion des Wachstums bei gleichzeitiger Kif20a Runterregulierung (SU86.86 = 9%; Panc-1
= 7%). Fur die Zelllinie T3M4 konnte fur alle Konzentrationen eine signifikante
Proliferationsinhibierung von bis zu 50% nach Doppelbehandlung verzeichnet werden.
Bereits die Taxolversuche konnten eine hohere Sensitivitat der T3M4 Zelllinie auf die
Doppelbehandlung zeigen im Gegensatz zu SU86.86 und Panc-1. Fur die Migrationsversuche
wurde anschlieRend eine Konzentration von 10 uM Gemcitabine verwendet, da diese

Konzentration den gréRten inhibierenden Effekt auf die Proliferation erzielte. Ahnlich wie bei
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den Taxolversuchen uberlebten die T3M4 Zellen die Behandlung jedoch nicht. Nach
Doppelbehandlung wanderten nur noch 30% der SU86.86 Zellen und 68% der Panc-1 Zellen
durch die Membran im Vergleich zu den Kontrollzellen, die ausschlieBlich mit 10 pM
Gemcitabine behandelt wurden (Abb. 41). Studien Gber Kif20a Suppression bei gleichzeitiger
Gemcitabinebehandlung wurden bislang nicht veroffentlicht. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die Kombinationstherapie von Taxol oder Gemcitabine bei gleichzeitiger Kif20a
Suppression ein sehr heterogenes Ergebnis bzgl. der Reduktion von Proliferation und

Migration lieferte.

4.5 Wirkung von Paprotrain auf die Proliferation von PDAC Zelllinien

Vergleicht man die Ergebnisse der Proliferations- und Migrationsversuche sowohl nach
Kif20a Suppression als auch nach Kif20a Uberexprimierung lasst sich ein direkter
Zusammenhang zwischen der Kif20a Expression und der Vitalitat bzw. Mobilitat der
Krebszellen erkennen. Je hoher die Kif20a Expression war, desto vitaler und mobiler waren
die Tumorzellen. Eine deutliche Reduktion der Migration und Proliferation konnte in den
Zellen beobachtet werden, die eine geringere Kif20a Expression aufwiesen. Aus diesem
Grund sollte in einer weiteren Analyse der Effekt des Kif20a Inhibitors Paprotrain auf die
Proliferation der Tumorzellen untersucht werden. Tscherniuk et al. analysierten einen Pool
von 8900 kleinen Molekulen, die alle die Wirkungsweise der ATPase Aktivitat des Kif20a
Proteins unterdricken sollten. Dabei wurde das (2)-2-(1H-indol-3-yl)-3-(pyridin-3-
yl)acrylonitril, das den Namen Paprotrain (Passenger PROtein TRAnsport Inhibitor) tragt, als
effektivster Inhibitor identifiziert. Proliferationsanalysen mit Paprotrain konnten erste
Erfolge in Hela Zellen dokumentieren. Erste Ergebnisse in PDAC Zellen zeigten eine deutliche
Reduktion der Proliferation. Dabei konnte man fur die Zelllinie T3M4 eine Reduktion der
Proliferation fir alle Konzentrationen beobachten. Die starkste Inhibierung erzielte dabei
eine Paprotrain Konzentration von 22uM. Nach der Behandlung waren lediglich 43,2% der
T3M4 Zellen proliferativ. Bei der Auswertung der Behandlung von SU86.86 konnte lediglich
far die Konzentrationen 10 uM sowie 50 uM eine verminderte Proliferation beobachtet
werden. Hier waren lediglich 90% bzw. 75% der Zellen proliferativ. Fur die Zelllinie Panc-1
erzielte die Behandlung mit 1 uM, 22 uM sowie 50 uM eine inhibierende Wirkung von 30-
40% (Abb. 42). Diese Ergebnisse liefern erste Analysen tber die Wirksamkeit von Paprotrain

in Pankreaskarzinomzellen und mdassen in weiteren Versuchen auf ihre Genauigkeit
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uberpraft werden. Bislang belegen unterschiedliche Studien jedoch einen Effekt auf die
Proliferation bzw. die Apoptose von verschiedenen Krebszellen nach Behandlung mit Kinesin
Inhibitoren. Neben Einzelbehandlung mit Inhibitoren wie K5Is [165], Dimethylenastron [165]
oder Monastrol [166] konnten auch Kombinationsstudien mit Chemotherapeutika
vielversprechende Effekte in vitro erzielen. In einer Studie von Basso et al. konnte ein Kinesin
Motor Protein Inhibitor (SCH 2047069) antitumorale Effekte sowohl in der Einzeltherapie als
auch in Kombination mit Paclitaxel, Gemcitabine oder Vincristine erzeugen [167].
Nichtdestotrotz scheint die Wirkungsweise der Kinesin Inhibitoren in klinischen Studien oft
weniger effektiv [168-170]. Studien Gber einen Kif20a Inhibitor oder Paprotrain im speziellen
wurden bislang nicht publiziert, sind aber aufgrund der vorliegenden Daten sehr

vielversprechend.

4.6 Korrelation der Kif20a Expression mit dem Uberleben von Patienten mit

duktalem Adenokarzinom

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die Kif20a Expression einen Einfluss auf die
Proliferation sowie die Migration von PDAC Zelllinien hatte. Auch die
immunhistochemischen  Analysen zeigten eine starkere Kif20a Expression in
Vorlauferlasionen sowie im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Pankreasgewebe. Aus
diesem Grund sollte die Korrelation der Kif20a Expression mit dem Uberleben von Patienten
mit duktalem Adenokarzinom genauer untersucht werden. Dafur wurden Gewebeproben
von 89 Patienten immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet. Mittels Kaplan-Meier Test
wurden die Uberlebenskurven der beiden Gruppen verglichen (Abb. 43). Dabei konnte fiir
Patienten mit einer hohen Kif20a Expression (Kif20a“hoch“) ein medianes Uberleben von
21,3 Monaten ermittelt werden im Vergleich zu Patienten mit einer niedrigen Kif20a
Expression (Kif20a“tief“). Hier lag das mediane Uberleben bei 17,5 Monaten. Die Ergebnisse
sind jedoch nicht signifikant gewesen (p= 0,546). Analysen der Kif18A Expression und dem
Uberleben von Patienten mit kolorektalem Karzinom zeigten ein entgegengesetztes Muster.
Hier hatten Patienten mit einer hohen Kif18A Expression eine deutlich schlechtere Prognose
im Vergleich zu Patienten mit einer niedrigeren Kif18A Expression (p=0,0007)[153]. Studien
an Patienten mit einem hepatozelluldaren Karzinom zeigten, dass eine erhohte Kifl4
Expression mit einer schlechteren Prognose korrelierte (p< 0,001)[154]. Auch fur Eg5 zeigten

sich schlechtere Prognosen bei Patienten mit Nierenkarzinom wenn die Kinesin Expression
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erhoht war (p= 0,003) [171]. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Analysen von
Patienten mit PDAC hinsichtlich ihrer Kif20a Expression und dem Uberleben vorgestellt.
Bislang gibt es keine Veroéffentlichungen uber den Zusammenhang der Expression von
Kinesinen und dem Uberleben von Patienten mit Pankreastumoren. Die Analysen zeigten
deutlich, dass es keinen signifikanten Unterschied gab bzgl. der Kif20a Expression und dem
medianen Uberleben. Dieses hier vorgestellte in vitro Modell ist schwierig, da es sich in der
Zellkultur lediglich um eine Art von Zellen handelt, bei der duRere Einflisse fehlen und
Gewebeproben einen Pool von unterschiedlichsten Zellen darstellen. Um eine bessere
Aussage treffen zu konnen masste eine gréRere Patientenkohorte analysiert werden. Des
Weiteren ist die Immunhistochemie eine schwierige Methode die Korrelation zwischen
Uberleben und Kif20a Expression zu berechnen, da Kif20a in unterschiedlichsten Strukturen
des Pankreas exprimiert wird.

In einem letzten Schritt wurde die Korrelation der Kif20a Expression mit der Expression des
PCNA (,Proliferating Cell Nuclear Antigen“) Proteins untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
die Intensitat der Kif20a Expression nicht mit der Anzahl der PCNA positiv gefarbten
Tumorzellen korreliert (Abb. 44, 45).

4.7 Ausblick

Aufgrund der Hochregulierung von Kif20a im Pankreaskarzinom und seinen Einflissen auf
die Proliferation sowie Migration der Tumorzellen ist Kif20a ein gutes Ausgangsgen fir neue
Therapieansatze. Zudem konnte bewiesen werden, dass eine Kombinationstherapie von
Chemotherapeutika sowie einer Suppression des Kinesin Motor Proteins eine Reduktion der
Proliferation sowie Migration/ Invasion zeigte. Dieser Ansatz ist moglicherweise fur
zukiinftige Kombinationstherapie bei Patienten von entscheidender Bedeutung.
Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass Kfi20a ein gutes Kandidatengen fur die
Immuntherapie ist. Patienten wurde mit einem Kif20a Vakzin behandelt und erlangten
dadurch eine bessere Prognose [172-174]. Kommende Untersuchungen werden sich zudem
mit einem Kif20a-knock out Mausmodell beschaftigen, in dem das Tumorwachstum genauer

erforscht werden soll.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Pankreas.

Abb. 2: Tumorprogressionsmodell des duktalen Adenokarzinoms sowie damit verbundene
genetische Aberrationen in zeitlicher Abfolge.

Abb. 3: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen aller Krebsneuerkrankungen in
Deutschland 2010 [22].

Abb. 4: Vergleich der relativen 5-Jahres-Uberlebensraten, nach Lokalisation und Geschlecht,
Deutschland 2009 - 2010 (Periodenanalyse) [22].

Abb. 5: Chemische Struktur von Gemcitabine.

Abb. 6: Chemische Struktur von Paclitaxel (5B,20-Epoxy-1,2a,4,7B,13a-hexahydroxytax-11-en-9-
one4, 10-diacetate2-benzoatel3-ester mit (2R,3S)-N-benzoyl-3-phenyllisoserine).

Abb. 7: Schematische Darstellung der drei ,,Prototypen” von Motorproteinen.
Abb. 8: Ubersicht der Kinesin Superfamilien und deren Struktur.
Abb. 9: Mechanismus der Kinesin Bewegung entlang von Mikrotubuli.

Abb. 10: Schematische Darstellung des Kinesin Motor Proteins Kif20a.

Abb. 11: A, Expressionsvektor pCMV6-AC-GFP und B, Kif20a Expressionsvektor; Firma Origene.
Abb. 12: Immunhistochemische Analysen von Kif20a in gesundem Pankreas.

Abb. 13: Immunhistochemische Analysen von Kif20a in chronischer Pankreatitis.

Abb. 14: Immunhistochemische Analysen von Kif20a in verschiedenen PanIN Lasionen des
Pankreas.

Abb. 15: Immunhistochemische Analysen von Kif20a im Tumorgewebe des Pankreas.

Abb. 16: Agarosegel von extrahierter RNA aus Karzinomzelllinien.

Abb. 17: Kif20a Expression in PDAC- Zelllinien.

Abb. 18: Kif20a Expression in NET- Zelllinien.

Abb. 19: Immunfluoreszenz Analysen von Kif20a in Tumorzellen des Pankreas (SU86.86, Panc-1).

Abb. 20: Immunfluoreszenz Analysen von Kif20a in humanen immortalisierten duktalen
Epithelzellen des Pankreas (HPDE).

Abb. 21: QRT-PCR Analysen von cDNA aus Tumorzellen des Pankreas nach Kif20a Suppression.

97



7 Abbildungsverzeichnis

Abb. 22: Immunblot Analysen von PDAC Zelllinien nach Kif20a Suppression.

Abb. 23: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung (MTT-Assay).
Abb. 24: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung.

Abb. 25: Invasions-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung.

Abb. 26: “Time-lapse” Mikroskopie (Richtungsabhangigkeit, Distanz, Geschwindigkeit).

Abb. 27: Immunfluoreszenz von Kif20a runterregulierten Panc-1 und SU86.86 Zellen.

Abb. 28: Immunfluoreszenz (DAPI, ,Cleaved Caspase 3“) von Kif20a runterregulierten Panc-1 und
SU86.86 Zellen.

Abb. 29: Zellzyklusanalysen von Panc-1 und SU86.86 Zellen nach Kif20a Runterregulierung.

Abb. 30: QRT-PCR Analysen von cDNA aus Tumorzellen des Pankreas nach Kif20a
Uberexprimierung.

Abb. 31: Immunblot Analysen von PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) nach Kif20a
Uberexprimierung.

Abb. 32: Phianotyp von PDAC- Zelllinien (T3M4, SU86.86, Panc-1) nach Kif20a Uberexprimierung.
Abb. 33: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Hochregulierung (MTT-Assay) .

Abb. 34: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Hochregulierung.

Abb. 35: Uberexprimierung von Kif20a in immortalisierten humanen duktalen Epithelzellen (HPDE).
Abb. 36: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Taxol (MTT-Assay).

Abb. 37: Immunblot Analysen von PDAC- Zelllinien nach Kif20a Suppression und gleichzeitiger
Taxol Behandlung (2 uM/ 20 uM).

Abb. 38: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Taxol und Kif20a siRNA
(MTT-Assay).

Abb. 39: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung und gleichzeitiger
Behandlung mit 2 pM Taxol.

Abb. 40: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Gemcitabine und Kif20a
SiRNA (MTT-Assay).

Abb. 41: Migrations-Analysen von Krebszellen nach Kif20a Runterregulierung und gleichzeitiger
Behandlung mit 100 pM Gemcitabine.

Abb. 42: Proliferations-Analysen von Krebszellen nach Behandlung mit Paprotrain (MTT-Assay)
Abb. 43: Kumulatives Uberleben von Patienten beziiglich ihrer Kif20a Expression.
Fig. 44: Immunhistochemische Farbung von Tumorgewebe (Pankreas) mittels PCNA Antikorper.

Fig. 45: Semiquantitative Analyse von PCNA positiven Zellen im Tumorgewebe.
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