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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das duktale Pankreaskarzinom

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt unter den Neoplasien des
Pankreas mit mehr als 85 % die haufigste und bdsartigste Entitat dar (Hezel et al.
2006).

Obwohl das duktale Pankreaskarzinom bei Mannern bezlglich der Inzidenz nicht unter
den haufigsten zehn Krebsarten zu finden ist, zeichnet es sich als die vierthaufigste
Krebs-assoziierte Todesursache in den USA aus. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate
von 6 % ist das duktale Pankreaskarzinom dort eine der Krebserkrankungen mit der
héchsten Letalitat. Selbst nach einer signifikanten Steigerung von den Jahren 1975-
1977 bis heute ist die 5-Jahres-Uberlebensrate weiterhin auf einem &uBerst niedrigen
Niveau (Siegel et al. 2014).

In Deutschland zeigt das Pankreaskarzinom eine steigende Inzidenz mit 16.080
Neuerkrankungen im Jahr 2010 und einer prognostizierten Zahl von Neuerkrankungen
von 17.400 fiir 2014, sowie eine vergleichbar niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate von
7 % (Robert-Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. 2013).

Diese schlechte Prognose ist unter anderem bedingt durch eine spéte
Diagnosestellung im bereits fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung, so dass eine
kurative Behandlung durch operative Resektion nur in etwa 15 % der Falle moglich ist
(Siegel et al. 2014; Vincent et al. 2011). Obwohl die mittlere Uberlebensdauer bei
metastasiertem  Pankreaskarzinom durch die = Kombinationschemotherapie
FOLFIRINOX (Oxaliplatin, Irinotecan, Fluouracil, Leucovorin) im Vergleich zur
Therapie mit Gemcitabin allein von 6,8 auf 11,1 Monate verbessert werden konnte
(Conroy et al. 2011), ist die Prognose bei Pankreaskarzinom weiterhin schlecht, so
dass neben einer verbesserten und vor allem friheren Diagnosestellung, neue
Therapiekonzepte und ein tieferes Verstéandnis der Krankheitsprozesse, insbesondere
der Metastasierung, nétig sind.

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas entwickelt sich aus den duktalen
Pankreaszellen  Uber nichtinvasive  Vorlauferlasionen, den sogenannten
pankreatischen intrapithelialen Neoplasien (PanINs) und azinar-duktalen Metaplasien
(ADMs) (Cubilla und Fitzgerald 1976). Parallel zu den auf histologischer Ebene
zunehmenden Veranderungen kommt es auf genetischer Ebene zu einer typischen
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sequentiellen Anhaufung von Mutationen und Deletionen. Dabei stellen onkogene
KRAS-Mutationen die sequentiell ersten und im finalen Adenokarzinom die quantitativ
haufigsten Mutationen dar, die in bis zu 100 % nachweisbar sind (Rozenblum et al.
1997). In der weiteren Folge kommt es zur Inaktivierung der Tumorsuppressorgene
CDKNZ2A, TP53, BRCA2 und DPC4 (SMAD4) (Hidalgo 2010).

Depmas sl I =z

{— Normal —| F PanIN-1A 4~ PanIN-1B —}— PanIN-2
<«—— Her-2/ney —» = pl6

K-ras

Abbildung 1: Histologisch-genetisches Progressionsmodell des duktalen Adenokarzinoms im
Pankreas (aus Hruban et al. 2000)

Auf histologischer Ebene (oben) entwickelt sich aus dem normalen duktalen Epithel (links) Gber
nichtinvasive Vorlauferlasionen (PanINs) letztlich das invasiv wachsende Pankreaskarzinom. Auf
genetischer Ebene (unten) kommt es zu einer sequentiellen Anhaufung von Mutationen (Hruban et al.
2000)

1.2 Metastasierungsmodelle

Metastasierung als der eigentlich tédliche Prozess vieler Tumorerkrankungen lasst
sich aufgliedern in verschiedene Schritte. Wahrend diese einzelnen
Metastasierungsschritte mittlerweile gut bekannt sind, bestehen bezlglich der
Regulatoren (und damit méglichen therapeutischen Angriffspunkten) der einzelnen
Schritte weiterhin groBe Wissens- und Verstandnisliicken, insbesondere da zahlreiche
Studien gezeigt haben, dass neben verschiedenen Metastasierungsmodellen auch
verschiedene Regulationsmechanismen bei unterschiedlichen Tumorentitaten
vorliegen.

Metastasierung besteht als Gesamtprozess aus einer Abfolge einzelner Schritte.
Folgend auf die Invasion in umgebendes Gewebe und Intravasation einzelner
Tumorzellen, gelangen die Zellen, entweder als Einzelzellen oder in einem

Zellverband, Gber den Blutstrom als sogenannte zirkulierende Tumorzellen (circulating
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tumor cells, CTC) in andere Organe, die damit zu mdglichen Metastasierungsorten
werden. Hier erfolgen die Extravasation und Invasion in das jeweilige Gewebe, mit
anschlieBender Proliferation.

Auf  genetischer Ebene  werden  grundsatzlich zwei  vorherrschende
Metastasierungsmodelle unterschieden. Das parallele Modell postuliert einen frithen
Beginn des Metastasierungsprozesses und beschreibt damit eine friihe Absiedelung
einzelner Tumorzellen vom Primartumor, was sich auf genetischer und epigenetischer
Ebene widerspiegelt in einer voneinander unabhangigen Entwicklung mit
resultierenden  unterschiedlichen  Mutationen und  stark  divergierenden

Genexpressionsprofilen zwischen Primartumor und Metastase. Im Gegensatz dazu

b )

s

O

Abbildung 2: Modelle der Metastasierung (aus Weigelt et al. 2005)

Es werden grundsaizlich zwei Metastasierungsmodelle unterschieden: Das lineare
Metastasierungsmodell (b) postuliert einen spéaten, im Verlauf der Onkogenese stattfindenden Erwerb
der Metastasierungsfahigkeit bei nur einzelnen Tumorzellen (rot), andere Tumorzellen erreichen nicht
die Fahigkeit zu metastasieren (rosa). Unterschiedliche Mutationen ermdglichen dabei eine
gewebsspezifische  Metastasierung  (grin/blau/lila).  Dagegen  postuliert das  parallele
Metastasierungsmodell (c), dass Metastasierung friih in der Onkogenese stattfindet, und Primartumor
und Metastasen im weiteren Verlauf der Onkogenese unabhangig voneinander proliferieren, was sich
in stark divergierenden Genexpressionsprofilen widerspiegelt (Weigelt et al. 2005).
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geschieht der Metastasierungsprozess geman dem linearen Modell in einem spaten
Stadium der Tumorerkrankung als letztlich Kontinuum der lokalen Tumorprogression.
Auf genetischer Ebene lasst sich dieses Modell anhand zeitlich hintereinander
geschalteter Mutationen und anderer genetischer Veranderungen erklaren, von denen
letztlich wenige einigen Tumorzellen im spaten Verlauf die Fahigkeit zur
Metastasierung verleihen.

Sowohl Daten von Yachida et al. als auch friihere Ergebnisse der Arbeitsgruppe von
Prof. Saur konnten zeigen, dass — wahrend flr Brustkrebs sehr wahrscheinlich das
parallele Progressionsmodell zutrifft (Weigelt et al. 2003) — beim Pankreaskarzinom
das lineare Modell den Prozess der Metastasierung am ehesten widerspiegelt
(Yachida et al. 2010).

1.3 Mausmodelle fiir das duktale Adenokarzinom des Pankreas

Genetisch modifizierte Mause werden in der Forschung als Modellorganismen flr
zahlreiche humane Krankheiten genutzt, um damit das komplexe Zusammenspiel der
spezifischen genetischen Modifikation und der physiologisch ablaufenden Vorgange
im Modellorganismus zu erfassen. Im Gegensatz zu anderen Modellorganismen, wie
Drosophila melanogaster, bietet die Maus (Mus musculus) den Vorteil, als Saugetier
hinsichtlich Organanatomie und physiologischen Abldufen groBe Ahnlichkeiten zum
menschlichen Organismus aufzuweisen (van Deursen und Hofker 2003). Auch auf
genetischer Ebene besteht mit einer Homologie von iiber 90 % eine hohe Ahnlichkeit
(Chinwalla et al. 2002).

Die genetische Modifikation wird dabei Uber verschiedene Methoden erreicht.
Wahrend bei transgenen Mausmodellen der Einbau der fremden bzw. modifizierten
DNA ungerichtet, also an zufalliger Stelle innerhalb des Mausgenoms geschieht,
erfolgt durch homologe Rekombination eine gerichtete, das heiBt an vordefinierter
Stelle stattfindende Integration (Thomas und Capecchi 1987).

Als groBer Fortschritt bei der Entwicklung von genetisch modifizierten Mausmodellen
fir das duktale Pankreaskarzinom etablierten Hingorani et al. das endogene Kras@'2P-
Expressionsmodell. Hierbei wurde ein endogenes Kras-Allel durch onkogenes
Kras@12P ersetzt, dem eine LoxP-Stop-LoxP-Sequenz (LSL-Sequenz) vorgeschaltet
war. Uber die Nutzung des konditionalen Rekombinationssystem Cre-LoxP gelang
durch Kombination mit der — durch Vorschaltung eines pankreasspezifischen
Promotors, wie PDX1 oder P48 — pankreasspezifisch exprimierten Cre-Rekombinase
so eine pankreasspezifische Expression des onkogenen Kras®'?P, Derart genetisch
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modifizierte Mause entwickelten — analog zur humanen Tumorprogression — Uber
murine PanINs als Vorlauferlasionen zum Teil und erst im langfristigen Verlauf letztlich
invasive und metastasierende duktale Adenokarzinome (Hingorani et al. 2003; ljichi
2011). Mittels Kombination der endogenen Kras®'?P-Mutation mit der Inaktivierung
verschiedener Tumorsuppressorgene, analog zur Anhaufung sequentieller Mutationen
und anderer genetischer Veranderungen beim humanen Pankreaskarzinom, wurde
eine Beschleunigung der Tumorigenese (ljichi 2011) und damit héheren Rate an
invasiven und metastasierenden Tumoren erreicht. Inaktivierte Tumorsuppressorgene
hierbei waren zum Beispiel p16"N%4a (liber Knock-out) (Aguirre et al. 2003) oder TP53
(Uber Mutation oder Knock-out) (Bardeesy et al. 2006; Hingorani et al. 2005).

Neben genetisch modifizierten Mausmodellen Iasst sich die Maus auch als
Empfangerorganismus von Xeno- bzw. Allografts nutzen. Flr die Untersuchung von
Pankreastumoren werden dabei Pankreastumorzellen subkutan oder orthotop

implantiert.

1.4 Transforming Growth Factor Beta (TGFB)

TGFB, mit seinen drei Isoformen TGFB1, -2 und -3, ist das namensgebende
regulatorische Zytokin fur die TGFB-Superfamilie, zu der neben TGFB die BMPs (Bone
Morphogenetic Proteins) sowie die Activine gehéren. Dabei agiert TGFB als
interzellular wirkendes Zytokin, das Uber die Bindung an spezifische membranstandige
Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen (TGFB-Rezeptor Typ | und Il (TGFBR1 bzw.
TGFBR2)) das Signal nach intrazellular weiterleitet, und zwar hauptsachlich Gber den
SMAD-Signalweg. Hierbei erfolgt die Phosphorylierung von bestimmten SMAD-
Transkriptionsfaktoren, den sogenannten Rezeptorsubstrat-SMADs. Diese RSMADs
bilden einen Komplex mit SMAD4; dieser RSMAD-SMAD4-Komplex wandert in den
Zellkern und assoziiert dort wiederum mit weiteren DNA-bindenden Kofaktoren. In
Abhangigkeit des spezifischen Gesamtkomplexes werden unterschiedliche Zielgene
aktiviert, was differenzierte Antworten auf die urspringlich durch TGFB-Liganden in
Gang gesetzte Signaltransduktion erméglicht. Uber diese Signaltransduktion spielen
die TGFB-Liganden eine vermittelnde und regulierende Rolle fir die Zellhomdostase,
-differenzierung, -proliferation, Immunantwort, Angiogenese, Zellmotilitdt und
Apoptose. Der exakte Effekt ist dabei zell- und kontextabhangig (Gatza et al. 2010;
Massague 1998). Der TGFB-Rezeptor Typ Il (TGFBR3, auch Betaglycan genannt)
unterscheidet sich dabei von TGFBR1 und -2 durch seine Funktion als Kofaktor und
damit nicht Rezeptor im eigentlichen Sinne. Als Kofaktor bindet TGFBR3 TGBF1 und



Einleitung

prasentiert dieses an TGFBR2. Durch die Aktivierung verschiedenster Zielgene durch
TGFB koénnen in Abhangigkeit des spezifischen Zellkontextes verschiedenste
Zellantworten ausgeldst werden (Massagué 2008). In normalen epithelialen Zellen
sowie in frihen Tumorstadien hat TGFB einen antiproliferativen Effekt (v.a. durch
Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest), diese antiproliferative bzw.
tumorsuppressive Wirkung verliert sich im Verlauf der Tumorigenese und wandelt sich
um in protumorigene Effekte (Invasivitat, Motilitat, epithelial-mesenchymale Transition,
Uberleben, Angiogenese, Immunsuppression) (Leivonen und K&héari 2007).

1.5 Die Rolle des TGFB-Signalweges und insbesondere von TGFB1 in der
Karzinogenese im Pankreas

Wie bereits im Abschnitt 1.1 erwdhnt, finden sich im humanen Pankreaskarzinom
haufig Mutationen von SMAD4 als Downstream-Effektor im TGFB-Signalweg (Hahn et
al. 1996). Dies legt vor allem eine Funktion von TGFB als Tumorsuppressor nahe,
andererseits gibt es nicht nur bei anderen Karzinomen, sondern auch fir das
Pankreaskarzinom Daten, die auch protumorigene Effekte von TGFB nachweisen.
Johnson et al. wiesen neben den bekannten haufigen SMAD4-Mutationen weitere
Alterationen bei Mitgliedern des TGFB-Signalweges in Pankreaskarzinomzelllinien
nach, unter anderem eine verstarkte Expression von TGFBR2. Zusétzlich zeigten
Zellen mit Mutationen von SMAD4, KRAS2, and TP53 eine verstarkte Proliferation
nach Stimulation durch TGFB1 (Jonson et al. 2001).

Ellenrieder et al. wiesen in zellbasierten Arbeiten (Zugabe von TGFB1 zu Zellen) nach,
dass TGFB1 in Pankreaskarzinomzellen eine epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) induziert, ein Vorgang der mit einer verstarkten Zellmigration und -invasion
(vermittelt unter anderem durch Aktivierung bzw. verstarkte Expression von MMP2)
einherging. Durch Vorbehandlung mit einem MEK1-Inhibitor konnten diese Effekte von
TGFB1 reduziert bis komplett verhindert werden (Ellenrieder et al. 2001a; Ellenrieder
et al. 2001b).

Auch Song et al. konnten eine TGFB1-induzierte Erhéhung der Invasivitat von
Pankreaskarzinomzellen zeigen, die sie auf eine EMT-Induktion tber die Aktivierung
von ZEB1, ZEB2, Snail1 und Snail2 durch TGFB1 zurlickflihrten (Song et al. 2015).
Ebenfalls den protumorigenen Effekt von TGFB unterstitzte eine Arbeit von Rowland-
Goldsmith et al.: Tumorzellen, die einen I8slichen TGFB-Rezeptor Typ Il exprimierten
(der durch ,Wegfangen“ von TGFB1 die Zellantwort auf TGFB1 verhinderte), zeigten
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ein vermindertes Tumorwachstum und eine reduzierte Metastasierungsfahigkeit
(Rowland-Goldsmith et al. 2002).

David et al. konnten zeigen, dass die duale Rolle von Tgfb1 beim Pankreaskarzinom
(tumorsuppressiv vs. protumorigen) vom Smad4-Status des Tumors abhangig ist: In
Smad4-negativen Zellen erfolgte keine Transkriptionsaktivierung von Snail, aber die
Aktivierung von Sox4. Sox4 bewirkte zusammen mit KIf5 einen protumorigenen Effekt.
In Smad4-positiven Zellen dagegen erfolgte — neben der ebenfalls ablaufenden
Aktivierung von Sox4 — auch die Aktivierung von Snail. Dieses bildete mit Smad2/3-
Smad4 einen Komplex, der einerseits zu einer Inaktivierung von Kif5 fihrte und eine
epithelial-mesenchymale  Transition induzierte. Gegensatzlich zu seinem
protumorigenen Effekt auf epitheliale Zellen hatte Sox4 nach erfolgter EMT einen pro-
apoptotischen Effekt, ein Mechanismus der damit als ,tédliche EMT* bezeichnet wurde
(David et al. 2016). Durch den Verlust von Smad4 konnte dieser Mechanismus
aufgehoben werden.

In einer Kklinischen Arbeit war bei Patienten mit Pankreaskarzinom im frGhen Stadium
eine Uberexpression von TGFB1 mit einem langeren Uberleben assoziiert (Glazer et
al. 2017). Diese Ergebnisse widersprechen einer friihen Arbeit von Friess et al., die
anhand von humanen PDAC-Proben eine Assoziation zwischen dem Nachweis von
TGFB2 und einem fortgeschrittenem Tumorstadium beschrieben. Kongruent dazu war
das Fehlen aller drei TGFB-Isoformen mit einem langeren Uberleben assoziiert (Friess
et al. 1993).

1.6 Kandidatengene

Basierend auf vorangegangenen Arbeiten bzw. friheren Daten der Arbeitsgruppe von
Prof. Saur wurden sechs Kandidatengene der Metastasierung ausgewabhlt, die in einer
Mikroarray-Analyse eine signifikant unterschiedliche Expression in metastasierten und
nicht-metastasierten Primartumoren bzw. im Primartumor und in den Metastasen
endogener Mausmodelle gezeigt hatten:

Gatab, Osmr, 1118, Tgfbr3, S100a8, Mmp2.

1.6.1 GATAS

Das Gen GATAS kodiert fur den Transkriptionsfaktor GATAS, der zwei GATA-typische
Zinkfinger enthalt und an HNF-1alpha (hepatocyte nuclear factor 1 alpha) bindet.
Frihere Arbeiten hatten vor allem die Rolle von GATA5 in der embryonalen
Herzentwicklung gezeigt. Damit gehdrt GATAS, folgt man einer der ersten, auf der
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vorrangigen Expression basierende Einteilungen der Familie der GATA-
Transkriptionsfaktoren, zu den endodermalen GATA-Faktoren (GATA4, 5, -6), denen
die hamatopoietischen GATA-Faktoren (GATA1, -2, -3) gegenitberstehen. Generelle
Funktion der GATA-Faktoren ist eine Férderung der Zelldifferenzierung. Damit ist der
Effekt des mangelnden Reifungsvermdgens durch eine Funktionsstérung bzw.
reduzierte Expression, und damit letztlich eine Funktion als Tumorsuppressor,
naheliegend (Zheng und Blobel 2010). Allerdings scheint dies keine eindeutige
Funktion zu sein, da zum Beispiel auch eine Uberexpression von GATA6 im
Pankreaskarzinom (Fu et al. 2008) sowie im Kolonkarzinom (Shureiqgi et al. 2007)
beschrieben wurde. Spezifisch fir GATA5 Uberwiegen bislang die Daten, die eine
Funktion als Tumorsuppressor nahelegen. So konnten Akiyama et al. zeigen, dass
beim kolorektalen und Magenkarzinom hé&ufig eine Promotor-Hypermethylierung
vorliegt, die zu einem Stilllegen der Transkription der Zielgene fiihrte. Im Gegenzug
wurde durch eine pharmakologisch oder genetisch induzierte Demethylierung eine
Expression der Zielgene erreicht. Die Expression von exogenem GATAS konnte diese
Stilllegung ebenfalls Uberwinden und fluhrte zu einer Reaktivierung der Zielgene
(Akiyama et al. 2003). Ahnliches fand sich auch fiir das Nierenzellkarzinom. Hier zeigte
sich zum einen eine Hypermethylierung der GATA5-CpG-Insel; zum anderen war eine
verstarkte Methylierung statistisch assoziiert mit Metastasierung, fortgeschrittenem
Erkrankungsstatus, und Verkiirzung der progressionsfreien Uberlebenszeit (Peters et
al. 2012). In vitro filhrte die Uberexpression von GATAS bei Zellen des kolorektalen
Karzinoms zu einer Suppression von Koloniebildung, Proliferation, Migration, Invasion
und verankerungsunabhangigem Wachstum (Hellebrekers et al. 2009).

1.6.2 OSMR

Das Gen OSMR codiert fir den Oncostatin M Receptor (OSMR), ein Transmembran-
Rezeptor, der zur Familie der Typ-I-Zytokin-Rezeptoren gehért. Trotz seiner
Namensgebung stellt OMSR dabei im Grunde nur eine Untereinheit des Rezeptors
dar. So bindet der Ligand OSM primar an die andere Untereinheit des Rezeptors
(gp130), woraufhin OSMR als zweite Untereinheit rekrutiert wird und es zur
Heterodimerisierung kommt. Dieses Heterodimer wird als OSM Typ |l Rezeptor
bezeichnet, dem der Typ | Rezeptor, bestehend aus gp130 und LIFR (leukemia
inhibitory factor receptor), gegenibergestellt wird (Mosley et al. 1996; Hermanns
2015). Die Bindung von OSM an seine Rezeptoren bewirkt dabei letztendlich eine

Hemmung der Zellproliferation sowie in Tumoren eine Induktion der Zelldifferenzierung
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und Apoptose. Eine erhdhte Methylierungsrate von OSMR, die zur verminderten
Expression von OSMR flhrte, und damit wiederum zu einer Resistenz gegen die
proliferationsinhibierenden Effekte von OSM, wurde sowohl im kolorektalen Karzinom
(Kim et al. 2009), als auch im Magen- und Pankreaskarzinom nachgewiesen (Deng et
al. 2009).

Im Gegensatz dazu wiesen beispielsweise Savarese et al. eine Ko-Expression des
Rezeptorliganden OSM sowie seiner Rezeptortypen (Typ | und Il) in humanen
Ovarialkarzinomen nach, eine Konstellation, die von den Autoren als mdglicher
autokriner Signalweg, im Sinne einer Selbsterhaltung der Tumorzellen, gewertet wurde
(Savarese et al. 2002). Beim Zervixkarzinom wurde eine Uberexpression von OSMR
(durch Zunahme der Genkopienzahl) nachgewiesen, die mit einem ungunstigen
klinischen Outcome assoziiert war (Ng et al. 2007). Die Einschatzung von OSM,
wirkend Uber seinen Rezeptor OSMR, als potentielles Onkogen wurde auBerdem
unterstitzt durch die OSM-induzierte Verstarkung Tumorzell-spezifischer
Eigenschaften, wie zum Beispiel Ausbildung eines mesenchymalen Phanotyps (Junk
et al. 2017; Smigiel et al. 2017).

1.6.31IL18

Das Gen /L18 codiert fir das proinflammatorische Zytokin Interleukin 18 (IL18), das
zur Superfamilie der IL1-Zytokine gehért. IL18 spielt tiber die Induktion der Interferon-
y-Produktion in T-Zellen und Natirlichen Killer-Zellen eine wichtige Rolle bei der
angeborenen und erworbenen Immunantwort (Dinarello 1999). In der Karzinogenese
scheint IL18 eine duale Rolle zu spielen. So sind einerseits tumorprotektive bzw. -
suppressive Effekte von IL18 (z.B. (Coughlin et al. 1998; Lian et al. 2007; Zaki et al.
2010), andererseits auch gegenteilige protumorigene Effekte (z.B. Kim et al. 2006a;
Kim et al. 2006b; Vidal-Vanaclocha et al. 2000) beschrieben. Auch spezifisch beim
Pankreaskarzinom sind gegensétzliche Effekte von IL18 beschrieben. So waren
héhere Serum- bzw. Plasmalevel von IL18 mit einem langeren Uberleben assoziiert,
héhere IL18-Level im Tumorgewebe selbst jedoch mit kiirzerem Uberleben sowie
vermehrter Invasion und Metastasierung (Carbone et al. 2009; Guo et al. 2016). Eine
gegenteilige Assoziation, namlich von niedrigeren IL18-Serumlevels mit langerem

Uberleben wurde von Bellone et al. beschrieben (Bellone et al. 2006).
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1.6.4 TGFBR3

Das Gen TGFBR3 codiert fur den TGF-beta-Rezeptor Typ Il (TGFBR3), ein Co-
Rezeptor innerhalb des TGFB-Signalwegs, auch Betaglycan genannt. Allgemeine
Funktionen innerhalb des TGF-beta-Signalwegs von TGFBR3 werden im Abschnitt 1.4
erlautert. Beziglich der Karzinogenese zeigt eine wachsende Anzahl von Arbeiten
eine supprimierende Rolle fir Tumorprogression und Metastasierung. Beim
Mammakarzinom fand sich eine reduzierte Expression von TGFBR3, unter anderem
durch Verlust der Heterozygotie (Dong et al. 2007), ebenso wie beim nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (Finger et al. 2008). Auch beim Pankreaskarzinom fand
sich eine reduzierte TGFBR3-Expression, wobei sich mit zunehmendem Tumorgrad
ein zunehmender Verlust von TGFBR3 zeigte. Insbesondere wéhrend der epithelial-
mesenchymalen Transition, ein wichtiger Vorgang zur Férderung der Zellmotilitat und
-invasivitat sowohl im Rahmen der Embryonalentwicklung als auch der Tumorigenese,
fand sich hier ein Verlust von TGFBR3 (Gordon et al. 2008).

1.6.5 S100A8

Das Gen S700A8 codiert fur das Kalzium-bindende Protein S100A8, auch
Calgranulin A genannt. Zusammen mit S100A9 bildet es das Heterodimer
Calprotectin.

Urspringlich als immunmodulierendes, von Neutrophilen exprimiertes und
sezerniertes Protein beschrieben, zeigt eine zunehmende Menge jlingerer Arbeiten
eine Rolle von S100A8 bzw. des Heterodimers S100A8/A9 in der Karzinogenese. So
fand sich eine Hochregulation bzw. Uberexpression in zahlreichen Tumorentititen
(Cross et al. 2005), unter anderem im Magenkarzinom (EI-Rifai et al. 2002),
Mammakarzinom (Seth et al. 2003) und Pankreaskarzinom (Shen et al. 2004). Auf
mechanistischer Ebene zeigte eine Arbeit von Ichikawa et al., dass S100A8/A9 Uber
die rezeptorvermittelte Aktivierung von Signalwegen Tumorwachstum und
Metastasierung férdert (Ichikawa et al. 2011). Effekte von unter anderem S100A8 im
Pankreaskarzinom waren die Inhibition von NF-kB und Stimulation von mTor (Basso
et al. 2014).

1.6.6 MMP2

Das Gen MMPZ2 codiert fur die Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2), auch bekannt als
Kollagenase Typ IV oder Gelatinase A. MMP2 gehdrt damit zu den Matrix-
Metalloproteinasen, einer Familie zinkabhangiger Enzyme, die Komponenten der

10
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Extrazellularen Matrix zerlegen kénnen. Mit dieser Funktion scheint die Assoziation
friher Arbeiten zwischen einer MMP-Uberexpression und Tumorinvasion und -
progression z.B. beim Kolonkarzinom (Levy et al. 1991), Mammakarzinom
(Monteagudo et al. 1990) und auch Pankreaskarzinom (Ellenrieder et al. 2000),
naheliegend (Shuman Moss et al. 2012). Neuere Arbeiten zeigten auch eine Rolle der
MMPs in der Tumorangiogenese, andererseits aber auch gegenteilige Effekte, die auf
der Wirkung von Spaltprodukten der MMPs als Angiogenese-Inhibitoren beruhen
(Shuman Moss, al. 2012). Fir das Pankreaskarzinom konnten Gordon et al. zeigen,
dass die Hochregulation von MMP2 (und Induktion von SMAD7) durch BMPs (bone
morphogenetic proteins) eine erhdhte Invasivitat bedingt (Gordon et al. 2009).
Hinsichtlich einer mdglichen prognostischen Bedeutung fand sich eine Korrelation
zwischen epithelialer MMP2-Expression und dem Tumorstadium bzw. -grad (Juuti et
al. 2006).

1.7 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen der Metastasierung
beim duktalen Pankreaskarzinom mittels funktioneller Genanalysen zu untersuchen.
Hierzu wurde zum einen ein neues genetisch definiertes Mausmodell zur
Untersuchung der Rolle von TGFB1 als Kandidatengen der Metastasierung im
Pankreaskarzinom generiert, das eine ort- und zeitspezifische Uberexpression von
TGFB1 ermbglicht. Zum anderen wurde die funktionelle Rolle von weiteren
Kandidatengenen der Metastasierung im Pankreaskarzinom (GATA5, OSMR, IL18,
TGFBR3, S100A8 und MMP2) mittels zellbasierter Assays und eines Allograftmodels

in vitro und in vivo untersucht.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

1 kb DNA Extension Ladder

2-Log DNA-Leiter

5-Azacytidine

Agarose

Ammonium persulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz

B-Mercaptoethanol

Bovine Serum Albumin (BSA) Standard

DMEM Medium

DMSO (Dimethylsulfoxid)

D-PBS

D-Luciferin

EDTA (Etylendiamintetraessigséure)
Ethanol

Ethidiumbromid (10mg/ml)

FCS

Gateway® LR Clonase® Il Enzyme mix

Gel Loading Dye, blue (6x)
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Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Piece Biotechnology,
Rockford, IL, USA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Synchem, Kassel, Deutschland

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
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GelStar Nukleinsiure Farbstoff

Glycerin

Glycin

HCI

HEPES

HotStarTag DNA Polymerase
Isofluran Forene

Isopropanol

Kanamycin

KCI

LB-Agar

LB-Medium

LR Clonase® Il Plus enzyme
Methanol

N-Acetylcystein

NaCl

NaOH

Nonidet P40 (NP40)
Oligofectamin™

OptiMEM®

OrangeG

Penicillin-Streptomycin Lésung
Phosphatase Inhibitor Cocktail Set

Proteinase K
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Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden

Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
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Power SYBR Green PCR Master Mix
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix
Restriktionsendonukleasen
RLT-Puffer

RNase-Free DNase Set

RPMI 1640 Medium

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate Ultra Pure)
SOC-Medium

Superfect

TagMan® RT-Reagenzien

TE-Puffer, pH 8,0

TEMED

TRIS Ultra Qualitat

Trypsin-EDTA

2.2 Kommerziell erhaltliche Kits

Tabelle 2: kommerziell erhéltliche Kits

Bezeichnung

Applied Biosystems Inc., Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Hersteller

EndoFree Plasmid Maxi Kit
MinElute PCR Purification Kit
Plasmid Mini/Midi Kit
QlAprep spin Miniprep Kit
Qiaquick Gel Extraction Kit
Qiaquick PCR Purification Kit

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

14
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

8er-Softstrips (0,2ml) (PCR-Tube)

Biopur Combitips

Chirurgische Einmalskalpelle
GefriergefaBe (Cryo Tubes)

Gene Pulser/Micro Pulser
Elektroporationskiivette (0,2 cm gap)

Impfésen

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Micro Amp™ optical 96-Well Reaction-Plate
Neubauerzdhlkammer
PCR-ReaktionsgefaBe

Petrischalen

Plattierungsspatel

Primer

ReaktionsgefaBe 1,5 und 2ml

Safe-lock ReaktionsgeféaBe Biopur

Serologische Pipetten

Sterile Pipettenspitzen

Zellkulturverbrauchsmaterialien (Flaschen,
Schalen, Loch-Platten, Réhrchen, Zellschaber)
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Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Feather Safety Razor Co., Ltd, Osaka, Japan
Nunc Brand Products, Napeville, IL, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Hecht-Assistant, Sondheim, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG&Co., Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, Deutschland
Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA, TPP
Tissue Culture Labware, Trasadingen, Schweiz,
Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, Deutschland
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2.4 Gerate und Instrumente

Tabelle 4: Geréate und Instrumente

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegel-Elektrophoreseapparatur

Analysenwaage

Autoklav 2540EL

AxioCam

Bakterienschuittler Certomat

Biolumineszenzkamera Orcall ER

CO2 Incubator HERAcell®

Einfrierbox Nalgene®

Eppendorf 5432 Mixer

Gene Pulser |l

Heizbldcke
Heraeus HERAsafe mikrobiologische
Sicherheitswerkbank

Inkubator (Thermoshake)

Magnetrihrer
Microliterspritze
Microzentrifuge 5415R

Mikroskop Axiovert 25

Mikroskop DM LB

Mikrowelle

Multipette® stream

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer

pH-Meter
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Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Sartorius AG, Goéttingen

Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande
Carl Zeiss AG, Oberkochen

Thermoshake

Hamamatsu, Herrsching, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Osterode,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific, Walldorf, Deutschland

C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Kénigswinter,
Deutschland

IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland
Hamilton
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Leica, Solms, Deutschland

Siemens, Milnchen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
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Pipetus®
Prazisionswaage Kern FTB
Schuittler

StepOnePlus™ real time PCR system

Thermocycler TPersonal
Thermomixer compact

Vortex Reax 2000

Vortex VF2
Wasserbad 1003

Zentrifuge

2.5 Lésungen und Puffer

Tabelle 5: L6sungen und Puffer

Puffer/Losung

Hirschmann Laborgerdte GmbH&CoKG,
Eberstadt, Deutschland

Gottlieb Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommerns, Deutschland

Edmund Blhler GmbH,
Deutschland

Hechingen,

Applied Biosystems, Inc., Carlsbad, CA, USA

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach,
Deutschland

IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel, Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Osterode,
Deutschland

Zusammensetzung

1 % Agaroselésung
5x KCM-Puffer

ES-Zell Lysepuffer (DNA-Lysepuffer)

Gelatinelésung

Ladepuffer Orange G (6x)

Laemmli-Probenpuffer (5fach)

PBS (10fach)

TAE-Puffer (50x), pH 8,5
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100ml 1x TAE, 1 g Agarose
500 mM KClI, 150 mM CaCl2, 250 mM MgCI2

100 mM Tris pH 8,5, 5 mM EDTA, 0,8 mM HClI,
2% SDS, 200 mM NaCl, 0,1 mg/ml Proteinase
K

500 ml aqua dest., 0,5 g Gelatine

60 % (v/v) Glycerin, 60 mM EDTA, 0,24 % (w/v)
Orange G, 0,12 % (w/v) SDS

0,35M SDS, 50 % (v/v) Glycerin, 0,3M
TRIS/HCI, 0,7mM Bromphenolblau Na-Salz, 5 %
(w/v) Mercaptoethanol, pH 6,8

1,4M NacCl, 27mM KCI, 40mM Na2HPO4, 18mM
KH2POs4, pH 7,4

2 M Tris, 100 mM EDTA, 571% (v/v)
Essigsaure (100 %), Glycerol
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2.6 Small hairpin RNA (shRNA)
Tabelle 6: shRNA-Sequenzen

Zielgen shRNA-Nr.

shRNA-Sequenz

Gatas 3

CCGGGCCCTATTTGTTAGCATCTTTCTCGAGAAAGATGCTAACAAATA
GGGCTTTTTG
CCGGCACAAACAGTTGCCGCTGATTCTCGAGAATCAGCGGCAACTGT
TTGTGTTTTTG
CCGGGCATACATGAGTTCCGACGTACTCGAGTACGTCGGAACTCATG
TATGCTTTTTG
CCGGGAGTTCAAGTTCGAACCTGAACTCGAGTTCAGGTTCGAACTTGA
ACTCTTTTTG
CCGGACCGGACACTATCTATGCAATCTCGAGATTGCATAGATAGTGTC
CGGTTTTTTG

1118 3

CCGGCCGCAGTAATACGGAATATAACTCGAGTTATATTCCGTATTACT
GCGGTTTTTG
CCGGCCTCTCCTGTAAGAACAAGATCTCGAGATCTTGTTCTTACAGGA
GAGGTTTTTG
CCGGCCTCTCTGTGAAGGATAGTAACTCGAGTTACTATCCTTCACAGA
GAGGTTTTTG
CCGGGCTTTCAAACTCATTCTGAAACTCGAGTTTCAGAATGAGTTTGA
AAGCTTTTTG
CCGGCGTCAACTTCAAGGAAATGATCTCGAGATCATTTCCTTGAAGTT
GACGTTTTTG

Mmp2 3

CCGGGCTGAAAGATACCCTCAAGAACTCGAGTTCTTGAGGGTATCTTT
CAGCTTTTTG
CCGGCCGGGATAAGAAATATGGATTCTCGAGAATCCATATTTCTTATC
CCGGTTTTTG
CCGGGCTGTGTTCTTCGCAGGGAATCTCGAGATTCCCTGCGAAGAAC
ACAGCTTTTTG
CCGGGCAATACCTGAATACTTTCTACTCGAGTAGAAAGTATTCAGGTA
TTGCTTTTTG
CCGGCGGTGGTCATAGCTACTTCTTCTCGAGAAGAAGTAGCTATGACC
ACCGTTTTTG

Osmr 2

CCGGCGTCCGTTACAACTTCAGAATCTCGAGATTCTGAAGTTGTAACG
GACGTTTTTG
CCGGCCTCTGTAAATACGACATCAACTCGAGTTGATGTCGTATTTACA
GAGGTTTTTG
CCGGCCTAAGAATGTTTCCTGTGAACTCGAGTTCACAGGAAACATTCT
TAGGTTTTTG
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CCGGACGACTTTGACTTGGCGTAAACTCGAGTTTACGCCAAGTCAAAG
TCGTTTTTTG
CCGGTTGGAACTGGACGTCTGATATCTCGAGATATCAGACGTCCAGTT
CCAATTTTTG

S100a8 3

CCGGTGCAATTAACTTCGAGGAGTTCTCGAGAACTCCTCGAAGTTAAT
TGCATTTTTG
CCGGCACTACTGAGTGTCCTCAGTTCTCGAGAACTGAGGACACTCAG
TAGTGTTTTTG
CCGGTCCTCAGTTTGTGCAGAATATCTCGAGATATTCTGCACAAACTG
AGGATTTTTG
CCGGTCAGAGAATTGGACATCAATACTCGAGTATTGATGTCCAATTCT
CTGATTTTTG
CCGGCAACCTCATTGATGTCTACCACTCGAGTGGTAGACATCAATGAG
GTTGTTTTTG

Tofbr3 3

CCGGCCCTGTAAAGAGAGAGTGAATCTCGAGATTCACTCTCTCTTTAC
AGGGTTTTTG
CCGGGCAGAGAATGAGCATGTATATCTCGAGATATACATGCTCATTCT
CTGCTTTTTG
CCGGGTGGTTTACTATAACTCTATTCTCGAGAATAGAGTTATAGTAAAC
CACTTTTTG
CCGGGCAGAGAATGAGCATGTATATCTCGAGATATACATGCTCATTCT
CTGCTTTTTG
CCGGCCCACGTGTAACATAGGGAAACTCGAGTTTCCCTATGTTACACG
TGGGTTTTTG

2.7 PCR-Primer und Oligonukleotide
Tabelle 7: Primer und Proben fiir die RT-PCR

Bezeichnung

Sequenz

Gatab5-TM_fw
Gata5-TM_rv
Gata5-TM_probe
118-TM_fw
118-TM_rv
Osmr-TM_fw
Osmr-TM_rv
S$100a8-TM_fw

S100a8-TM_rv

5- AGGACCAGCTTCGTACCTGACTTC -3

5- CGTCCCTGCGCCACAGT -3°

5- AGGGCCGGGAGTGCGTCAACTG -3’

5- CTGTGTTCGAGGATATGACTGATATTGA -3
5’- ACAGCCAGTCCTCTTACTTCACTGTC -3’
5’- CACATGCTGCTGCAGATCATAC -3’

5- ACTTCTCCTTCACCCACTGACTTT -3’

5- TGTCCTCAGTTTGTGCAGAATATAAA -3’

5- TTATCACCATCGCAAGGAACTC -3
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Tgfbr3-TM_fw
Tgfbr3-TM_rv
Tgfb1-TM_fw
Tgfb1-TM_rv

5- CCCTGGTGTGGCATGTGA -3°
5’- GAACCCTCCGAAACCAGGAA -3’

5’- CCGGAGAGCCCTGGATACC -3’
5’- CCAACCCAGGTCCTTCCTAAAG -3’

Tabelle 8: PCR-Primer zur Uberpriifung der Klonierungsschritte und der ES-Klone

Bezeichnung

Sequenz

pEntr_sc_UP1
neoTm-LP1
E1loxSE1Li-UP
FsaSF-sc-neo-LP2
pGI3-UP

mTGF-b1-LP
mTGF-b1-UP
RosES-UP2

RosES-UP1
R26-Tva-GT_UP
RosES-LP1

RosES-LP2
R26-Tva-GT-SA-mut_LP
neoTM_UP1
FsaSFneosc LP2
pGL3-pA-pause-4645-UP
pGL3-pA-pause-4812-LP
BrPa-UP1

BroadPA 5038—UP
BroadPA 5219—UP
BrPa-LP1
R26-Tva-GT-wt_LP
R26-1A_LP1

pBroadpA-5268-LP

GTTGTAAAACGACGGCCAGTCTT
GTGCCCAGTCATAGCCGAAT
AATTCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATACGT
ATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCT
CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
GCTGATCCCGTTGATTTCC
AGGTCACCCGCGTGCTAAT
GCTCCTCAGAGAGCCTCGGCTAGGTAG
CTTGGTGCGTTTGCGGGGATG
AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT
GGAGCCTGCTTTTTTGTACAAACTTGTGA
ACCTCGAGGGTACCCGGTGAAGG
GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC
TGGATTGCACGCAGGTTCT
ATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCT
TGAATAGTTAATTGGAGCGGCCGCAATA
GATCAGTTATCTAGAGAAATGTTCTGGCACCTGCA
AGAAATTGGACAGCAAGAAAGCGAGCTTCTAG
CGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTAT
GGTCAGTGCATTTAAAACATAAAGAAAT
TAAAATACAGCATAGCAAAACTTTAACCTCCAAATC
GGAGCGGGAGAAATGGATATG
CATTCTCAGTGGCTCAACAACACT

AAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGG
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3 Methoden
3.1 Klonierung

3.1.1 Préparative Gelelektrophorese und Gelextraktion

Zur Extraktion eines DNA-Fragments fir die weitere Verwendung nach
Gelektrophorese wurde ein Ethidiumbromid-freies Gel hergestellt. Als alternativer
DNA-Marker diente der Nukleinsaure-Farbstoff GelStar, der bei Beleuchtung des Gels
mit blauem Licht die aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar macht. Das Gelstlck,
welches das gewlinschte DNA-Fragment (das anhand der GréBe identifiziert wurde)
enthielt, wurde mithilfe eines Skalpells herausgeschnitten und das enthaltene DNA-
Fragment unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits gemaB den
Herstellerangaben extrahiert und aufgereinigt.

3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient zur
Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte. Die jeweiligen DNA-Bereiche werden dabei
durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide (auch Primer genannt) definiert, die als
Startpunkt fir die DNA-amplifizierende DNA-Polymerase dienen.

Die GroBe als Identifikationsmerkmal des jeweiligen DNA-Abschnittes wird im
Anschluss an die PCR durch Gelelektrophorese bestimmt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kam die PCR sowohl als Screening-Methode zur
Verifizierung der Klonierungsschritte und Identifikation positiver ES-Klone zum
Einsatz, als auch zur Genotypisierung der Mause, um jeweils mutierte Allele vom
Wildtyp unterscheiden zu kénnen. Die Techniken der Reversen Transkriptions-PCR
(RT-PCR) und der quantitativen PCR (qPCR) werden gesondert erldutert.

3.1.3 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA, also zur Entfernung von Uberresten der PCR-
Reaktion erfolgte eine Saulchenaufreinigung. In Abhangigkeit der GrdéBe und
gewlnschten Konzentration des PCR-Produktes erfolgte hierzu die Aufreinigung
mithilfe des QIAquick PCR Purification Kit oder des MinElute PCR Purification Kit
entsprechend den Herstellerangaben. Auch zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus
transformierten Bakterien erfolgte eine Saulchenisolation. Hierfir wurde das
QiagenTip20 Kit gemanB Herstellerangaben verwendet.
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3.1.4 Transformation kompetenter Bakterien

Samtliche Plasmid-Konstrukte der einzelnen Klonierungsschritte wurden in chemisch
kompetente Bakterien transformiert. Zum Einsatz kamen dabei sowohl chemisch
kompetente E.coli One Shot® TOP10 (Invitrogen) als auch One Shot® StbI3™
(Invitrogen), wobei letztere besonders geeignet sind fir die Transformation groBer
instabiler DNA-Sequenzen, da sie die Haufigkeit ungewlnschter homologer
Rekombination verringern. Die Transformation erfolgte entweder mittels Hitzeschock-
Methode oder mittels KCM-Methode. Fir die Hitzeschock-Methode wurden 2 pl der
Klonierungsreaktion auf die kompetenten Bakterien gegeben. AnschlieBend erfolgte
die 30-mindtige Inkubation auf Eis, gefolgt vom namensgebenden Hitzeschock (42 °C
far 30 sec). Nach einer erneuten 2-minutigen Inkubation auf Eis wurden 250 pl SOC-
Medium zugesetzt und die resultierende Bakteriensuspension fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. 5 ul der Suspension wurden auf einer vorgewarmten Agarplatte (mit
antibiotikahaltigem Selektivmedium) ausplattiert. AnschlieBend erfolgte die
Kultivierung bei 37 °C bzw. 25 °C.

Bei der KCM-Methode erfolgt die Transformation der Bakterien chemisch durch
Zugabe von Kalium-, Calcium- und Magnesiumchlorid (KCM-Puffer). Als DNA-L&sung
wurden 200 - 500 ng der DNA-Probe mit 20 pl 5x KCM-Puffer gemischt und mit ddH2-0
bis zu einem Volumen von 100 pl aufgefullt. 100 pl der kompetenten Bakterien wurden
auf Eis aufgetaut und mit den 100 pl DNA-L&sung vorsichtig gemischt. Daraufhin
erfolgte die Inkubation bei 4 °C fir 20 min, gefolgt von einer Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 10 min. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Bakterien
fr 1 h bei 37 °C (im Falle von One Shot ® TOP10) bzw. fiir 2 h bei 25 °C (im Falle von
One Shot ® StbI3™) und 200 rpm inkubiert, um die Expression des Resistenzgens zu
ermoglichen. AnschlieBend wurden die Bakterien auf vorgewarmten mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzten Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C
bzw. 25 °C kultiviert (vgl. (Chung et al. 1989).

3.1.5 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA an bestimmten, jeweils Enzym-
spezifischen Sequenzen (id est Basenabfolgen) erkennen und schneiden kénnen. Fir
die enzymatische Reaktion ist neben dem jeweiligen Restriktionsenzym und der zu
verdauenden DNA, der Zusatz eines Enzym-abhangigen Puffers (NEB 1-4), sowie z.T.
von bovinem Serumalbumin (BSA) notwendig. Der resultierende Reaktionsansatz
wurde bei der optimalen Reaktionstemperatur (25 °C oder 37 °C, abh&ngig vom
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verwendeten Restriktionsenzym) fir 2 - 12 h inkubiert, anschlieBend erfolgte zumeist
eine Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen auf 65°C fir 20 Minuten. Die
GréBenbestimmung der resultierenden DNA-Fragmente (als Identifikationsmittel)
erfolgte mittels gelelektrophoretischer Auftrennung.

Tabelle 9: Reaktionsansatz fiir Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Reagenzien 20 pl Ansatz
DNA 2ul
NEB-Puffer (10x) 2.l
Restriktionsenzym 1 pl

BSA (10x) 2u

aqua dest. 13 ul

3.1.6 Herstellung von glatten Enden bei DNA-Fragmenten (Blunting)

Infolge des Verdaus mit Restriktionsendonukleasen entstehen in Abhangigkeit vom
verwendeten Enzym und dessen Schnittstelle zwei unterschiedliche Typen von DNA-
Enden. Man unterscheidet sogenannte Klebeenden (sticky ends), bei denen an einem
der beiden Strange ein aus wenigen Basen bestehender Uberhang entsteht, von
glatten Enden (blunt ends), die keinen solchen Uberhang aufweisen. Eine Ligation von
mehreren DNA-Fragmenten ist nur Uber komplementare Klebeenden oder glatte
Enden mdglich, so dass bei nicht komplementaren Klebeenden ein Blunting erfolgte.
Hierzu wurden die Uberhangenden 5°- und 3’-Enden von DNA-Fragmenten durch die
T4 DNA Polymerase zu Doppelstrangen erganzt. Diese Reaktion erfolgte fir 15 min

bei 22 °C mit anschlieBender Hitzeinaktivierung bei 70 °C (far 10 min).

Tabelle 10: Reaktionsansatz zur Herstellung glatter Enden

Reagenzien 25 pl Ansatz
DNA (bis 5 ug) 10 pl

10x Blunting Puffer 2,5 pl

2x dNTPs 5ul

Blunt Enzyme Mix 1 ul

ddH20 6,5 pl

23



Methoden

3.1.7 Dephosphorylierung

Um die Religation eines mittels Restriktionsendonukleasen aufgeschnittenen Vektors
verhindern, erfolgte im direkten Anschluss an den Verdau die Entfernung der
Phosphatgruppe an den 5°-Enden der DNA durch die rAPid Alkaline Phosphatase
durch Inkubation bei 37 °C ftir 30 min. AnschlieBend wurde die Phosphatase durch 5-
minutige Inkubation bei 75 °C inaktiviert.

Tabelle 11: Reaktionsansatz fur Dephosphorylierung

Reagenzien 20 pl Ansatz
DNA (bis 1 ug) 17 pl

10x rAPid Alkaline Phosphatase Puffer 2 pl

rAPid Alkaline Phosphatase 1l

3.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Far die Verknipfung mehrerer (meistens zwei) DNA-Fragmente (i.d.R. einerseits ein
Vektor, andererseits das einzufigende DNA-Fragment (=Insert)) erfolgt
enzymkatalysiert die sogenannte Ligation durch Ausbildung von
Phosphodiesterbindungen. Als Ligationsenzym fand flr die vorliegende Arbeit die T4
DNA Ligase (Invitrogen) Verwendung. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 22 °C.

Tabelle 12: Reaktionsansatz flr Ligation

Reagenzien 21 pl Ansatz
Vektor (30 fmol)) 2 ul

Insert (90 fmol) 6 ul

2x Quick Ligation Puffer 10 pl

T4 DNA Ligase 1ul

ddH20 2ul

3.1.9 Klonasereaktion

Zur Ubertragung, also Einklonierung, von spezifischen Genen bzw. Genfragmenten,
im Rahmen dieser Arbeit der LSL-Tgfb1-Kassette, in einen Zielvektior kann die
Gateway® Technologie (Invitrogen) verwandt werden. Hierbei geschieht der Transfer
des zu Ubertragenden DNA-Fragments aus dem Ausgangs- in den Zielvektor Uber
Rekombination an den spezifischen attachment sites. Hierzu wurde der Gateway® LR
Clonase® Il Enzyme Mix (Invitrogen) genutzt. Fir die Klonasereaktion wurden jeweils
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37,5 ug DNA des Ausgangs- und des Zielvektors eingesetzt und mit 0,5 pl des
Gateway® LR Clonase® Il Enzyme Mix Uber Nacht bei 25 °C inkubiert. Mittels Zugabe
von 0,25 pl Proteinase K und anschlieBender Inkubation bei 37 °C fir 10 Minuten
wurde die Reaktion beendet. 2,75 ul der Klonasereaktion wurden anschlieBend fiir die
Transformation des so generierten Targeting-Vektors (hier pRosa26-LSL-Tgfb1) in
One Shot® StbI3™ E.coli Bakterien eingesetzt.

3.1.10 Kryokonservierung von Bakterienstdmmen

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Bakterienstdmme erfolgte die Herstellung von
Glycerinkulturen. Hierzu wurden der Bakteriensuspension (500 pl) 400 pl Glycerin
zugefligt und gemischt. Diese Mischung wurde anschlieBend bei -80 °C verwahrt.

3.2 Embryonale Stammzellkultur (ES-Kultur)

3.2.1 Kultur muriner embryonaler Stammzellen

Die murinen embryonalen Stammzellen wurden von der Firma Taconic bezogen. Es
handelt sich dabei um Zellen aus dem Mausstamm 12956 (W4/129S6 Zellen).
Embryonale Stammzellen wachsen auf einer Einzelschicht von murinen embyronalen
Fibroblasten (MEFs), die als Futterschicht der Erndhrung der embryonalen
Stammzellen dienen. Um beim spateren Picken von ES-Einzelklonen eine dauerhafte
Kontamination mit MEFs zu vermeiden, sind die Fibroblasten mitotisch inaktiv, was
durch eine Bestrahlung der Zellen mit 34 Gray erreicht wurde. Als Fltterschicht wurden
MEFs der Passage 4 bis 11 auf mit Gelatinelésung beschichteten Zellkulturschalen
ausgesat und unter Verwendung von MEF-Medium bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.
Dabei wurden die MEFs jeweils einen Tag vor Zugabe der embryonalen Stammzellen
ausgesat, und vor endgultiger Nutzung als Futterschicht nochmals auf komplette
Konfluenz Uberprift.

Die Kultivierung der embryonalen Stammzellen auf der Einzelschicht von MEFs
erfolgte bei 37 °C und 5 % CO:2 in ES-Medium, das taglich gewechselt wurde.

3.2.2 Kryokonservierung von embryonalen Stammzellen

Fir die Kryokonservierung wurden die embryonalen Stammzellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mittels Trypsins abgeldst. Durch die Zugabe von FCS-
haltigem Medium wurde das Trypsin inaktiviert und die Zellen durch vorsichtiges Auf-

und Abpipettieren vereinzelt. Die resultierende Zellsuspension wurde bei 1200 rpm fir
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5 min zentrifugiert, und anschlieBend der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde
in 1 ml kaltem, frisch angesetztem Einfriermedium resuspendiert und unmittelbar in ein
Einfrierrhrchen transferiert. Durch Platzieren des Einfrierrhrchens in einer mit
Isopropanol isolierte Einfrierbox (Nalgene®) bei -80°C wurde ein konstante
Kiihlungsrate von -1 °C/min. gewahrleistet. Nach 12-24 h erfolgte die Uberfilhrung in
flissigen Stickstoff.

3.2.3 Vorbereitung des Targeting-Vektors zur Transfektion der
embryonalen Stammzellen

Der generierte Targeting-Vektor (im Rahmen dieser Arbeit pRosa26-LSL-Tgfb1) wurde
fOr die Transfektion der embryonalen Stammzellen mit dem Ziel der Generierung eines
neuen Mausmodells, das die zeit- und ortspezifischen Uberexpression von Tgfb1
ermoglicht, wie folgt kultiviert und aufgereinigt. Aus der angelegten Glycerinkultur der
den Targeting-Vektor enthaltenden Stbl3-Bakterien wurde eine Starterkultur (5 ml LB-
Medium + 5 pul Ampicillin) angeimpft und diese bei 25 °C kultiviert. Eine finale
Flussigkultur von 150 ml wurde anschlieBend mit 4 ml der Starterkultur inokuliert und
wiederum bei 25 °C und 200 rpm kultiviert. Die Anzucht der Bakterien erfolgte bis zu
einer Optischen Dichte von 1,1. Die Plasmidisolation erfolgte mit dem Endofree
Plasmid Maxi Kit (Qiagen) gemaB den Angaben des Herstellers. Nach der
vorgeschriebenen Elution der zuvor mit Isopropanol geféllten DNA erfolgte eine
erneute Prazipitation mit Ethanol, wobei zuvor die Konzentration des ersten DNA-
Eluats bestimmt wurde, und dieses aufgeteilt wurde in eine Hauptprobe fiir die weitere
Verwendung zur Transfektion und eine Analyseprobe flur Kontrollverdau und -

linearisierung.

3.2.4 Transiente Transfektion mittels Elektroporation

Flr die Elektroporation wurde die wie unter 3.2.3 beschrieben praparierte gefallte
Plasmid-DNA des Targeting-Vektors pRosa26-LSL-Tgfb1 nach Zentrifugation,
Waschen mit Ethanol und erneuter Zentrifugation in 100 pl steril filtriertem TE-Puffer
gelést. 30 pg des Targeting-Vektors wurden durch Verdau mit Pacl linearisiert und der
Erfolg der Linearisierung mittels Gelelektrophorese bestatigt.

1x107 embryonale Stammzellen wurden nach Trypsin-vermittelter Ablésung und
Zentrifugation in 750 pl kaltem PBS resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in
einer gekuhlten Elektroporationskivette (BioRad) mit dem linearisierten Targeting-
Vektor vermischt. Die Elektroporation erfolgte im GenePulser 1l (BioRad) unter

26



Methoden

Einstellung von 250 V und 500 pF. AnschlieBend wurden die elektroporierten Zellen
zu vorgewarmtem ES-Medium gegeben und auf Zellkulturschalen mit MEF-
Fltterschicht ausgesat.

3.2.5 Selektion und Expansion

Um nur embryonale Stammzellen mit erfolgter Integration des Zielkonstrukts zu
expandieren, wurde ab 18 h nach Elektroporation bei jedem Mediumwechsel Geneticin
in einer Endkonzentration von 250 pug/ml zugesetzt. Durch die von LoxP-Sequenzen
flankierte Stoppregion, die ein Neomycinresistenzgen enthalt (neo-stop), sind nur
Zellen mit Integration des Zielkonstrukts in der Lage das zugesetzte Geneticin durch
Phosphorylierung zu inaktivieren, und somit zu wachsen.

Unter besténdiger Selektion mit Geneticin wurden die ES-Einzelklone expandiert, bis
zum einen die nicht resistenten Zellen sicher abgestorben waren und zum anderen die
resistenten Klone groB genug zum Picken waren. Etwa 1 bis 1,5 Wochen nach
Elektroporation wurden die gewachsenen Einzelklone gepickt und jeweils auf ein Loch
einer 96-Loch-Platte (zur DNA-Gewinnung fiir Screening-PCR) sowie einer 24-Loch-
Platte (zur weiteren Kultivierung) transferiert.

Bei Nachweis der homologen Rekombination in der Screening-PCR (siehe unten)
erfolgte die weitere Expansion der Einzelklone ausgehend von der 24-Loch-Platte tGber
Anzucht auf einer 6-Loch-Platte, von der bereits ein Teil der Zellen kryokonserviert
wurde, bis zur Kultur in einer 6cm-Schale. Bei ausreichender Zellzahl dort erfolgte die

finale Kryokonservierung der embryonalen Stammzellen.

3.2.6 Nachweis der homologen Rekombination

Zur Uberprifung, ob die Transfektion der embryonalen Stammzellen mit dem
Targeting-Vektor pRosa26-LSL-Tgfb1 durch Elektroporation zu einer homologen
Rekombination der LSL-Tgfb1-Kassette am Rosa26-Lokus gefuhrt hatte, wurde eine
Screening-PCR von allen gepickten Einzelklonen durchgeflihrt. Durch Einsatz der
Primer RosES-UP2, der in der Rosa26-Region im Mausgenom bindet, und RosES-
LP2, der in der Rosa26-5"-Homologie-Region des Targeting-Vektors bindet, kann bei
Nachweis des PCR-Amplifikates von einer erfolgten Integration ausgegangen werden.
Als einzusetzende Proben fir die Screening-PCR wurde die DNA der gepickten
embryonalen Stammzellen in der 96-Loch-Platte isoliert. Zu diesem Zweck wurde das
Medium abgesaugt und je 20 ul PCR-Lysepuffer hinzugefligt. Die Zellen wurden bei
55°C fur 1h in einer feuchten Kammer inkubiert und anschlieBend in PCR-
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ReaktionsgefaBe pipettiert. Daraufhin wurden die DNA-Proben fir 10 min auf 95 °C
erhitzt, um die Proteinase K zu inaktivieren. Die GroBe der PCR-Produkie wurde
mittels Gelelektrophorese bestimmt. Bei stattgehabter homologer Rekombination war

dabei ein DNA-Amplifikat mit einer GroBe von 1229 bp zu erwarten.

Tabelle 13: Reaktionsansatz fir Screening-PCR

Reagenzien Menge
RosES-UP2 (10 uM) 2 ul
RosES-LP2 (10 uM) 2 ul

5x Q-Lésung 11 ul
10x Puffer 5ul
dNTPs (10 mM) 2l
ddH20 25,65 pl
HotStar Tag DNA Polymerase 0,35 pl
DNA 2 ul

Tabelle 14: Reaktionsbedingungen fiir Screening-PCR

Temperatur Zeit

95 °C 16 min

95 °C 40 sec

62 °C 45 sec 45x
65 °C 4 min, +3 sec/Zyklus

65 °C 10 min

23°C Pause

3.2.7 Uberpriifung der genetischen Verdnderung mittels PCR

Mit der unter Abschnitt 3.2.5 beschriebenen Screening-PCR erfolgt letztlich nur der
Nachweis der homologen Rekombination. Um in den dort positiven ES-Klonen
weiterfihrend das komplette Konstrukt zu Uberprifen bzw. zu gewéhrleisten, dass
dieses in seiner Gesamtheit in den Rosa26-Locus integriert wurde, wurden weitere
PCRs durchgeflihrt, die zusammengenommen die gesamte LSL-Tgfb1-Kassette
abdecken (vgl. Abb. 3). Zur Sicherstellung der Spezifitat und Sensitivitat wurden in den
PCRs stets auch eine Negativ- und eine Positivkontrolle eingesetzt.
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RosaZ26 locus
5'-hom. lox P Jox P 3'-hom.
PCR Nr.
BroadPA 5219--UP R26-1A_LP1
1 —>
pGL3-pA-pause-4645-UP mTGF-b1-LP
2 e
pGL3-pA-pause-4645-UP BrPa-LP1
3 — -«
mTGF-b1-UP BrPa-LP1
4 —>—
mTGF-b1-UP R26-Tva-GT-wt_LP)
5 e ——
neoTM_UP1 mTGF-b1-LP
6 — -«
R26-Tva-GT_UP FsaSFneosc_LP2
- <~
R26-Tva-GT_UP mTGF-b1-LP
— <

Abbildung 3: LSL-Tgfb1 im Rosa26-Locus

Schema der in den Rosa26-Locus integrierten LSL-Tgfb1-Kassette sowie der Primer, die in PCRs zur
Uberprifung der ES-Klone Verwendung fanden.

5-hom.: 5-Homologie-Region; SA: SpleiBakzeptorstelle (splice acceptor site); neo: Neomycin-
Resistenzgen; pA: Poly-A-Sequenz; 3’-hom.: 3"-Homologie-Region.

Tabelle 15: Allgemeiner Reaktionsansatz fiir die PCRs zur Uberpriifung der ES-Klone. Als Primer
wurden jeweils die in Abbildung 3 aufgeflihrten Primer eingesetzt.

Reagenzien Menge

Vorwartsgerichteter Primer (10 uM) 3,2 ul
Ruckwértsgerichteter Primer (10 uM) 3,2 pul

5x Q-Lésung 17,6 ul bzw. O pl
10x Puffer 8 ul

dNTPs (10 mM) 3,2 ul

ddH20 42,4 ul bzw. 60 pl
HotStar Taqg DNA Polymerase 0,56 pl

DNA 2ul
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Tabelle 16: Reaktionsbedingungen fiir PCRs zur Uberpriifung der ES-Klone

Temperatur Zeit

95 °C 20 min
95 °C 35 sec
65 °C 1 min, -1 °C/Zyklus 9x
65 °C 10 min,
95 °C 35 sec
55 °C 45 sec 40x
65 °C 10 min, +5 sec/Zyklus
65 °C 20 min
25°C Pause
3.2.8 Mykoplasmentest

Um eine Kontamination der embryonalen Stammzellen mit Mykoplasmen
auszuschlieBen, wurde eine auf Mykoplasmen gerichtete PCR durchgefihrt. Die
Zellen wurden wie unter 3.2.1 beschrieben kultiviert. Bei einer Konfluenz von circa
50 % wurde der komplette Uberstand in ein steriles Eppendorfgefa iberfiihrt und
anschlieBend bei Raumtemperatur fir 2 Minuten abzentrifugiert (250 xg). Der
resultierende Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefa Uberfiihrt und Uber
10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (20000 xg) Der nun resultierende
Uberstand wurde verworfen und das gewonnen Pellet in 30 - 50 ul sterilem H20
resuspendiert. Selbige Probe wurde fur 3 Minuten auf 95 °C erhitzt und dann bei -20 °C
aufbewahrt. Fir die PCR wurden 2pul der gewonnenen Probe eingesetzt.
Entsprechend dem Protokoll der Methodensammlung der Bund/ Lé&nder-
Arbeitsgemeinschaft Gentechnik wurde flir die Mykoplasmen-PCR eine Mischung
verschiedener Primer eingesetzt, um bei positiven Befunden, durch Verdau des PCR-
Produkts mit Restriktionsendonukleasen die Mykoplasmenspezies bestimmen zu
kénnen. Fir eine 30ul-PCR wurde folgender Ansatz bzw. Reaktionsbedingungen

gewahlt:

Tabelle 17: Reaktionsansatz fir Mykoplasmen-PCR

Reagenzien Menge
RedTaq 15 pl
5’-primer mix 2ul
3’-primer mix 2 ul

30



Methoden

ddH20 9 ul
Sample 2ul

Tabelle 18: Reaktionsbedingungen fur Mykoplasmen-PCR

Temperatur Zeit

95 °C 15 min

94 °C 1 min

60 °C 1 min 40x
74 °C 1 min

72 °C 10 min

25°C Pause

Zeigte sich in der anschlieBend durchgefiihrten Gelelektrophorese eine Bande der
GrdBe 510 bp, wurde dies als positiver Mykoplasmentest gewertet.

3.2.9 Blastozysteninjektion

Die Blastozysteninjektion der embryonalen Stammzellen wurde von der Firma
Polygene AG (Schweiz) durchgefihrt. Die genetisch veranderten murinen
embryonalen Stammzellen wurden in Blastozysten von C57BI/6-Mausen injiziert, und
die Blastozysten anschlieBend in CD-1-Weibchen implantiert. Die geborenen Tiere
waren in unterschiedlichem MaBe chiméar, wobei der Grad des Chimarismus anhand
der Fellfarbung abgeschéatzt wurde. Hoch-chiméare Tiere, die damit eine hdhere
Wahrscheinlichkeit der Keimbahntransmission hatten, wurden von der Polygene AG
fir die weitere Verpaarung mit C57BI/6-Mausen eingesetzt.

3.3 Tierexperimente

3.3.1 Tierhaltung und Mauslinien

Sowohl die Mauslinien fir ein endogenes Pankreaskarzinommodell zur Verpaarung
mit der im Rahmen dieser Arbeit generierten LSL-Tgfb1 Mauslinie als auch die fir die
orthotope Implantation verwandten immuninkompetenten SCID-Mause wurden in
einzeln belUfteten Kafigen mit einer Besetzung von max. 6 Mausen gehalten.
Samtliche tierexperimentellen Arbeiten wurden von der Regierung von Oberbayern,
welche die zustdndige Genehmigungsbehdrde darstellt, genehmigt.
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3.3.2 Genotypisierung aus Schwanzspitzenbiopsien

Zur Genotypisierung der Mause wurde genomische DNA aus einer
Schwanzspitzenbiopsie gewonnen. Dazu wurden die letzten 2mm des
Mausschwanzes scharf abgetrennt. Dieses Schwanzspitzenbiopsat wurde unmittelbar
in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB tberfihrt, in das 60 ul PCR-Lysepuffer zugegeben
wurden. Die Lyse erfolgte bei 55 °C tber 1,5 h. Durch das anschlieBende Erhitzen auf
95 °C fur 20 min wurde die enthaltene Proteinase K, und damit die Lysereaktion,
gestoppt. Mithilfe eines Schiuttelgerates erfolgte zunachst die Mischung, mittels
anschlieBender Zentrifugation (14000 rom — 4 °C — 10 min) die Abtrennung des
Uberstandes, der dann als Substrat fiir die Genotypisierungs-PCRs diente. Der
allgemeine Ansatz sowie generelle Reaktionsbedingungen der Genotypisierungs-
PCRs sind in Tabelle 19 und 20 aufgeflhrt; zum Teil erfolgte — beispielsweise bei
groBen PCR-Produkten oder der Schmelztemperatur der Primer entsprechend — eine
Modifikation der Reaktionsbedingungen.

Tabelle 19: Allgemeiner Ansatz fiir Genotypisierungs-PCRs

Reagenzien Menge
RedTaq 15 pl
5’-primer mix 2ul
3’-primer mix 2ul
ddH20 ul
Sample 2u

Tabelle 20: Allgemeine Reaktionsbedingungen der Genotypisierungs-PCRs

Temperatur Zeit

95 °C 15 min

94 °C 1 min

60 °C 1 min 40x
74 °C 1 min

72 °C 10 min

25°C Pause

3.3.3 Orthotope Implantation

Um das Wachstums — und Metastasierungsverhalten in vivo zu analysieren, wurden
die in ihrer Genexpression durch shRNA-vermittelten Knockdown veranderten Zellen
sowie die entsprechenden Kontrollzellen (transduziert mit ungerichteter scrambled
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shRNA) orthotop in das Pankreas von immuninkompetenten M&usen implantiert.
Dabei wurden jeweils 3000 Zellen in 30 ul DMEM ohne Zusatze in das Pankreas
injiziert.

FlOr die Implantation wurden die Mause mit einer gewichtsadaptierten Dosis MMF
(0,5 mg/kgKG Medetomidin, 5 mg/kgKG Midazolam und 0,05 mg/kgKG Fentanyl)
narkotisiert. Pra- und postoperativ erhielten die Mause ebenfalls gewichtsadaptiert
Metacam zur Analgesie. Nach Entfernung des Fells in der OP-Region mit einem
Rasierer, wurde die enthaarte Haut mit 70%igem Ethanol desinfiziert und
anschlieBend mit sterilem Besteck mit einem 1 - 1,5 cm langen schrag verlaufenden
Schnitt im Bereich des linken Oberbauchs eréffnet. Nach sorgfaltiger Separation der
Haut vom Peritoneum wurde die Bauchhdhle Uber der durchscheinenden Milz mit
einem zweiten Satz sterilen Bestecks er6ffnet. Nach Darstellung von Milz und
Pankreas wurden diese vorsichtig mit einer atraumatischen Pinzette nach auBen
disloziert. Unter vorsichtigem Spannen des Pankreasgewebes wurden 30 ul der
Zellsuspension (c= 1x10%/ml, entsprechend 3000 Zellen) mit einer Mikroliterspitze in
den Pankreasschwanz injiziert. Dabei diente das Auftreten einer flissigkeitsgefulliten
Blase an der Injektionsstelle ohne Auslaufen von Zellsuspension als unmittelbare
Qualitatskontrolle. AnschlieBend wurden Pankreas und Milz vorsichtig reponiert und
das Peritoneum mittels Einzelknopfnahten mit Ethilon-Nahtmaterial verschlossen. Der
Hautschnitt wurde mit Hautklammern verschlossen, die nach 10 Tage entfernt wurden.
Nach intraperitonealer Applikation der Antagonisten-Mischung AFN (Atipamezol,
Flumazenil, Naloxon) wurden die Mause zum Aufwachen in eine auf 33 °C vorgeheizte
Warmekammer gesetzt und nach vollstdndigem Erwachen in die Kafige zurtickgesetzt.
Die implantierten Tiere erhielten an den ersten drei postoperativen Tagen eine
Analgesie mit Metacam und wurden kontinuierlich  hinsichtlich ihres
Allgemeinzustandes und Gewichtsverlaufs kontrolliert. GemaB den Vorgaben des
Tierversuchsantrags wurden die Tiere bei Anzeichen der Beeintrachtigung durch das

Tumorwachstum oder Erreichen der Abbruchkriterien getétet.

3.3.4 Biolumineszenzbildgebung

Biolumineszenz ist ein chemischer Prozess, durch den Energie frei wird, die in Form
von Licht abgegeben wird. Bei der Biolumineszenzbildgebung im Rahmen dieser
Arbeit wird dieser Prozess zum nicht-invasiven und nicht-radiogenen Nachweis von
Zellen in Mausen (in vivo und ex vivo bzw. post mortem) genutzt, die —im Rahmen der

vorliegenden Arbeit — i.d.R. durch genetische Manipulation zu diesen biochemischen
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Prozessen (id est enzymatischen Reaktionen) fahig sind. Katalysierende Enzyme der
Biolumineszenz-Reaktion sind unterschiedliche Luciferasen, von denen die
bekannteste — die firefly Luciferase (fLuc) des Leuchtkafers (Photinus pyralis) — auch
in dieser Arbeit Anwendung fand. Die Messung erfolgte mit einer -70 °C kalten CCD-
Kamera mit Bildverstarker. FUr die Messung wurden die Mause gewichtsadaptiert mit
MMF intraperitoneal narkotisiert (0,5 mg/kgkG Medetomidin, 5 mg/kgKG Midazolam
und 0,05 mg/kgKG Fentanyl). Nach Eintreten der Narkosewirkung wurden 150
mg/kgKG D-Luciferin, das als Substrat von fLuc dient, intraperitoneal injiziert. Durch
die katalytische Aktivitat der fLuc entstehen instabile Dioxetane und Dioxetanone, die
unter Freisetzung von Energie in Form von Licht zerfallen, was mithilfe der CCD-
Kamera detektiert wird. Nach der Injektion von D-Luciferin wurden die Mause in die
komplett abgedunkelte Aufnahmebox der Kamera gelegt. Zunéchst erfolgte die
Aufnahme eines WeiBlichtbildes als Referenz. 10 Minuten nach Injektion des
D-Luciferins erfolgte die eigentliche Biolumineszenz-Messung durch Aufnahme
mehrerer Bilder mit unterschiedlichen Belichtungszeiten bei einer Bildverstarkung von
900 G. Die weitere Bildverarbeitung erfolgte mit der Software SimplePCIl. Nach
erfolgter Bildgebung erfolgte die Antagonisierung der Narkose mit AFN.

3.3.5 Sektion

Bei Anzeichen der Beeintrachtigung durch das Tumorwachstum (nach orthotoper
Implantation von Tumorzellen) oder Erreichen der Abbruchkriterien wurden die Tiere
nach erfolgter Biolumineszenzbildgebung in vivo mittels Inhalation von Isofluran und
nachfolgendem Genickbruch getétet. Nach Desinfektion des Bauchfells mit 70%igem
Ethanol wurden die Mause mit einer medianen Laparotomie erbffnet. Die Organe
wurden entnommen und einzeln in ein Loch einer 6- oder 12-Loch-Platte (gefullt mit
isotonischer Kochsalzlésung) gelegt. Es erfolgte dann rasch (um die Umsetzung des
noch in vivo applizierten D-Luciferins zu nutzen) eine erneute Biolumineszenz-

bildgebung der Organe.

3.4 Zellkultur

3.4.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen und —methoden

Die Tumorzellen wurden - sofern nicht anders angegeben - in DMEM-
Zellkulturmedium unter Zusatz von 10 % FCS und 1 % Penicillin/ Streptomycin in
Brutschranken bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Samtliche Arbeiten mit den Zellen
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erfolgten in Sterilwerkbanken. Den wachsenden Zellen wurde in Abhangigkeit von der
Zelldichte alle 1 - 3 Tage frisches Medium zugesetzt.

Wurden abgeldste Zellen bendtigt (bspw. zur weiteren Passagierung, Aussaat fur
Zellkulturversuche, Kryofixierung) wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen
und anschlieBend mittels Inkubation mit Trypsin fir 1 - 5 min bei 37 °C geldst. Die
Inaktivierung von Trypsin wurde durch Zugabe von Zellkulturmedium erreicht. Durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde eine Einzelzellsuspension gewonnen, die
zur weiteren Kultivierung auf neue Zellkulturschalen oder —lochplatten verteilt oder
anderweitig zur Krykonservierung oder Zellzdhlung weiterverwandt wurde.

War die Kenntnis der exakien Konzentration der Zellsuspension nétig, erfolgte die
Auszahlung der Zellen in einer Neubauerzahlkammer. Zur Kryokonservierung der
Zellen wurde die Zellsuspension bei 1200 rpm far 5 min zentrifugiert, der
Zellkulturiberstand abgesaugt und das gewonnene Zellpellet in eiskaltem
Einfriermedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in Einfrierrdhrchen
Oberflihrt und zunachst bei -80 °C eingefroren. Nach 24-stiindiger Lagerung bei -80 °C
erfolgte zur definitiven Aufbewahrung die Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff.

3.4.2 Lentivirale Transfektion und Transduktion

Um die Genexpression in den Zellen shRNA-vermittelt herabzuregulieren, wurden die
Zellen lentiviral transduziert.

Fur die Virusproduktion wurden je 1x108 HEK293FT-Zellen in 10cm-Zellkulturschalen
ausgesat. Am folgenden Tag erfolgte bei einer Konfluenz von 40 — 50 % die lentivirale
Transfektion mit Plasmid-DNA, die wie oben beschrieben aufgereinigt worden war. Zu
insgesamt 6 pg DNA (zusammengesetzt aus 3 ug DNA des entsprechenden shRNA-
Plasmids, sowie 3 ug DNA der Helferplasmide pCMVdR8.74 (1,95 ug) und pMD2.G
(1,05 pug)) wurde bis zu einem Volumen von 300 ul EC-Puffer hinzugefigt. Nach
Zugabe von 48 pl Enhancer wurde die Mischung fir 1 sec gevortext und anschlie3end
fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl Effectene-Reagens,
wurde fir 10 sec gevortext. Wahrend der anschlieBenden 10-minatigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde das Medium von den HEK293FT-Zellen entfernt, diese einmal
vorsichtig mit PBS gewaschen und 7 ml frisches Medium hinzugefagt. Zur
DNA-Transfektionsmischung wurde nun 3 ml HEK-Medium dazugegeben und die
resultierende Mischung nach vorsichtigem Mischen tropfenweise auf die HEK-Zellen
gegeben.

35



Methoden

Mithilfe des Transfektionsreagens (Effectene) wird die DNA in die Zelle eingebracht
und in das Genom der Zelle integriert. Dies flhrt zur Produktion von Lentiviren, die die
jeweilige shRNA-Sequenz enthalten, durch die transfizierte Zelle. Die produzierten
Viren werden von der Zelle in das Medium abgegeben, sodass das Medium zum
virushaltigen Uberstand wird, der zur Transduktion der Zielzellen, in denen die
Genexpression verandert werden soll, genutzt wird.

Die Abnahme des virushaltigen Uberstandes erfolgte nach 50, 72 und 96 Stunden
(nach Abnahme wurde jeweils frisches HEK-Medium zugesetzt). Der gewonnene
Uberstand wurde in ein 50ml-Probenréhrchen Uberfiihrt und abzentrifugiert (1250 rpm
fir 5 min), um mdoglicherweise enthaltene abgeldste Zellen zu entfernen. Der
Uberstand wurde mit einer Kaniile in eine 10ml-Spritze aufgenommen, daraufhin ein
0,45um-Filter auf die Spritze aufgesetzt, und der Uberstand in ein neues
Probenréhrchen filtriert, um weitere Zellreste zu entfernen. Der so aufgereinigte
Uberstand wurde nun entweder direkt tropfenweise auf die Zielzellen, deren Medium
zuvor entfernt worden war, gegeben, zur Konzentrierung mit Lenti-X-Konzentrator

vermischt oder zur Aufbewahrung bei -80 °C eingefroren.

3.4.3 small hairpin RNA-vermittelter Knockdown

small hairpin RNA (shRNA) sind kleine, etwa 60 bp groBe RNA-Molekile, die aufgrund
ihrer komplementaren Basenabfolge (Sense-Strang + Antisense-Strang + Loop-
Sequenz) eine Haarnadelstruktur bilden und mittels RNA-Interferenz (RNAi) zur
gezielten Degeneration von mRNA und damit zur verminderten Expression der
entsprechenden Gene fuhren. Die in der vorliegenden Arbeit verwandten shRNAs
wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Dabei wurden pro Zielgen finf
verschiedene shRNAs genutzt, um zunachst die Knockdown-Effizienz zu evaluieren
und spéter die effizientesten shRNAs fir weitere Versuche zu nutzen. Die erworbenen
shRNAs lagen initial, jeweils integriert in den Vektor pLKO.1-puro, als Glycerinkulturen
vor. Zur weiteren Verwendung erfolgte die Animpfung einer Flassigkultur (0,5 ml TB-
Medium) mithilfe einer Impfése aus der Glycerinkultur. Nach Schuttelinkubation (200
rpm) bei 37 °C fur 1 h erfolgte durch Ausstreichen und anschlieBende Kultivierung (bei
37 °C fur ca. 12 h) auf einer Agarplatte mit Selektivmedium die Isolation eines
Einzelklons. Je ein Einzelklon wurde zur Animpfung einer neuen Fllssigkultur
(10 ml TB + 10 pl Ampicillin) verwandt, die Gber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert
wurde. Bei einer ausreichenden optischen Dichte erfolgte die Pelletierung mittels
Zentrifugation (7500 rpm — 15 min — 4 °C). Aus dem gewonnenen Bakterienpellet
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erfolgte — wie unter 3.1.3 beschrieben — die Plasmidisolation mittels Saulchen-Isolation
(QiagenTip20).

3.4.4 DNA-Isolation aus Zellen
Far die DNA-Isolation Zellen wurde das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) entsprechend

den Herstellerangaben verwendet.

3.4.5 MTT-Assay

Zur Beurteilung des Proliferationsverhaltens bzw. der Vitalitat der Zellen wurde der
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-Assay durchgeflihrt.
Dessen Prinzip beruht auf der mitochondrialen Umwandlung des wasserldslichen,
gelben Tetrazoliumsalzes MTT zu wasserunléslichem, blauem Formazan. Die Menge
des Formazan, die direkt proportional zur Anzahl der vitalen Zellen ist, wird durch
Messung der optischen Dichte bei 540 nm bestimmt (Mosmann 1983). Hierzu wurden
1x102 (R254 PPT) bzw. 2x103 (8182 PPT) Zellen pro Loch in je 100 pl Medium in eine
96-Loch-Platte ausgesat. Zu definierten Zeitpunkten (24, 48, 72, 96 und 120 Stunden
nach Aussaat) wurde 10 pl MTT-Reagens pro Loch hinzugegeben und die Zellen
anschlieBend fur vier weitere Stunden unter normalen Bedingungen inkubiert. Nach
dieser Zeit wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und100 pl einer 1:1-
Mischung von 100%igem Ethanol und DMSO zugefligt. AnschlieBend wurden die
Platten fir 10 min bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert. Die Absorption
der resultierenden Suspension in jedem einzelnen Loch der 96-Loch-Platte wurde mit

einem Plattenlesegerat bei 540 nm bestimmt.

3.4.6 Scratch-Assay

Zur Evaluierung der Migrationsféhigkeit der Zellen fand der Scratch-Assay
Anwendung.

Hierzu wurden auf einer 6-Loch-Platte 1x10® Zellen pro Loch ausgesét. Mit dieser
Anzahl erreichten die Zellen nach etwa 24 h volle Konfluenz. Dann wurde dem Medium
Mitomycin C in einer Endkonzentration von 10 pg/ml zugesetzt. Nach weiteren 2 h
erfolgte das Scratchen. Hierzu wurde eine 10pl-Pipettenspitze mit leichtem
gleichmaBigem Druck durch die konfluente Zellschicht gezogen, sodass diese durch
eine gerade Linie unterbrochen wurde. AnschlieBend wurde das Medium gewechselt,
um abgeldste Zellen zu entfernen. In den folgenden Stunden und Tagen wurden
Wachstum und Migration der Zellen in regelmaBigen Zeitabstanden durch Bilder
festgehalten. Dabei wurde durch eine anfangs angebrachte Markierung sichergestellt,
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dass die zeitlich aufeinanderfolgenden, korrespondierenden Bilder stets an derselben
Stelle gemacht wurden.

Die Auswertung erfolgte automatisiert mithilfe eines ImagedJ-Plugins, des ,Scratch
Assay Analyzer‘ (GlaB et al. 2011; GlaB et al. 2012).

3.4.7 Clonogenic Assay

Um zu Uberprifen, ob die genetische Manipulation, im Sinne des Knockdowns der
Kandidatengene, die Zellen in ihrer Fahigkeit verandert, Kolonien zu bilden, wurde der
Clonogenic Assay angewandt. Hierzu wurden 2x10°2 Zellen pro Loch in einer 6-Loch-
Platte ausgesat. Sobald die Zellen eine gleichméaBige Verteilung sichtbarer Kolonien
zeigten (ca. 2 Wochen nach Aussaat), wurde das Zellkulturmedium vorsichtig
abgesaugt und kalter 99%iger Methanol zugegeben, um die Zellen zu fixieren. Nach
einer 30-mindtigen Schuttelinkubation bei Raumtemperatur, wurde der Methanol
abgesaugt und die Zellkolonien mit Giemsa-Lésung (als 1:20 mit Wasser verdinnte
Lésung) angefarbt. Nach Entfernen der Farbelésung wurden die Kolonien mit
destilliertem Wasser gewaschen und die Platten anschlieBend an der Luft getrocknet
(Rafehi et al. 2011). Die Auswertung erfolgte qualitativ mittels visueller Schatzung
sowie quantitativ mittels Bildbearbeitung und Flachenberechnung mit ImagedJ (Version
1.52a).

3.4.8 Soft-Agar Assay

Der Soft-Agar Assay dient zur Analyse der Fahigkeit von Zellen zu verankerungs- und
substratunabh&ngigem Wachstum, was im Rahmen des Metastasierungsprozesses
eine Eigenschaft von malignen Zellen darstellt, die bendtigt wird, um nach
Intravasation als zirkulierende Tumorzellen zu Uberleben.

Durch die Kultivierung in ,Soft Agar” wird einerseits ein Andocken der Zellen an den
Boden der Zellkulturschale verhindert (verankerungsunabhangig), andererseits die
einzelnen Zellen separiert voneinander gehalten, so dass untereinander kein
Austausch  von  Wachstumssignalen und  —faktoren erfolgen kann
(substratunabhangig).

Zunachst erfolgte hierfir die Herstellung des 0,5%igen Soft-Agars fir die Bodenschicht
(siehe Ansatz in Tabelle 21) bei einer Temperatur von 41 °C. Jeweils 4 ml dieses
Soft-Agars wurden in 6cm-Zellkulturschalen gegossen. AnschlieBend erfolgt das
Ausharten bei Raumtemperatur. Fir die zellhaltige Soft-Agar-Schicht wurde Agarose
mit einem niedrigeren Schmelzpunkt verwendet (low melting agarose). Zunachst
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erfolgte die Zugabe von FCS, Penicillin/Streptomycin und DMEM in den berechneten
Mengen zur 1%igen Stammldsung. Diese Mischung wurde anschlieBend auf 37 °C
temperiert, worauf die Zugabe der Zellen (flir eine Konzentration von 5x10*/ml)
erfolgte (siehe Tab. 22).

Tabelle 21: Mischungsverhéltnis zur Herstellung des Soft-Agars fir die Bodenschicht

Reagenzien Endgiiltige

Konzentration

1,0 % Agarose 0,5 %

FCS 10 %
Pen/Strep 1%

DMEM ad bendtigte Menge

Tabelle 22: Mischungsverhaltnis des zellhaltigen Soft-Agars

Reagenzien Endgiiltige

Konzentration

1,0 % low melting 0,5 %
Agarose

FCS 10 %
Pen/Strep 1%

DMEM ad bendtigte Menge
Zellen 5x10*/ml

Jeweils 2 ml dieser Zellsuspension wurden vorsichtig auf die Bodenschicht gegeben
und anschlieBend ebenfalls bei Raumtemperatur ausgehartet. Die Kultivierung erfolgte
Uber 2 Wochen bei 27 °C, wobei 2x /Woche 1 ml frisches Medium zugegeben wurde.
FOr die Auswertung wurde schlieBlich der verbleibende Mediumiberstand
abgenommen und die Kolonien mit 0,005%iger Kristallviolett-Lésung (2 ml
pro 6cm-Schale) tber Nacht bei Raumtemperatur angefarbt. Die Auswertung erfolgte
mittels Bildanalyse mit ImagedJ Version 1.52a. Hierzu wurden die Zellkulturschalen
gescannt, die resultierenden Bilder binarisiert und die Gesamtflache der Kolonien
berechnet.
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3.5 Genexpression

3.5.1 Reverse Transkription zur Generierung von cDNA (RT-PCR)

Zur Gewinnung von cDNA, die anschlieBend mittels qPCR zur Analyse der
Genexpression quantifiziert wurde (siehe 3.5.2) oder im Rahmen von Klonierungen
Anwendung fand, wurde die Gesamt-RNA von Zellen mithilfe des kommerziell
erhéltlichen RNeasy Kit entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Die
Konzentration der in doppelt destilliertem Wasser eluierten RNA wurde photometrisch
in einem Nanodrop-Photometer gemessen. Durch reverse Transkription
(Reaktionsansatz siehe Tab. 23, Reaktionsbedingungen siehe Tab. 24) wurde jeweils
1 ug RNA in cDNA umgeschrieben. Die Reagenzien flr die reverse Transkription
wurden von Applied Biosystems bezogen.

Tabelle 23: Reaktionsansatz fir RT-PCR

Reagenzien Endgiiltige

Konzentration

10x TagMan RT Puffer 1x
MgCl2 5,5 mM
dNTP-Mix je 500 uM
Random hexamers 2,5uM
RNase Inhibitor 0,4 U/ul
Multiscribe RT 1,25 U/pl
RNA 1 g
RNase freies Wasser Ad 100 pl

Tabelle 24: Reaktionsbedingungen fir RT-PCR

Temperatur Zeit

25°C 10 min
48 °C 1h

95 °C 5 min
4°C Pause

3.5.2 Quantitative Echtzeit-PCR (qQPCR)
Zur Quantifizierung der — wie unter 3.5.1 beschrieben — gewonnenen cDNA, und damit
indirekt der RNA und damit wiederum der Genexpression, erfolgte die gqPCR. Deren

Prinzip beruht auf der Echtzeit-Messung eines Fluoreszenz-Farbstoffes, der nur bei
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Interkalation in doppelstrangige DNA detektierbar ist. Dadurch ist anhand des
Vergleichs mehrerer Proben untereinander bzw. mit Standardkurven (siehe Abschnitt
3.5.3) eine relative bzw. absolute Quantifizierung mdéglich. Die Spezifizierung auf eine
cDNA bzw. mRNA wird durch den Einsatz spezifischer Primer erreicht. Durchgeflhrt
wurde die gPCR in einer speziellen 96-Loch-Platte im StepOnePlus™ Real-Time PCR
System. Die Auswertung erfolgte mit der Software StepOne™ (Applied Biosystems).

Tabelle 25: Reaktionsansatz fir gPCR

Reagenzien Endgiiltige
Konzentration

2x SYBR MM Puffer 1x
Vorwarts-Primer 100 nM
Rickwarts-Primer 100 nM
Matrize/ Probe 5ng
Wasser ad 25 pl

3.5.3 Standardkurven fiir qPCR

Zur Quantifizierung der Genexpression mittels gPCR wurden zum Vergleich der zu
analysierenden Probe Standardkurven angefertigt. Dazu erfolgte die qPCR von
Verdinnungsreihen, die ein Plasmid mit der jeweiligen cDNA-Sequenz in bekannter
Konzentration enthielten. Die spezifischen Plasmide, die die jeweilige cDNA enthielten,
wurden mittels Einklonierung der cDNA-Sequenz in unterschiedliche Plasmide
hergestellt. Durch Bestimmung der Konzentration und Kenntnis der PlasmidgréBe
wurde die jeweilige Kopienzahl in der Ausgangsprobe mittels folgender Formel

bestimmt:

1000 bp
Plasmidgrofie [bp]

Kopien/ul = x 9,1 x 1011 x c[t—“‘l]].

AnschlieBend wurde eine Verdinnungsreihe, die dann als Standardkurve diente, mit

folgenden Konzentrationen angesetzt:
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Tabelle 26: Konzentrationen der qPCR-Standardkurven

Standard Konzentration

[Kopien/pl]
S1 1,5 x 10°
S2 3x10*
S3 6x10°
S4 1,2x 103
S5 240
S6 48
S7 9,6
3.6 Statistische Analyse

Die Datensatze wurden mittels Varianzanalyse und Student’s t-Test miteinander

verglichen. Der Vergleich der Kaplan-Meier-Uberlebenskurven erfolgte Giber Cox-

Regression und Log-Rank-Test. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant

gewertet. Bei multiplen Vergleichen innerhalb eines Datensatz wurde erganzend eine

Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Die entsprechend adjustierten Signifikanzwerte

werden als pag zusatzlich aufgefihrt. Die statistische Auswertung und Erstellung der

Graphen bzw. Diagramme wurde mit der Software Graph Pad Prism (Version 8.1.2)

durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung des Targeting Vektors pRosa26-LSL-Tgfb1

Die Klonierungsschritte fur die Herstellung des Targeting vectors pRosa26-LSL-Tgfb1
zur Generierung eines konditional Tgfb1-exprimierenden Mausmodells wurden
praktisch von Lisa Girschick durchgefihrt.

Dazu wurde das die Tgfb1-cDNA enthaltende Plasmid pBluTgfb1 mittels der
Restriktionsendonukleasen Clal und Xhol aufgeschnitten und die resultierenden DNA-
Fragmente mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Das die Tfgb1-cDNA enthaltende
DNA-Fragment wurde mittels Gelelution mit dem QlAquick Gel Extraction Kits aus dem
Gel isoliert und aufgereinigt. AnschlieBend erfolgte das Blunting der gewonnenen
DNA. Die fir die konditionale Expression ndétige, vor der Neomycin-Stopkassette
5’-gelegenene LoxP-Sequenz wurde als sogenannter LoxLinker in einen modifizierten
Entry vector pENTR™/D-TOPO®-Vektor (pENTR™-gtneo-stop-lox-MCS-PA)
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Abbildung 4: 1. Klonierungsschritt

Einflgen des zweiten LoxP-Segments als LoxLinker in den Entry Vector
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eingefligt. Dazu wurde der LoxLinker als zwei komplementare DNA-Einzelstrange von
MWG Eurofins synthetisiert, und mittels Annealing zum Doppelstrang hybridisiert.
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Tgfb1[Xhol-Clal).xdns - 1179 nt
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Abbildung 5: 2. Klonierungsschritt

Ausschneiden des Tgfb1-ORF aus pBLu-Tgfb1 durch den Verdau mit Xhol und Clal. Die Gewinnung
des DNA-Fragments erfolgte durch praparative Gelelektrophorese und anschlieBende Gelelution.
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Abbildung 6: 3. Klonierungsschritt

Einfligen des Tgfb1-ORF in den Entry Vector.
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Der Entry vector wurde mit der Restriktionsendonuklease EcoRI eréffnet und mit der
rAPid Alkaline Phosphatase dephosphoryliert, anschlieBend erfolgte die Ligation des
doppelstrangigen LoxLinkers mit dem dephosphoryliertem Entry vector. Das
resultierende weiter modifizierte Plasmid (pENTR™-lox-gtneo-stop-lox-MCS-PA)
wurde mittels KCM-Methode in kompetente Stbl3-Bakterien transformiert. Durch
Screening-PCR, Kontrollverdaus mit Restriktionsendonukleasen und Sequenzierung
wurde ein korrekter Klon identifiziert, und dieser fir die weiteren Klonierungsschritte
aufgereinigt.

Als nachster Schritt erfolgte der Einbau der Tgfb1-cDNA in den modifizierten Entry
vector pPENTR™-lox-gtneo-stop-lox-MCS-PA. Dazu wurde letzterer mit Pmel eréffnet
und anschlieBend dephosphoryliert. Hierauf erfolgte die Ligation der vorbereiteten
Tgfb1-cDNA (siehe oben) mit dem Entry vector. Auch dieses Plasmid (pENTR™-|ox-
gtneo-stop-lox-Tgfb1-PA) wurde mittels KCM-Methode in  Stbl3-Bakterien
transformiert, und anschlieBend ein korrekter Einzelklon mittels Screening-PCRs,
Kontrollverdaus, Kontrolllinearisierung und Sequenzierung identifiziert. Mittels des
Gateway® LR Clonase™ Enzym Mix wurde die Lox-Stop-Lox-Tgfb1-pA-Kassette
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Abbildung 7: 4. Klonierungsschritt

Die Klonase-Reaktion von RosaRFA und dem Entry Vector generiert den finalen Targeting Vector
pRosa26-LSL-Tgfb1.
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(LSL-Tgfb1-pA) durch Rekombination in den Rosa26 Targeting-Vektor pRosaRFA
(modifiziert in unserem Labor ausgehend von pPROSA26-1, der freundlicherweise von
P. Soriano zur Verfigung gestellt wurde) transferiert und so der gewunschte Targeting
vector pRosa26-LSL-Tgfb1 generiert, dessen Korrektheit durch GréBenbestimmung

mittels Kontrollverdau und Kontrolllinearisierung tberprtft wurde.

4.2 Generierung gentechnisch veranderter embryonaler Stammzellen:
Knock-In von LSL-Tgfb1 in den Rosa26-Lokus

Zur Generierung eines Mausmodells, das eine zeit- und ortspezifische Uberexpression
von Tgfb1 ermdglicht, wurden murine embryonale Stammzellen mit dem oben
beschriebenen Targeting-Vektor pRosa26-LSL-Tgfb1 mittels Elektroporation
transfiziert. Die fUr die Elektroporation bendtigte groBe Menge von 30 ug
endotoxinfreier DNA wurde unter Gebrauch des EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen)
isoliert. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde anschlieBend durch Verdau mit Pacl
linearisiert, um die Rekombinationseffizienz zu erhéhen.

Im Anschluss an die Elektroporation erfolgte die Selektion der ES-Klone auf
erfolgreiche Integration der Plasmid-DNA durch den Zusatz Geneticin zum
Zellkulturmedium. Am achten und neunten Tag nach Elektroporation wurden 10 bzw.
20 Einzelklone gepickt und diese mittels der ES-Screening-PCR auf die Integration in
den Rosa26-Lokus Uberprift. In dieser ES-Screening-PCR zeigten sich zwei Klone
positiv.

Diese zwei Klone, die in der ES-Screening-PCR eine Integration gezeigt hatten,
wurden weiter expandiert. Zur genaueren Uberpriifung der Einzelklone, das heiBt auf
Integration der kompletten Zielsequenz LSL-Tgfb1-pA wurden verschiedene PCRs
durchgefihrt, um die einzelnen Abschnitte des Konstrukies nachzuweisen (vgl.
Abb. 3.). Weiterhin erfolgte ein Mykoplasmentest, durch den eine Kontamination der
embryonalen Stammzellen mit Mykoplasmen ausgeschlossen werden konnte.

Um eine Mehrfach-Integration auszuschlieBen wurde eine qPCR durchgefihrt, die
Uber den Vergleich der cDNA der beiden ES-Klone mit Wildtypzellen als
Negativkontrolle und einer Doppelt-Positivkontrolle nachweisen konnte, dass die
Neomycinkassette nur einmal enthalten war.

Die Blastozysteninjektion des einen ausgewahlten korrekten Einzelklons wurde von
der PolyGene AG (Schweiz) durchgeflihrt, ebenso wie die anschlieBende Generierung
chimérer Tiere. Vor der Blastozysteninjektion wurde dort auBerdem ein Karyogramm

der embryonalen Stammzellen angefertigt, um chromosomale Anomalien
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auszuschlieBen. Hier zeigte sich ein korrekter Karyotyp in 80 % der Zellen, so dass
Zellen dieses ES-Klons in 17 Blastozyten von C57BIl/6-M&usen injiziert wurden, von
denen die 16 Uberlebenden Blastozysten in eine CD-1-Maus transferiert wurden. Von
den sechs geborenen Mausen waren zwei hoch-chimar. Diese wurden anschlieBend
mit C57BIl/6-Mausen verpaart, um eine Keimbahntransmission des LSL-Tgfb1-Allels

ZU erreichen.

4.3 Etablierung einer PCR zum Nachweis des LSL-Tgfb1-Knockins in der
Maus

Um im Rahmen der Mauszucht Mause mit dem neu generierten LSL-Tgb1-Knockin in
den Rosa26-Locus eindeutig identifizieren zu koénnen, wurde eine spezifische
Genotypisierungs-PCR etabliert. Hierbei war wichtig zu beachten, dass einerseits der
modifizierte Rosa26-Locus vom Wildtyp spezifisch unterschieden werden muss,
andererseits aber der reine, aufgrund des kleineren PCR-Produkts einfachere,
Nachweis des Knockins der LSL-Kassette nicht hinreichend spezifisch ist, da bereits
mehrere Mauslinien in der Arbeitsgruppe existieren, deren Knockin in den Rosa26-
Locus eine LSL-Kassette vorgeschaltet ist. Basierend auf den beschriebenen PCRs
zur Uberpriifung der ES-Klone sowie den bereits etablierten Genotypisierungs-PCRs
anderer Mauslinien der Arbeitsgruppe wurden zwei verschiedene PCR-Ansatze
getestet. Abbildung 8 zeigt schematisch die mit den jeweils eingesetzten Primern
theoretisch errechnete GréBe der PCR-Produkte. Aufgrund der far die
Genotypisierungs-PCRs eingesetzten, weniger effektiven DNA-Polymerase war das
4950bp-groBe PCR-Produkt bereits a priori nicht zu erwarten. Ein 600bp-groBes PCR-
Produkt aus diesen beiden Primern (R26-Tva-GT_UP und R26-Tva-GT-wt_LP) weist
aber das Wildtyp-Allel des Rosa26-Locus nach. Zusatzlich wurde als Kontrolle eine
bereits etablierte Genotypisierungs-PCR durchgefihrt, die die Differenzierung
zwischen dem mutierten Rosa26-Locus (i.e. nach homologer Rekombination) und
dessen Wildtyp-Allel erlaubt (vgl. Abbildung 9). Abbildung 10 und 11 zeigen die mittels
Gelelektrophorese aufgetrennten Produkte der beiden Genotypisierungs-PCRs mit
DNA der ersten Nachkommen der Chimaren (C123.08, .09, .10, .11, .12, .2001, .2003,
.2006, .2007, .2008). Als Negativkontrolle diente DNA von 2 Mausen, die keine
Veranderung im Rosa26-Locus aufweisen, was darin resultiert, dass in beiden
Genotypisierungs-PCRs hier nur die 600bp-Bande zu sehen ist. Bei den R26-LSL-
Tgfb1-Mausen weist die erste Genotypisierungs-PCR (Tgfb1-GT-PCR1) mit der
851bp-groBen Bande die homologe Rekombination in den Rosa26-Locus nach.
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Abbildung 8: Modifizierter Rosa26-Locus

Nicht-maBstabgetreues Schema des modifizierten Rosa26-Locus. Unterhalb sind die in die beiden
Genotypisierungs-PCRs (Tgfb1-GT-PCR1 bzw. Tgfb1-GT-PCR2) eingesetzten Primer sowie die daraus
resultierenden theoretisch moglichen PCR-Produkte mit ihrer jeweiligen GréBe (in bp) aufgefihrt.
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Abbildung 9: Rosa26-PCR der Chimaren-Nachkommen

Die Rosa26-PCR ermdglicht die Unterscheidung zwischen dem mutierten Rosa26-Locus (=> Bande
bei 310 bp) und dem Wildtyp-Allel (=> Bande bei 600 bp).
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Abbildung 10: Erste Genotypisierungs-PCR

Erste Genotypisierungs-PCR zum Nachweis des LSL-Tgb1-Knockin in den Rosa26-Locus (Tgfb1-GT-
PCR1). Die Bande bei 600 bp weist das Wildtyp-Allel des Rosa26-Locus nach. Die 851bp-groBe Bande
weist die Integration der LSL-Kassette nach (der Tgfb1-Kassette vorgeschaltet).

= 5 © = o

Pl S N = &) o &) o ()

© ) o - S o S o o

— o~ o o 5 S = N N N N N
5 ® o 52) 0] ™ 2] & @ ™ (2] ™ (52) =
=2 = = o o N N N N N Y Al 2
3 E E 60 BEEEEEED Ol 5 O O 9
< °] o ~— N ~— ~ Y X New N N N <
=z = = o o o o o). Ao 19) 1) o 15 Z
Q i e Y e Y Y S Y Y Y S Y O
- = = o 5 D o O O o o o o :
o 80 G e o O
o (@)] (@)] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 fo)
— (0] () X S 5 A e b o] X T S b o S it N -
N pzd et () O (&) O (O} = ([©) O (O] O O T o~
W
§ -_—
N—
3000 bp e Epsmae
sz ——
e —
1000bpi S e e o—— L] — E
o —— —

Abbildung 11: Zweite Genotypisierungs-PCR

Zweite Genotypisierungs-PCR (Tgfb1-GT-PCR2). Die Bande bei 1022 bp ist spezifisch fir die Tgfb1-
Kassette.

Da der rlickwartsgerichtete Primer aber in der LSL-Kassette bindet und nicht in der
Tgbfb1-Kassette, ist dies aber nur der Nachweis, dass die LSL-Kassette in den

Rosa26-Locus rekombiniert wurde, was aufgrund anderer Mauslinien, deren
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(modifiziertes) Genom ebenfalls die LSL-Kassette im Rosa26-Locus enthélt (s.0.) nicht
hinreichend spezifisch ist. Um eine hinreichende Identifizierung von LSL-Tgfb1 zu
gewabhrleisten, weist die zweite PCR (Tgfb1-GT-PCR2) durch einen Primer, der direkt
im Bereich der Tgfb1-cDNA-Sequenz bindet (kombiniert mit einem Primer der in der
vorgeschalteten LSL-Kassette bindet), Tgfb1 spezifisch nach. Wie erwartet wurden die
jeweils theoretisch méglichen, weiteren PCR-Produkte (3623 bp bzw. 2349 bp) nicht
bzw. zumindest nicht in hinreichend groBer Menge amplifiziert und waren somit nicht
nachweisbar. Da diese zur exakten und spezifischen Genotypisierung aber auch nicht
nétig waren, wurden die PCR-Bedingungen bezlglich dieses Ziels nicht weiter
optimiert.

4.4 shRNA-vermittelter Knockdown der Zielgene in Pankreastumorzellen
Frihere Arbeiten in der Arbeitsgruppe von Prof. Saur hatten durch Microarray-Analyse
die (signifikant) unterschiedliche Expression verschiedener Gene in verschiedenen
unterschiedlich stark metastasierten Pankreastumoren endogener Mausmodelle
gezeigt. Anhand dieser Daten wurden sechs Zielgene ausgewahlt, deren shRNA-
vermittelter Knockdown und Analyse der mdglichen Auswirkungen dessen
(insbesondere auf die Metastasierungsfahigkeit) Ziel der vorliegenden Arbeit war.

Der Knockdown erfolgte hier in zwei unterschiedlichen pankreatischen Tumorzelllinien
(R254 PPT und 8182 PPT (PPT: pancreatic primary tumor)), die aus den priméaren
Pankreaskarzinomen endogener Mausmodelle isoliert worden waren. In
vorausgegangenen Analysen hatte sich sowohl bei beiden primdren Tumoren in den
Mausen selbst als auch nach orthotoper Implantation der aus den Primartumoren
gewonnenen Zelllinien ein unterschiedlich stark ausgepragtes
Metastasierungsverhalten gezeigt. Dabei hatte R254 PPT (Genotyp: p48¢®/+; LSL-
KrasG'2Di+ 4/-: LSL-Trp53R172H+; p53lox'+) gine starke, 8182 PPT (Genotyp: p48Cre/+;
LSL-Kras®'2P/+) hingegen eine schwache Metastasierung gezeigt.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu evaluierenden Kandidatengene waren
Gata5, 1118, Mmp2, Osmr, S100a8 und Tgfbr3. Entsprechend des Expressionsmusters
in der vorangegangenen Analyse und des damit angenommenen Einflusses auf das
Metastasierungsverhalten erfolgte der Knockdown von Gata5 in der starker
metastasierenden Zelllinie R254 PPT, der Knockdown von /118, Mmp2, Osmr, S100a8
und Tgfbr3 jeweils in der schwacher metastasierenden Zelllinie 8182 PPT.

Zunachst erfolgte durch lentivirale Transfektion von HEK293FT-Zellen die Produktion

von Lentiviren, die die jeweilige shRNA enthielten. Mittels Zugabe von virushaltigem
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Uberstand auf die entsprechende, fiir die Transfektion in 10cm-Schalen gezogene
Zelllinie erfolgte die Transduktion, um damit den gewlnschten Knockdown der
Kandidatengene zu erreichen. Zur Selektion erfolgreich transduzierter Zellen wurde im
Anschluss daran Puromycin dem Zellkulturmedium zugegeben. Unter anhaltender
Puromycin-Selektion erfolgte die Vermehrung der Zellen fir RNA- und DNA-Isolation
sowie zur Kryokonservierung fur weitere Analysen. Neben den pro Kandidatengen
jeweils  funf  einzelnen shRNAs (Benennung im  Folgenden jeweils
~ShKandidatengen-1“ bis ,shKandidatengen-5“) wurden die Zellen zusatzlich mit einer
Mischung aller Einzel-shRNAs eines Kandidatengens (Gesamtvolumen des
zugebenen Virus-enthaltendem Uberstands jeweils zusammengesetzt aus
mengenmaBig gleichem Viruslberstand der Einzel-shRNAs) transduziert (im
Folgenden ,shKandidatengen-Mix“ genannt). Die Auswertung der Knockdown-
Effizienz erfolgte mittels qPCR. Die drei effizientesten shRNAs bzw. die mit diesen
jeweils stabil transduzierten Zellen wurden far die weitere Analyse verwandt.
Abbildung 12 zeigt die Knockdown-Effizienz. In Tabelle 27 werden die anhand dieser
Ergebnisse ausgewéhlten shRNAs der jeweiligen Kandidatengene aufgefiihrt. Da im
Fall von Mmp2 sehr groBe Varianzen und eine ausgesprochen niedrige
Genexpression in der Kontrolle (mit ungerichteter shRNA transduzierte Zellen)
detektiert wurde und die gerichteten shRNA keine bis eine nur sehr geringe
Knockdown-Effizienz zeigten, wurde die Analyse von Mmp2 als Kandidatengen der
Metastasierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt. Da die mit
den gegen S7100a8 gerichteten shRNAs transduzierten Zellen eine sehr niedrige
Proliferationsrate aufwiesen (bei entsprechend der Genexpressionsanalyse mittels
gPCR guter Knockdown-Effizienz) wurde auch diese Analyse im Folgenden nicht

fortgefihrt.
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Abbildung 12: Knockdown-Effizienz

Knockdown-Effizienz der jeweiligen shRNAs der sechs Kandidatengene. Die mittels gPCR ermittelte
Genexpression nach shRNA-vermitteltem Knockdown wurde in Relation zur Genexpression nach

Transduktion mit einer ungerichteten shRNA (,scrambled shRNA*) gesetzt.
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Tabelle 27: Ausgewahlte shRNAs
Anhand der ermittelten Knockdown-Effizienz ausgewéahlte shRNAs der jeweiligen Kandidatengene fir
weitere Analyse.
Kandidatengen Ausgewéhlte shRNA
Gata5 shGata5-3
shGata5-5
shGata5-Mix
118 shlL18-1
shlL18-4
shlL18-5
Mmp2 Keine

Osmr shOsmr-1
shOsmr-4
shOsmr-5

S100a8 Keine

Tgfbr3 shTgfbr3-2
shTgfbr3-3
shTgfbr3-4

4.5 Proliferation der Tumorzellen nach Herunterregulation von Gata5,
1118, Osmr und Tgfbr3

Die Proliferation bzw. Zellviabilitdt der Tumorzellen nach Herunterregulation von
Gatab, 1118, Osmrund Tgfbr3 wurde mittels MTT-Assays untersucht. Dazu wurden die
Tumorzellen, die mit den in Tabelle 27 genannten shRNAs stabil transduziert worden
waren (und in denen sich — wie beschrieben — eine gute Knockdown-Effizienz gezeigt
hatte), eingesetzt. Als Vergleich dienten jeweils die mit der ungerichteten shRNA
(scrambled shRNA) transduzierten Tumorzellen. Abbildung 13 zeigt als Marker der
Zellviabilitat bzw. der Stoffwechselleistung die Mittelwerte (aus drei unabhangigen
Versuchen) der optischen Dichte (jeweils bezogen auf den 24h-Wert sowie auf den
Kontrollwert) zum angegebenen Zeitpunkt nach Aussaat. Bei der Zelllinie R254 PPT
zeigte sich nach Herunterregulation von Gata5 durch alle drei untersuchten shRNAs
(shGata5-3, shGata5-5 und shGata5-Mix) eine Tendenz zur gesteigerten Zellviabilitat
bzw. —proliferation, wobei dieser Trend aber nicht signifikant war. In der Zelllinie
8182 PPT waren uneindeutige Ergebnisse zu verzeichnen. Im Fall der
Herunterregulation von /18 und Tgfbr3 durch drei verschiedene shRNA zeigten sich

uneinheitliche Effekte, die (bis auf shll18-1) nicht statistisch signifikant waren. Auch bei
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Abbildung 13: Zellviabilitdt nach Knockdown der Kandidatengene (MTT-Assay)

Einfluss der Herunterregulation der verschiedenen Kandidatengene auf Zellviabilitit bzw.
Stoffwechselleistung. In der Zelllinie 8182 PPT zeigte sich nach Herunterregulation von //18 durch
shll18-1 und von Osmr durch shOsmr-5 ohne Bonferroni-Korrektur eine signifikant verminderte
Zellviabilitat bzw. Stoffwechselleistung im MTT-Assay (* p<0,05). Nach Bonferroni-Korrektur verfehlte
shOsmr-5 die statistische Signifikanz (pad(shOsmr-5) = 0,067), wahrend shll18-1 auch nach Bonferroni-
Korrektur statistisch signifikant blieb (padi(shll18-1) = 0,039). Gezeigt ist die normalisierte optische Dichte
(bei 540 nm) 96h nach Aussaat der Zellen, jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung aus drei
unabhangigen Versuchen.

der Herunterregulation von Osmr ergaben sich nur bei einer shRNA statistisch
signifikante Ergebnisse, und dies auch nur ohne Bonferroni-Korrektur. Insgesamt I&sst
sich aus den hier dargestellten Ergebnissen kein Effekt der Herunterregulation der

verschiedenen Kandidatengene auf die Proliferation bzw. Zellviabilitdt schlussfolgern.
Die statistisch signifikanten Ergebnisse einzelner shRNAs sind bei fehlender
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Reproduzierbarkeit durch mindestens eine zweite gegen dasselbe Gen gerichtete
shRNA nicht von off-target-Effekten zu unterscheiden.

4.6 Migrationsverhalten der Tumorzellen nach Herunterregulation von
Gatab, 1118, Osmr und Tgfbr3

Das Migrationsverhalten der Zellen wurde im Scratch Assay untersucht. Abbildung 14
zeigt die Abnahme der Flache des Scratches Uber die Zeit durch Migration der Zellen.
In der Zelllinie R254 PPT zeigte sich nach Herunterregulation von Gata5 eine
Verlangsamung des Wiederverschlusses des Scratches, als Hinweis auf eine
verminderte Migrationsfahigkeit. In der weiteren statistischen Analyse mittels
Berechnung der Area under the curve (siehe Abb. 15)

Unterschiede bei zwei der drei verwendeten shRNAs (shGata5-5 und sh shGata5-3),

ergaben sich signifikante

R254 PPT nach Knockdown von Gata5 8182 PPT nach Knockdown von 1118
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Abbildung 14: Migrationsverhalten nach Knockdown der Kandidatengene (Scratch Assay)

Migrationsverhalten der Zellen nach Herunterregulation der verschiedenen Kandidatengene. Nach
Knockdown von Gata5 in R254 PPT (links oben) war ein langsamerer Wiederverschluss des Scratches
im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar. In der Zelllinie 8182 PPT verschloss sich der Scratch nach
Knockdown von /18, Osmr und Tgfbr3 rascher im Vergleich zur Kontrolle (scr-shRNA). Dargestellt ist
die durch Migration bedingte Abnahme der Scratch-Flache (ber die Zeit, pro Zeitpunkt (Stunden nach
Scratching) jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen.
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sodass hier von einem tatsachlichen Effekt durch Herunterregulation von Gata5, im
Sinne einer Hemmung der Migrationsféhigkeit, auszugehen ist. Allerdings verfehlte
shGata5-5 nach Bonferroni-Korrektur knapp das Signifikanzniveau. Im Gegensatz
dazu schlossen sich die Scratches in der Zelllinie 8182 PPT nach Herunterregulation
sowohl von /18 als auch Osmrund Tgfbr3 schneller im Vergleich zur Kontrolle, sodass
hier eine Verstarkung der Migrationsfahigkeit vorhanden ist. Auch hier ergab die
Analyse der Area under the curve statistisch signifikante Unterschiede, und zwar flr
jedes Kandidatengene bei allen drei verwendeten shRNAs. Damit ist auch hier von
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Abbildung 15: Statistische Auswertung des Scratch Assay

Um statistisch signifikante Unterschiede im Scratch Assay zu detektieren, wurde das Integral (Area
under the curve) der in Abbildung 14 dargestellten Kurven analysiert. Hier zeigten sich statistisch
signifikante Unterschiede sowohl nach Herunterregulation von Gata5 im Vergleich zur Kontrolle (bei
zwei von drei shRNAs) als auch nach Herunterregulation von /18, Osmr, und Tgfbr3 (hier bei jeweils
allen drei shRNAs). *: p<0,05, ***: p<0,001, ****: p<0,0001. Nach Bonferroni-Korrektur erreichte
shGata5-5 knapp nicht mehr das Signifikanzniveau (padj(shGata5-5) = 0,0675).
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einem spezifischen Effekt der Gensuppression auszugehen, hier im Sinne einer
Verstarkung der Migrationsfahigkeit durch Herunterregulation von /118, Osmr und
Tgfbr3.

4.7 Koloniebildungsfahigkeit der Tumorzellen nach Herunterregulation
von Gata5, 1118, Osmr und Tgfbr3

Die Koloniebildungsfahigkeit von Zellen, also die Fahigkeit aus einzelnen Zellen einen
gréBeren Zellverband zu generieren, ist eine Eigenschaft, die Tumorzellen zur
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Abbildung 16: Koloniebildung nach Knockdown der Kandidatengene (Clonogenic Assay)

Einfluss der Herunterregulation der verschiedenen Kandidatengene auf die Fahigkeit der Zellen zur
Koloniebildung. Die Zelllinie 8182 PPT zeigte nach Herunterregulation von Osmr (links unten) bzw.
Tgfbr3 (rechts unten) nur bei einzelnen shRNAs (shOsmr-4 bzw. shTgfbr3-4) eine signifikante
Verbesserung der Fahigkeit zur Koloniebildung (* p<0,05). Nach Bonferroni-Korrektur erreichte shOsmr-
4 weiterhin statistische Signifikanz (padj(shOsmr-4) = 0,0399), shTgfbr3-4 hingegen nicht (paqj(shTgfbr3-
4) = 0,1275). Dargestellt ist der zwei Wochen nach Aussaat bewachsene Anteil der Flache an der
Gesamtflache (ein Loch einer 6-Loch-Platte), jeweils als Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen
mit Standardabweichung.
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Metastasierung beféahigt. Im Clonogenic Assay wird diese nachgebildet, indem die
Zellen in sehr geringer Menge bzw. Dichte als Einzelzellen ausgesat werden. Zur
Koloniebildung fahige Zellen proliferieren dabei dennoch bzw. mehr, was im Verlauf —
im Vergleich zu nicht oder weniger fahigen Zellen — zu einer gréBeren von Zellen
bedeckten Flache fihrt. In der Zelllinie R254 PPT zeigte sich nach Herunterregulation
von Gatab tendenziell eine verminderte Koloniebildungsfahigkeit, was aber statistisch
nicht signifikant war.

Nach Herunterregulation von /18, Osmr und Tgfbr3 in 8182 PPT zeigte sich eine
Tendenz zu einer verstarkten Koloniebildungsfahigkeit. Auch hier wurde allerdings das
statistische Signifikanzniveau Uberwiegend nicht erreicht (vgl. Abb. 16). Da nur
einzelne shRNAs (shOsmr-4 und shTgfbr3-4, letztere auch nur ohne Bonferroni-
Korrektur) zu einer signifikant erhéhten Koloniebildungsféahigkeit fihrten, sind auch
hier — analog zu den Ergebnissen beim MTT-Assay (vgl. Abschnitt 4.5) — off-target-
Effekte mdglich, also falsch-positive Phanotypen, die nicht durch den angestrebten
Genotyp (i.e. verminderte Expression des Zielgens der shRNA) induziert werden,
sondern durch einen unbekannten, nicht-intendierten Genotyp, der eben nicht durch
die verminderte Expression des Zielgens gekennzeichnet ist. Insgesamt lassen sich
also keine sicheren, statistisch signifikanten Effekte der Herunterregulation der
verschiedenen Kandidatengene auf die Koloniebildungsfahigkeit der Tumorzellen
ableiten.

4.8 Verankerungs- und substratunabhangiges Wachstum der
Tumorzellen nach Herunterregulation von Gata5, /118, Osmr und Tgfbr3
Zu den Eigenschaften metastasierender Tumorzellen gehért ihre Fahigkeit, auch als
primdr ortsstédndige Zellen eine Zeit lang ortsungebunden zu 0berleben. Dieses
verankerungsunabhangige Wachstum bzw. Uberleben wird im Soft Agar Assay
nachempfunden, indem durch Anzucht der Zellen in gelartigem Medium eine
Verankerung verhindert wird. Um zu testen, ob die Herunterregulation von Gata5, 1118,
Osmrund Tgfbr3 in Tumorzellen einen Einfluss auf diese Eigenschaft hat, wurde mit
den mit den unterschiedlichen shRNAs stabil transduzierten Zellen der Soft Agar
Assay durchgefihrt.

Abbildung 17 zeigt als MaB fur das verankerungsfreie Wachstum die Anzahl der
(sichtbaren) Kolonien der jeweiligen Zellen (Mittelwert aus jeweils drei Ansatzen).
Dabei wurden firr die Auswertung die Platten eingescannt und die resultierenden Bilder
mit der Software Imaged (Version 1.52a) ausgewertet. Die unterschiedlichen shRNAs
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gegen /118 und Osmr zeigten hier stark uneinheitliche Effekte. Damit ist nicht von einer
Auswirkung der Herunterregulation von /[18 bzw. Osmr auf die Fahigkeit von
Tumorzellen zu verankerungsfreiem Wachstum auszugehen. Im Fall von Gata5 und
Tgfbr3 war eine einheitlichere Tendenz zu verzeichnen. Durch die Herunterregulation
von Gata5 in R254 PPT mittels shGata5-5 und shGata5-Mix zeigten sich statistisch
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Abbildung 17: Verankerungs- und substratunabhé&ngiges Wachstum nach Knockdown der
Kandidatengene (Soft Agar-Assay)

Nach Herunterregulation von Gata5 mit shGata5-5 und shGata5-Mix in der Zelllinie R254 PPT (links
oben) zeigte sich eine signifikant verminderte Fahigkeit zu verankerungs- und substratunabhangigem
Wachstum im Vergleich zur Kontrolle (*** p<0,001; * p<0,05), wobei nach Bonferroni-Korrektur shGata5-
Mix das statistische Signifikanzniveau verfehlte (pag(shGata5-Mix) = 0,0819).

Nach Herunterregulation von Tgfbr3 mit shTgfbr3-2 und grenzwertig mit shTgfbr3-4 in der Zelllinie 8182
PPT (rechts unten) zeigte sich eine signifikant verminderte Fahigkeit zu verankerungs- und
substratunabhangigem Wachstum (** p<0,01). Pagj(Tgfbr3-2) = 0,0126.

Dargestellt ist jeweils die Anzahl der Kolonien (Mittelwert mit Standardabweichung aus drei
unabhangigen Durchgéngen).
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signifikante Effekte auf das verankerungsunabhéngige Wachstum der Zellen, im Sinne
eines verminderten Wachstums im Vergleich zu Kontrolle. Aufgrund der
Reproduzierbarkeit dieses Effekts durch zwei unterschiedliche shRNAs ist hier auch
nicht von einem off-target-Effekt, sondern einer echten Auswirkung der verminderten
Genexpression auszugehen, wobei nach Bonferroni-Korrektur shGata5-Mix das
statistische (knapp) Signifikanzniveau verfehlte (padj(shGata5-Mix) = 0,0819). Im Falle
der Herunterregulation von Tgfbr3 in 8182 PPT zeigte sich nur bei einer shRNA
(shTgfbr3-2) ein statistisch signifikanter Effekt, sodass hier formal keine Verstarkung
des verankerungs- und substratfreien Wachstums durch verminderte Genexpression
von Tgfbr3 anzunehmen ist, sondern erneut ein off-target-Effekt mdglich ist. Allerdings
verfehlte eine zweite shRNA (shTgfbr3-4) mit einem p-Wert von 0,0534 das
Signifikanzniveau von <0,05 nur knapp (ohne Bonferroni-Korrektur).

4.9 In-vivo Analyse des Tumorwachstums und der Metastasierung nach
Herunterregulation von Gata5, IL18, Osmr und Tgfbr3

Wahrend in den unterschiedlichen zellbasierten Assays (Abschnitt 4.5 bis 4.8) einzelne
Schritte der Metastasierung nachvollzogen und der Einfluss der Herunterregulation der
Kandidatengene auf diese Schritte untersucht wurden, wurde mittels eines
Allograftmodels der Gesamtprozess des Tumorwachstums und der Metastasierung
untersucht. Dazu wurden die mit den verschiedenen shRNAs stabil transduzierten
Zellen orthotop in das Pankreas immuninkompetenter SCID-Mause implantiert. Im
Gegensatz zu den zellbasierten Assays wurden hier pro Kandidatengen jeweils nur die
mit einer shRNA-stabil transduzierten Zellen verwendet. Basierend auf der
Auspragung der shRNA-vermittelten Herunterregulation der Kandidatengene wurden
die Zellen bzw. die shRNA mit dem starksten Effekt ausgewahlt. Dies waren
shGata5-5, shll18-5, shOsmr-5 und shTgfbr3-2.

Zur Analyse des Wachstum- und Metastasierungsverhaltens wurde die Uberlebenszeit
nach orthotoper Implantation und die Anzahl makroskopisch sichtbarer Metastasen bei
letztlicher Sektion ausgewertet. Zuséatzlich erfolgte zwei Wochen nach erfolgter
Implantation und bei der Sektion eine Biolumineszenzbildgebung.

4.9.1 Uberleben nach orthotoper Implantation von Tumorzellen mit
Herunterregulation von Gata5, 1118, Osmr und Tgfbr3

Nach erfolgter orthotoper Implantation der unterschiedlich modifizierten Tumorzellen
(Knockdown der Kandidatengene) wurden die Tiere taglich hinsichtlich
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Knockdown von Gata5 in R254 PPT Knockdown von /{18, Osmr und Tgfbr3 in 8182 PPT
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Abbildung 18: Uberlebenszeit nach orthotoper Implantation

Uberlebenszeit bzw- Uberlebensrate nach orthotoper Implantation der Tumorzellen mit
Herunterregualation der Kandidatengene im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Kaplan-Meier-Kurven).
Die Unterschiede des Uberlebens nach Implantation von Tumorzellen mit herunterreguliertem Gata5 im
Vergleich zur Kontrolle waren knapp nicht signifikant (Log-Rank-Test). In der multivariablen Analyse
(Cox-Regression) fur implantierte 8182 PPT-Zellen ergaben sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede. (pro Gruppe jeweils n=3)

Allgemeinzustand, Gewicht und makroskopisch sichtbarem Tumorwachstum
Uberwacht.

Trotz einer in der Uberlebenskurve nachvollziehbaren Tendenz hin zu einem langeren
Uberleben nach Implantation von Tumorzellen (Zellinie R254 PPT) mit
herunterreguliertem Gata5 im Vergleich zur Kontrolle, war dies statistisch knapp nicht
signifikant (Log-Rank-Test, siehe Abbildung 18 links).

In der multivariablen Analyse fir die Zelllinie 8182 PPT fir den Vergleich der
Uberlebenszeit nach Implantation der Kontrollzellen bzw. der Zellen nach jeweiliger
Herunterregulation des Kandidatengens (//18, Tgfbr3, Osmr) fand sich in keiner der
Gruppen eine statistisch signifikant langere oder kiirzere Uberlebenszeit im Vergleich
zu den anderen (Cox-Regression, siehe Abbildung 18 rechts). Im jeweiligen
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Abbildung 19: Uberlebenskurven nach orthotoper Implantation (Einzelanalyse)

Uberlebenszeit bzw. Uberlebensrate nach orthotoper Implantation von 8182 PPT mit Herunterregulation
der Kandidatengene jeweils im Einzelvergleich zur Kontrolle. In der Einzelanalyse (Log-Rank-Test) war
die Uberlebenszeit der Mause nach orthotoper Implantation von 8182 PPT-Zellen mit Knockdown von
Tgfbr3 (mittig) und Osmr (rechts) jeweils signifikant verlangert im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,03)
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Einzelvergleich (Log-Rank-Test, siehe Abbildung 19) fand sich flr die Zelllinie 8182
PPT eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit nach orthotoper Implantation fir
Zellen mit herunterreguliertem Osmrund Tgfbr, nicht jedoch 1/18.

4.9.2 Metastasierungsstérke nach orthotoper Implantation von
Tumorzellen mit Herunterregulation von Gata5, IL18, Osmr und Tgfbr3

Im Rahmen der Sektion wurden folgende Organe entnommen und makroskopisch
bezlglich der Anzahl sichtbarer Metastasen ausgewertet: Lunge, Leber, Magen/Darm,
Peritoneum. Es erfolgte hier im Rahmen dieser Arbeit eine rein quantitative
Gesamtauswertung (Abb. 20). Weder Tumoren der Zelllinie R254 PPT nach
Herunterregulation von Gata5 noch Tumoren der Zelllinie 8182 PPT nach
Herunterregulation von /118, Tgfbr und Osmr zeigten statistisch signifikante
Unterschiede in der Gesamtanzahl der makroskopisch sichtbaren Metastasen im

Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen.

Metastasierung nach Knockdown Metastasierung nach Knockdown
von Gata5 in R254 PPT von 1118, Tgfbr3 und Osmr in 8182 PPT
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Abbildung 20: Metastasierung nach Knockdown der Kandidatengene
Anzahl der bei Sektion makroskopisch sichtbaren Metastasen nach orthotoper Implantation von R254

PPT (links) bzw. 8182 PPT (rechts) mit Knockdown der Kandidatengene. Dargestellt ist der Mittelwert
‘mit Standardabweichung (n=3). Signifikante Unterschiede zeigten sich nicht.

4.9.3 Biolumineszenzbildgebung nach orthotoper Implantation von
Tumorzellen mit Herunterregulation von Gata5, IL18, Osmr und Tgfbr3

Zwei Wochen nach erfolgter orthotoper Implantation erfolgte eine erste
Biolumineszenzbildgebung in vivo. Dies war ein Zeitpunkt, zu dem bei allen M&usen
bereits ein Tumor sicht- und/oder tastbar war. Abbildung 21 zeigt den Vergleich der
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Mause, denen R254 PPT-Zellen mit herunterregulietem Gata5 implantiert worden
waren, mit Mausen, denen nicht-modifizierte (bzw. mit scrambled shRNA
transduzierte) R254 PPT-Zellen implantiert worden waren. Weder makroskopisch
noch im Rahmen der Biolumineszenzbildgebung waren hier klare Unterschiede
zwischen beiden Gruppen festzustellen. Im weiteren Verlauf nach Implantation zeigte
sich jedoch die Fortfihrung einer Tendenz, die bereits durch das sehr friihe Versterben
einer R254 PPT-scr-shRNA-Maus (12 Tage nach Implantation) angedeutet worden
war, namlich eines verstarkten und schnelleren Tumorwachstums in den Kontrollen im
Vergleich zu den Tumoren mit herunterreguliertem Gata5 (siehe Abbildung 22).

Auch bei den Mausen, denen Zellen der Zelllinie 8182 PPT mit Herunterregulation
jeweils eines der Kandidatengene /118, Tgfbr3 und Osmr implantiert worden waren,
zeigten sich zwei Wochen nach Implantation keine eindeutigen, weder makroskopisch

noch mit der Biolumineszenzbildgebung detektierbaren Unterschiede hinsichtlich der

R254 PPT; 2 Wochen; 900G, 180s

scr-shRNA

shGata5-5

Abbildung 21: Biolumineszenzbildgebung nach
Knockdown von Gata5

Die erste Biolumineszenzmessung 2 Wochen nach
orthotoper Implantation von R254-PPT-Zellen mit
(unten) und ohne (oben) Knockdown von Gata5 wies in
allen Mausen allenfalls kleine Tumoren nach.
Unterschiede zwischen den Tumoren mit und ohne

Gata5-Knockdown konnten nicht detektiert werden.

R254 PPT

scr-shRNA  shGata5-5 | apbildung 22: TumorgroBe zum Zeitpunkt der Sektion

(Hellfeldbilder)
\ ‘ i

. Beispielhaft dargestellt ist hier der makroskopisch sichtbare bzw.
tastbare Tumor (rote Linie als grober Umriss) einer Maus, der die
Kontrollzellen (scr-shRNA, links) implantiert worden waren, im
Vergleich zu einer Maus, der die Zellen mit herunterreguliertem
F Gata5 (shGatab-5) implantiert worden waren. Obwohl zu einem
spateren Zeitpunkt nach Implantation (nach 26 versus nach 20
/ Tagen) war die Tumoren aus Kontrollzellen deutlich gréBer bzw.

wuchsen schneller als Tumoren mit verminderter Gata5-Expression.
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GréBe des Primartumors. Weder zu diesem Zeitpunkt (zwei Wochen nach
Implantation) noch zum Zeitpunkt der Sektion konnten Metastasen mittels der
Biolumineszenzbildgebung in vivo detektiert werden. Bezliglich des frihen Zeitpunkts
bleibt offen, ob zu diesem Zeitpunkt tatséchlich noch keine Metastasen vorhanden
waren oder ob eventuell vorhandene Metastasen zu klein waren, und damit ein zu
schwaches, nicht detektierbares Biolumineszenzsignal lieferten (siehe Abbildung 23).
Zum Zeitpunkt der Sektion vermochte die Biolumineszenzbildgebung unmittelbar vor
Toétung der Tiere nicht, spezifische Metastasen in vivo nachzuweisen, vor allem
aufgrund von Uberstrahlung durch den Primartumor. Die Bildgebung der explantierten
Organe unmittelbar im Anschluss daran und auch die makroskopische Auszdhlung
wiesen jedoch einen — zum Teil — hohen Metastasierungsstatus nach (vgl. auch
Abbildung 20: makroskopisch sichtbare Metastasen).

Obwohl sich bezilglich der rein quantitativen Auswertung der makroskopisch
sichtbaren Metastasen insgesamt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen zeigten (vgl. Abbildung 20), fand sich in der Biolumineszenzbildgebung der
explantierten Organe sich eine ausgepragte pulmonale Metastasierung durch Zellen
mit herunterreguliertem Tgfbr3, was so bei keiner der anderen Gruppen zu sehen war
(siehe Abbildung 24).

8182 PPT, 2 Wochen; 900G, 180s _ o
scr-shRNA  shll18-5 shTgfbr3-2 shOsmr-5 | prpond 23 Boumineszenz.

bildgebung zwei Wochen nach
Implantation

Beispielhaft dargestellt ist jeweils
ein Tier nach Implantation der
Zellen mit Herunterregulation der
unterschiedlichen Kandidatengene
bzw. der Kontrollzellen. Eindeutige
Unterschiede in der Primartumor-
gréBe fanden sich nicht.
Metastasen waren in vivo nicht zu
detektieren.
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8182 PPT
scr-shRNA; Tag 23

shTgfbr3-2; Tag 27 shOsmr-5; Tag 26

Abbildung 24: Biolumineszenzbildgebung in vivo und ex vivo bei Sektion nach Knockdown von
Tgfbr3 und Osmr

Bei vergleichbarer Primartumorgré e fand sich nach orthotoper Implantation von 8182 PPT-Zellen mit
Tgfbr3-Knockdown (links) eine ausgepragte pulmonale Metastasierung (roter Kreis). Dies war in keiner
der anderen Gruppen vorhanden (exemplarisch dargestellt ist eine Kontrollmaus, der 8182 PPT-Zellen
ohne Knockdown implantiert worden waren (mittig), und eine Maus, der 8182 PPT-Zellen mit
Knockdown von Osmrimplantiert worden waren (rechts).

Entnommene Organe waren Lunge (L), Magen (M), Darm+Leber (D), Pankreas (i.e. Primartumor; P),
Nieren (N), sowie Aszites (A).
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Kandidatengene der Metastasierung im
Pankreaskarzinom funktionell zu validieren. Dies erfolgte durch shRNA-vermittelte
Herunterregulation der Kandidatengene und anschlieBende Untersuchung der Effekte
auf in vitro nachgebildete Einzelschritte der Metastasierung sowie auf den
Gesamtprozess von Tumorwachstum und Metastasierung in einem in vivo-
Implantationsmodell. Verwandt wurden in allen Untersuchungen zwei verschiedene
Zelllinien von primaren Pankreastumoren von Mausen eines endogenen
Pankreaskarzinom-Mausmodells. Dieser Arbeit vorangegangen und ihre Grundlage
bildend, war dabei zum einen die Analyse des Metastasierungsverhaltens sowohl des
urspringlichen Primartumors als auch der daraus etablierten Zelllinien, zum anderen
Genexpressionsanalysen verschieden stark metastasierender muriner
Pankreaskarzinomzelllinien. Hier hatte die eine Zelllinie (R254 PPT) eine starke
Metastasierung, die andere Zelllinie (8182 PPT) eine schwache Metastasierung
gezeigt. In den Genexpressionsanalysen war Gata5 eines der Gene, deren Expression
eine positive Korrelation mit Metastasierung gezeigt hatte. //118, Osmr und Tgfbr3
gehdrten dagegen zur Gruppe der Gene, deren Expression mit einer fehlenden bis
schwachen Metastasierung assoziiert war. Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte
flr diese Arbeit der Knockdown von Gata5 in der stark metastasierenden Zelllinie R
254 PPT und der Knockdown von [l18, Osmr und Tgfbr3 in der schwach
metastasierenden Zelllinie 8182 PPT. Arbeitshypothese war also, dass der
Knockdown von Gata5 zu einer verminderten Metastasierungsfahigkeit fihrt, der
Knockdown von [I18, Osmr und Tgfbr3 dagegen zu einer vermehrten
Metastasierungsféahigkeit.

Tabelle 30 zeigt in einer synoptischen Form die Ergebnisse bzw. Effekie des
Knockdowns der verschiedenen Kandidatengene (vgl. auch Abschnitt 4.5 bis 4.9).
Der Knockdown von Gata5 flhrte in vitro (tendenziell) zu einer verminderten
Migrationsfahigkeit sowie zu einer verringerten Fahigkeit zu verankerungs- und
substratunabhangigem Wachstum. In vivo zeigte sich im Implantationsmodell eine
(statistisch knapp nicht signifikante) Tendenz zu verlangertem Uberleben bei
Knockdown von Gata5 sowie sehr groBe Tumoren in den Kontrollen im Vergleich zu
den Tumoren mit Knockdown von Gatab.
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Tabelle 28: Synopsis der Ergebnisse

Untersuchter Effekt des Knockdowns des Kandidatengens
Modell
Mechanismus Gata5 18 Osmr Tgfbr3
Proliferation negativ negativ* negativ* negativ
Migration positiveK: v positiv: A positiv: A positiv: A
In vitro
Koloniebildung negativ negativ negativ* negativ*
Verankerungsfreies N . . ]
positive<: v negativ negativ negativ**
Wachstum
Uberleben negativ** negativ positiv: A positiv: A
Metastasierung negativ negativ negativ negativ
In vivo*
rasches und starke
starkes Tumor- . . pulmonale
BLI ) negativ negativ
wachstum in Metasta-
der Kontrolle sierung

negativ: kein signifikanter Effekt des jeweiligen Knockdowns auf den untersuchten Mechanismus.
positiv: statistisch signifikanter Effekt des jeweiligen Knockdowns auf den untersuchten Mechanismus
in mindestens zwei shRNAs (in vitro). ¥: Verminderung/Hemmung. A: Verstarkung. *: statistisch
signifikanter Effekt nur in einer shRNA, nicht reproduzierbar in zweiter shRNA (in vitro) bzw. nur in einer
shRNA untersucht (in vivo), damit a.e. off-target-Effekt. **: Signifikanzniveau knapp verfehlt. B%: nach
Bonferroni-Korrektur nur noch in einer shRNA statistisch signifikanter Effekt, allerdings verfehlte die

adjustierten p-Werte nur knapp das Signifikanzniveau, damit aber off-target-Effekt mdglich.

Insgesamt unterstitzen diese Ergebnisse also die Hypothese einer verminderten
Metastasierungsfahigkeit nach Knockdown von Gata5. Damit widersprechen diese
Daten den von Peters et al. beschriebenen Effekten einer Hypermethylierung der
Gata5 CpG-Insel beim Nierenzellkarzinom, die statistisch unter anderem mit einer
starkeren Metastasierung assoziiert war (Peters et al. 2012). Auch die Arbeiten von
Hellebrekers flr das kolorektale Karzinom hatten auf einen gegenteiligen, namlich
tumor- bzw. metastasierungssuppressiven Effekt von Gata5 hingedeutet (Hellebrekers
et al. 2009). Eine neuere Arbeit von Roe et al. hatte jedoch — in umgekehrter Weise,

namlich mittels Effektanalyse einer Gata5-Uberexpression — gezeigt, dass in murinen
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Pankreaskarzinomzellen (einer Kras*tSL-G12D; Trp53+LSL-R172H. pdx1-Cre — Maus) eine
Uberexpression von Gata5 zu verstéarkter Invasivitat, Koloniebildung und pulmonaler
Metastasierung fuhrte (Roe et al. 2017). Somit ergibt sich die Frage, ob die
Einschatzung von Gata5 als Tumorsuppressor oder aber als protumorigener bzw.
metastasierungsférdernder Faktor abhangig ist von der Tumorentitat. Anhand unserer
Daten sowie der von Roe et al. ware — zumindest fir das Pankreaskarzinom — eine
weitere Evaluation der Hemmung von Gata5 als mdgliches Therapiekonzept
naheliegend.

Der Knockdown von [/18 zeigte insgesamt kaum eindeutige Effekte oder signifikante
Ergebnisse, vielmehr waren durch die unterschiedlichen shRNAs teils uneinheitliche
Ergebnisse zu verzeichnen, ein Befund, der mit einem klaren, auf der verminderten
Genexpression von /18 basierenden Mechanismus auf molekularer Ebene nicht gut
zu erklaren ist. Vielmehr sind hier von 1118 vollkommen unabhangige off-target-Effekte
zu diskutieren, welche sich — zumindest der im Rahmen dieser Arbeit erfolgten
Untersuchungen — nicht genauer eingrenzen lassen.

Der Knockdown von sowohl Osmr als auch Tgfbr3 flhrte zu einer verstarkten
Migrationsfahigkeit der Zellen. Bezlglich der Koloniebildungsfahigkeit zeigte in beiden
Fallen jeweils nur eine shRNA statistisch signifikante Ergebnisse, damit sind diese
Effekte — zumindest anhand der hier vorgestellten Daten — nicht sicher auf tatsachliche
Resultate des jeweiligen Knockdowns zurlickzuflhren, sondern stets auch mit einem
maoglichen off-target-Effekt zu erklaren. Bei nur knapp verfehltem Signifikanzniveau der
zweiten shRNA gegen Tgfor3 in der Analyse des verankerungs- und
substratunabhangigen Wachstums sind hier eine Tendenz zu einer Verbesserung des
verankerungsfreien Wachstums durch Knockdown von Tgfbr3 zumindest vorstellbar,
und damit weitere Untersuchungen sinnvoll erscheinend.

Den oben genannten in vitro-Ergebnissen eher widersprechend zeigte sich im in vivo-
Modell ein gering verlangertes Uberleben nach Knockdown von Osmrund Tgfbr3, das
aber jeweils nur in der Einzelanalyse statistische Signifikanz erreichte. Wiederum
besser passend zu den in vitro-Daten fiel im Fall von Tgfbr3 eine ausgepragte, und
insbesondere nur hier auftretende, pulmonale Metastasierung auf. Letztlich muss aber
bei allen in vivo-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die alternative Mdglichkeit eines
off-target-Effekts diskutiert werden, da fir alle Kandidatengene in vivo mit nur jeweils
einer shRNA transduzierte Zellen eingesetzt wurden.
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Zusammengefasst lassen sich jedoch die signifikanten Ergebnisse des Knockdowns
von Osmr und Tgfbr3 in Einklang bringen mit der Hypothese, dass eine
Herunterregulation dieser Gene zu einer verstarkten Metastasierungsfahigkeit fuhrt.
Zu dieser Hypothese wuirde die ausgepragte pulmonale Metastasierung nach
Knockdown von Tgfbr3 zumindest passen, auch wenn dieser Befund die Hypothese
formal nicht statistisch untermauern kann.

Damit passen diese Ergebnisse zu den Methylierungsuntersuchungen von unter
anderen Kim et al. und Deng et al., die unter anderem im kolorektalen, Magen- und
Pankreaskarzinom eine Hypermethylierung und damit Stilllegung von OSMR
beschrieben hatten (Deng et al. 2009; Kim et al. 2009), in anderen Karzinomen, wie
Leber-, Mamma- und Nierenzellkarzinom, war dagegen keine erhdhte
Methylierungsrate zu beobachten (Deng et al. 2009), ein Befund der auch hier —
ahnlich zu Gata5 — einen tumorentitédtsspezifischen Effekt bzw. Mechanismus
nahelegt. Dazu passt der von Savarese et al. postulierte autokrine Signalweg Uber
OSM und seine Rezeptoren zur Auto-Induktion beim Ovarialkarzinom (Savarese et al.
2002) als auch die Uberexpression beim Zervixkarzinom (Ng et al. 2007). Auch fiir das
Mammakarzinom existieren Daten, die — im Gegensatz zu den hier dargestellten
Ergebnissen fiir das Pankreaskarzinom — eine Funktion von OSM (als Ligand von
OSMR) als protumorigener bzw. metastasierungsférdernder Faktor stitzen (Tawara
et al. 2018). Die unterschiedlichen Effekte bzw. Expressionsmuster von OSM/OSMR
allein auf unterschiedliche Tumorentitaten zurtckzuflhren, gelingt allerdings auch
nicht, denn auch fir das Magenkarzinom beschrieben Yu et al. einen protumorigenen
Effekt. Herunterregulation bzw. Stilllegung der OSMR-Expression flihrte hier zu einer
verminderten Zellproliferation, -migration, -invasivitdt und EMT (Yu et al. 2019).
Insgesamt scheinen die Rolle von Osmr in der Tumorigenese und Metastasierung
noch nicht eindeutig geklart und weitere differenziertere Untersuchungen nétig zu sein.
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse, dass der Knockdown von
Tgfbr3 zu einer Verstarkung der Metastasierungsféahigkeit beim Pankreaskarzinom
fOhrt, passen zu den Daten von Gordon et al.: Diese konnten zeigen, das der shRNA-
vermittelte Verlust von TGFBRS3 in der humanen PDAC-Zelllinie PANC-1 zu einer
Ernbhung der Motilitdt und Invasivitat flhrte. In dariberhinausgehenden
Untersuchungen konnte - obwohl Invasivitat und Motilitdt neben einer veranderten
Zellmorphologie und Verlust der Zell-Zell-Verbindungen ebenfalls mit EMT assoziierte
Vorgange sind — die Herunterregulation von TGFBR3 alleine jedoch keine EMT

69



Diskussion

induzieren. Sowohl in der immunhistochemischen Analyse als auch in der
Genexpressionsanalyse mehrerer humaner Pankreaskarzinomproben konnte
ebenfalls eine Verminderung von TGFBRS3 detektiert werden (Gordon et al. 2008), ein
Befund, der sich auch fir andere Tumorentitaten fand (Dong et al. 2007; Finger et al.
2008). Mit dieser Korrelation zwischen humanen und murinen Daten erscheint die
weitere und noch exaktere funktionelle Validierung von Tgfbr3, insbesondere auch in
vivo sinnvoll; nicht nur, da die in vivo-Ergebnisse dieser Arbeit uneindeutiger waren als
die in vitro-Analysen und aufgrund der Evaluation nur einer shRNA auch génzlich von
Tgfbr3-unabhéngige Mechanismen (off-target-Effekte) denkbar sind , sondern auch,
da Gordon et al. TGBFRS, auch in seiner I6slichen Form, mit ihren Ergebnissen als
mogliches therapeutisches Werkzeug vorschlugen (Gordon et al. 2008). Als erster, an
diese Arbeit anschlieBender Schritt scheint deshalb die in vivo-Evaluation weiterer (in
vitro Effekte zeigender) shRNAs naheliegend.

Zweites Ziel dieser Arbeit war die Generierung der sogenannten LSL-Tgfb1-Maus.

Durch Einbringen der Tgfb1-cDNA-Sequenz in das Mausgenom mit vorgeschalteter
LoxP-Stop-Lox-Kassette wird eine zeit- und ortspezifische Uberexpression von Tgfb1
und damit die Untersuchung des Tgfb-Signalwegs ermdglicht. Dabei besteht natlrlich
keine Beschrankung auf das Pankreaskarzinom, da in Kombination mit den
entsprechenden Mausmodellen letztlich eine Analyse in den unterschiedlichsten
Krankheitsentitdten méglich ist. Die Ort- und Zeitspezifitat wird dadurch erreicht, dass
es nur dort und dann zu einer Tgfb1-Uberexpression kommt, wo bzw. wenn die Cre-
Rekombinase die vorgeschaltete, von zwei LoxP-Stellen flankierte Stopkassette
entfernt (Sauer und Henderson 1988). Damit muss also letztlich die Cre-Rekombinase
zeit- und ortspezifisch exprimiert werden, was Uber spezifische Promotoren erreicht
wird. Zur pankreasspezifischen Expression der Cre-Rekombinase (und hier damit
pankreasspezifischen Uberexpression von Tgfb1) werden iberwiegend der Pdx1-
sowie der Ptf1a-Promotor genutzt. Fir eine zeitspezifische Expression wird die Cre-
Rekombinase an einen modifizierten Ostrogenrezeptor gekoppelt (Cre-ERT). Dieser
modifizierte Rezeptor wird durch Tamoxifen, aber nicht durch Ostrogen aktiviert. Die
Gabe von Tamoxifen zu einem spezifischen Zeitpunkt flihrt dann zur Expression der
Cre-Rekombinase und damit zur einer Expression der Tgfb1-Kassette zu dem
gewahlten Zeitpunkt (Metzger und Chambon 2001). Mit seiner dualen, im Verlauf der

Kanzerogenese wechselnden Rolle von Tumorsuppressor zu protumorigenem Faktor
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ist Tgfb1 ein hdchst interessanter Kandidat insbesondere fir die zeitspezifische
Uberexpression innerhalb des Prozesses der Tumorigenese und Metastasierung. Den
gegenteiligen Weg zur Untersuchung des Signalwegs ermdglichten Chytil et al. durch
Generierung einer konditionalen Tgfbr2-Knockout-Maus (Tgfor2fo¥flox) (Chytil et al.
2002). ljichi et al. kreuzten diese konditionale Tgfbr2-Knockout-Maus mit dem
endogenen Kras@'?P-Expressionsmodell und generierten so Mause des Genotyps
Ptf1ace+, LSL-Kras®12D+ —Tgfbr2foxfox  die also pankreasspezifisch einerseits
onkogenes Kras exprimierten, andererseits Tgfbr2 entbehrten. Diese Mause
entwickelten aggressive Pankreaskarzinome und zeigten ein massiv reduziertes
Uberleben von im Median nur 59 Tagen. Der alleinige Knockout von Tgfbr2 (ohne die
Expression onkongenen Kras') flhrte zu keiner Beeintrachtigung der
Pankreasentwicklung und nicht zur Bildung von Pankreaskarzinomen. Auffallig war bei
den Ptf1a%e+, LSL-Kras®'2D/+ Tgfbr2fioviox-Mzusen das Fehlen einer nachweisbaren
Metastasierung im Alter von 7-10 Wochen, also dem Zeitpunkt, an dem ein GroBteil
der Mause getbtet wurde. Die wenigen Mause, die langer Uberlebten, zeigten
allerdings eine ausgepragte Metastasierung, so dass die Autoren davon ausgingen,
dass die Tumoren durchaus ein hohes Metastasierungspotential besaBen, aber als
Primartumor bereits so massiv wuchsen, dass dieses Potential nicht mehr zum Tragen
kam. Mause, die ein Wildtyp-Allel von Tgfbr2 behielten (Ptf1a®®*;LSL-
Kras@'2P~  Tgfbr2iox+) entwickelten ebenfalls, aber im Vergleich zu den Tieren mit
komplettem Knockout deutlich langsamer Pankreaskarzinome (ljichi et al. 2006). Aus
der Schlussfolgerung, dass das Level des Tgfb-Signalweges eine Determinante der
Karzinogenese im Pankreas ist, ergibt sich die — mithilfe der im Rahmen dieser Arbeit
generierten LSL-Tgfb1-Maus mdglicherweise zu beantwortende — Frage, ob mittels
Uberexpression von Tgfb1 eine Verhinderung oder zumindest Verlangsamung der
Tumorigenese (im frihen Stadium) zu erreichen ist. Diese Hypothese unterstitzen
auch die Daten der klinischen Assoziationsstudie von Glazer et al.. In deren
Untersuchung humaner PDAC-Proben war eine Uberexpression von TGFB1 mit
langerem Uberleben assoziiert (Glazer et al. 2017). Allerdings wurden hier nur
Pankreaskarzinome im friihen Stadium (Stadium | und Il) untersucht, so dass durchaus
denkbar ist, dass zu einem spateren Zeitpunkt der Tumorigenese bzw. in einem
spateren Tumorstadium eine gegenteilige Assoziation vorliegt, die wiederum passen
wilrde zum beschriebenen Rollenwechsel des Tgfb-Signalwegs. Friess et al. hatten
bereits 1993 die gegenteilige Assoziation aller drei TGFB-Isoformen zusammen, aber
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auch einzeln, mit verkirztem Uberleben beschrieben; hatten in ihrer Analyse aber
auch Pankreaskarzinome aller Stadien (Stadium | bis V) untersucht, wobei sich
zumindest fir TGFB2 eine statistisch signifikante Assoziation mit dem Tumorstadium
ergab (Friess et al. 1993). Als mdglichen erklarenden molekularen Mechanismus fur
diese paradoxe bzw. duale Rolle des Tgfb-Signalwegs postulierten Zhang et al. die —
neben den Smad?2/3-vermittelten, = wachstumsinhibierenden Effekiten -
nachgewiesenen Angiogenese-induzierenden Effekte (Zhang et al. 2015).

Auf den — zumindest in spateren Stadien — nachgewiesenen protumorigenen Effekten
von Tgfb basieren Versuche einer zielgerichteten Therapie mittels Inhibition des Tgfb-
Signalweges. Sowohl ein Igslicher Tgfbr2-Rezeptor (Rowland-Goldsmith et al. 2002)
als auch der Tgfbr1/2-Inhibitor LY2109761 (Melisi et al. 2008) zeigten eine
metastasierungshemmenden Effekt in Xenograft-Studien. Der Idee, dass ein
therapeutisches Fenster existiert, in dem eine Inhibition des Tgfb-Signalwegs einen
positiven Effekt hat, widersprechen die Daten von Hezel et al.. In einem endogenen
PDAC-Mausmodel (Ptf1-Cre;LSL-Kras®'?P;p53%+) hatte die Blockade des Tgfb-
Signalweges (mittels spezifischer Antikérper gegen IntegrinB6 und Tgfb1-3) keinen
positiven, sondern sogar einen nachteiligen, die Tumorprogression beschleunigenden
Effekt, und zwar sowohl im friihen (PanIN-), als auch im spaten (PDAC-) Stadium
(Hezel et al. 2012). Trotz dieser sehr kritischen Sicht einer therapeutischen Inhibition
des Tgfb-Signalwegs schaffte es der Tgfbri-Inhibitor Galunisertib, nach
vielversprechenden praklinischen Daten, bis in zahlreiche klinische Studien, unter
anderem auch flr das Pankreaskarzinom (Akinleye et al. 2015; Herbertz et al. 2015).
Galunisertib, in Kombination mit Gemcitabin, fihrte in der kirzlich verdffentlichten
zweigeteilten (Phase 1b plus Phase 2) Studie tatsachlich zu einer Verbesserung des
Uberlebens im Vergleich zu einer Monotherapie mit Gemcitabin bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem Pankreaskarzinom (Melisi et al. 2018).
Insgesamt schafft die im Rahmen dieser Arbeit generierte LSL-Tgfb1-Maus die
Maoglichkeit einer genaueren Analyse und damit besseren Verstandnisses der Rolle
des Tgfb-Signalwegs im (unter anderem) Pankreaskarzinom.
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6 Zusammenfassung

Das duktale Pankreaskarzinom stellt weiterhin eine der Krebserkrankungen mit der
schlechtesten Prognose dar. Dies ist vor allem bedingt durch die spate, erst im
fortgeschrittenen,  haufig  bereits  metastasierten  Stadium  stattfindende
Diagnosestellung. Zur Vertiefung des Verstandnisses des Metastasierungsprozesses
sowie zur Evaluation mdglicher therapeutischer Angriffspunkte beim metastasierten
duktalen Pankreaskarzinom wurden in dieser Arbeit verschiedene Kandidatengene
der Metastasierung funktionell validiert. Dazu erfolgte die shRNA-vermittelte
Herunterregulation ausgewahlter Kandidatengene und die anschlieBende funktionelle
Validierung der einzelnen Metastasierungsschritte mittels verschiedener zellbasierter
Assays in vitro. Zudem erfolgte die Evaluierung des Gesamtprozesses der
Metastasierung mittels eines orthotopen Implantationsmodells in vivo. Die
Herunterregulation von Gata5 flhrte zu einer Verringerung der Migrationsfahigkeit
sowie der Fahigkeit zu verankerungs- und substratunabh&ngigem Wachstum. Die
Herunterregulation von Osmr und Tgfbr3 hatten tendenziell einen gegenteiligen, also
protumorigenen bzw. pro-metastatischen Effekt. Zusammenfassend scheinen anhand
dieser Daten sowohl Gata5, als auch Osmr und Tgfbr mdgliche therapeutische
Angriffspunkte  beim  metastasiertem Pankreaskarzinom, im Sinne einer
therapeutischen  Suppression/Inhibition  bei  Gata5 bzw. therapeutischen
Uberexpression von Osmr und Tgfbr3, zu bieten. Kritisch zu sehen sind allerdings die
teils widersprichlichen Ergebnisse, sowohl innerhalb dieser Arbeit als auch in der
Literatur. Zudem wurden fir Osmr und Tgfbr3 im Rahmen dieser Arbeit nur
gegenteilige Effekte gezeigt. Ob also eine Uberexpression oder Zufuhr von exogenem
Osmr und Tgfbr3 einen positiven, namlich anti-metastatischen Effekt hat, wurde direkt
noch nicht gezeigt.

Um in Zukunft die Rolle des Tgfb-Signalwegs in der Karzinogenese des duktalen
Pankreaskarzinoms zu evaluieren, wurde, als ein zweiter Teil dieser Arbeit, die
sogenannte LSL-Tgfb1-Maus generiert. In dem fir diese Arbeit generierten
genetischen Konstrukt ist der Tgfb1-Kassette eine von zwei LoxP-Seiten flankierte
Stop-Kassette vorgeschaltet (LSL). Damit wird durch Kombination mit einer gewebe-
oder auch zeitspezifisch exprimierten Cre-Rekombinase eine gewebe- oder
zeitspezifische Uberexpression von Tgfb1 erreicht. Durch homologe Rekombination
wurde das genetische Konstrukt in den murinen Rosa26-Locus integriert, die
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Transfektion der murinen embryonalen Stammzellen erfolgte mittels Elektroporation.
AnschlieBend wurde mittels Geneticin-Selektion Zellen mit erfolgreicher Integration
selektioniert und die komplette Integration durch verschiedene PCRs verifiziert. Die
anschlieBende Blastozysteninjektion und Generierung chimarer Mause wurde von der
Firma Polygene AG (Schweiz) durchgefuhrt. Mit den ersten Nachkommen der
Chimaren erfolgte die Etablierung einer PCR zum Nachweis des LSL-Tgfb1-Knockins.
In Zukunft soll diese neu generierte Mauslinie dazu dienen die Rolle des Tgfb-
Signalwegs in der Tumorigenese und insbesondere der Metastasierung des duktalen
Pankreaskarzinoms genauer zu untersuchen, und diesen als mdglichen

therapeutischen Angriffspunkt zu evaluieren.
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