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l. Einleitung

1. Pankreaskarzinom

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) stellt die funft haufigste krebsbedingte
Todesursache in der westlichen Welt dar. In den Vereinigten Staaten erkranken daran jahrlich
mehr as 30.000 Menschen und nahezu jeder von ihnen wird an dieser Krankheit sterben. Die
Letalitét dieser Erkrankung liegt bel Gber 95% und somit Uberleben weniger als 5% funf Jah-
re. Aktuell wird die Lebenserwartung mit weniger as sechs Monaten angegeben. Aufgrund
der hohen Insensitivitdt des Pankreaskarzinoms gegentiber Chemotherapie und Bestrahlung
bleibt in der Regel nur noch ein operativer Eingriff als letzte Option offen. Allerdings besteht
bei nur 15-20% der Patienten Uberhaupt die M 6glichkeit einer Resektion, da das Pankreaskar-
zinom zum Zeitpunkt der Diagnose bereits ein stark invasives Verhalten aufweist und Uber
das lymphattische System weiteres Gewebe metastasiert hat. Selbst von diesen wenigen re-
sektablen Patienten tberleben nur ungefahr 20% die nachsten flnf Jahre (39, 81, 82).

Aus diesem Grund ist es notwendig, nach neuen zielgerichteten Therapieansdtzen auf moleku-
larer Ebene zu suchen. Um aber Uberhaupt potentielle molekulare Zielstrukturen fir eine me-
dikamenttse Therapie zu entdecken, ist es notwendig, die molekularen Verénderungen inner-

halb des Pankreaskarzinoms zu verstehen.

1.1. Entstehung des duktalen Pankreaskarzinoms

Histologische Untersuchungen an Pankreaskarzinomen haben ergeben, dass Uber 85% der
Tumore duktalen Ursprungs sind (47, 97). Diein dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wur-
den ausschliefdlich an Pankreaskarzinom Zelllinien duktaler Herkunft vorgenommen. Aus

diesem Grund beschrankt sich diese Arbeit auf das duktal e Pankreaskarzinom.

Klinische und histopathologische Untersuchungen haben zur Etablierung eines Tumorpro-
gressionsmodells fur das duktale Pankreaskarzinom gefuhrt. Dieses beschreibt Vorléuferfor-
men des Pankreaskarzinoms, sogenannte pankresatische interepitheliale Neoplasien (PanIN-1 —
PanIN-3), die je nach Schwere der genetischen und morphologischen Schéden aufsteigend
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eingestuft werden (siehe Abbildung 1). Die frihesten Vorléuferformen, PanIN-1A und -1B
zeichnen sich durch eine Zellkorperverlangerung und erhdhte Schleimproduktion aus. Zusatz-
lich verandert sich bel PanIN-1B die flache duktale Architektur in eine papillare. Bel ungefahr
40% aler tUber 50 jahrigen kann man diese Art von Veranderung auch in nicht malignem
Pankreas antreffen. In diesen frihen Vorl&uferformen lassen sich zudem u. a. bereits K-RAS

M utationen (siehe unten) nachweisen.

I Normal— I~ PanIN-1A - PanIN-1B {— PanIN-2—| PanIN-3———MM

<+—— K-RAS

«—— pls

vvyy

<+«—— p53
<+— SMAD4/DPC4 ———»

Abbildung 1: Tumor progressionsmodell des duktalen Pankreaskar zinoms
(nach Hruban 2000)

Mit zunehmender Tumorprogression entwickeln sich aus den frihen Formen PanIN-2, die
sich durch moderate nukleédre Verdnderungen auszeichnen. Die letzte Stufe der Vorléauferfor-
men in der Tumorprogression, die PanIN-3, sind durch schwere nuklegre Abnormalitéten wie
abnorme Mitose und Abknospung von Zellen in das Lumen charakterisiert. Im Gegensatz zu
frihen PanIN Formen findet man PanIN-3 nur noch in weniger as 5% nichtbefallenem Pank-

reas, wohingegen sie in 30-50% von invasiven PDAC vorkommen (39, 41, 80).
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1.2. Genetische Veranderungen im Pankreaskarzinom

1.2.1. K-RAS

Untersuchungen an Karzinomen sowie an Vorlauferformen haben ergeben, dass in fast alen
Pankreaskarzinomen und PanIN-L&sionen — z. T. sogar in morphologisch unauffélligem
Pankreasgewebe — die GTPase K-RAS mutiert ist. Dabel handelt es sich um eine Punktmutati-
on bel der an Kodon 12 ein einzelnes Nukleotid substituiert worden ist (von GGT zu GAT
bzw. GTT, in seltenen Fallen auch CGT) (2, 3, 13, 23, 90). Dadurch wird ein Glycin durch ein
Aspartat, Valin oder Arginin ersetzt. Diese Mutation fihrt zu einem Verlust der intrinsischen
katal ytischen Eigenschaft von K-RAS, was zur Folge hat, dass K-RAS konstitutiv aktiv bleibt,
da es sein gebundenes Guanin-Triphosphat nicht mehr spalten kann. K-RAS hat pleiotrophe
Funktionen. So vermittelt es u. a. Zellproliferation, -tberleben und -migration. Da man mu-
tiertes K-RAS™ bereits in frilhen Vorlauferformen nachweisen kann, geht man davon aus,
dass K-RAS an der Initiation der Tumorentwicklung mal3geblich betelligt ist. Aufgrund von
gut funktionierenden, zellinternen Sicherheitsmechanismen, wie Onkogen induzierter Apop-
tose und Seneszenz, die einer unkontrollierten Zellproliferation entgegen wirken sollen,
kommt esin den friihen PanlN-L&sionen noch nicht zu Tumorbildungen (48, 84).

1.2.2. CDKN2A Lokus

Ein weliterer, in 95% der Fale von duktalen Pankreaskarzinom biallelisch mutierter Genlokus
ist der Cyclin-abhéngige-Kinase-Inhibitor 2A (CDKN2A) Lokus auf Chromosom 9p21. Die-
ser Genlokus enthdlt die Information fir zwei funktionelle Genprodukte, die Tumorsuppresso-
ren p16™** und p14°%. INK4A wirkt a's Cyclin-abhangige-Kinase Inhibitor auf den Kom-
plex aus Cyclin D1 und Cyclin-abhéngige-Kinase (engl. cyclin dependent kinase = CDK) 4
und 6, und verhindert so indirekt die Deaktivierung von die RB (Retinoblastoma). ARF hin-
gegen inhibiert die Aktivitdt von Mdm2, einem negativen Regulator von p53. Dies verhindert
die Markierung des Tumorsuppressors p53 fur den 26S-proteosomalen Abbau (siehe
Abbildung 2). Mutationen im CDKN2A Lokus treten erst ab den PanlN-2-Lasionen vermehrt
auf (44, 49, 80).
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Unter normalen, nicht kanzerogenen Umstanden wird INK4A fur die Entwicklung und Ge-
webehomeostasis nicht bendtigt und wird dementsprechend nicht expremiert (39). Allerdings
bewirkt aktiviertes K-RAS Uber die RAS/MEK-Kaskade und die Transkriptionsfaktoren Etsl
und Ets2 eine Initiation der Transkription von p16'™<**(82).

&
/ N

[ er

1
4

Cyclin D1

INK4 ‘m

=3
T

&

Apoptose
G1 Arrest Wachstums-
stopp

Abbildung 2: Zellzyklus- und Apoptoser egulation durch den CDKN2A L okus
(nach Schneider 2003)

1.2.3. SMAD4/DPC4

Der Tumorsuppressor SMAD4 oder DPC4 (fur engl. depleted in pancreatic carcinoma) ist in
Uber 50% der Pankreaskarzinome mutiert oder deletiert. Esist auf Chromosome 1821 |okali-
siert und stellt eine wichtige Komponente in der Signaltransduktion des Transforming Growth
Factors-b (TGF-b) dar. Nach Ligandenstimulation des Rezeptors kommt es zur Phosphorylie-
rung von SMAD2/3 Proteinen, die ihrerseits mit SMAD4 einen Heterodimer bilden. Dieser
Komplex translokalisiert in den Nukleus und 16st dort die Transkription spezieller, gewebs-
spezifischer Zielgene aus. So inhibiert die TGF-b Signalkaskade in vielen epitheliden Z€lli-
nien und Geweben die Zellproliferation, in dem sie einen G1-Arrest ausl6st. Lasionen in die-
ser Signalkaskade unterstiitzen die Karzinombildung in verschiedenen epithelialen Geweben,

darunter der Pankreas. Wahrscheinlich ist die Tumorsuppressoraktivitét von SMAD4 zum
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grofdten Teil auf die proliferationsinhibierende Wirkung von TGF-b zuriickzufthren. Aller-
dings wurde neulich eine TGF-b unabhangige Funktion von SMAD4 gezeigt.

S0 ergab eine Restaurierung der SMAD4 Expression im humanen Pankreaskarzinom in Xe-
notranspl antationsexperimenten eine verringerte Tumorbildung, ohne dabei die TGF-b Sensi-
tivitdt wieder herzustellen. Des Weiteren hat die Restauration der SMAD4 Expression eine
Repression der Angiogenese und einen Wiederaufbau der extrazelluléaren Matrix zur Folge.
Mutation im SVIAD4 Gen treten gehauft erst in der spaten PanIN-Formen in Kombination mit
aktivierten K-RAS auf (39, 80)

1.2.4. Der Tumorsuppressor p53

Der Tumorsuppressor p53 ist ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor, der das Genom
regulére Zellen vor genetischen Rearrangements und der Anhaufung von Mutationen schitzt.
Im aktiven Zustand ist p53 an der Checkpoint-Kontrolle des Zellzyklus, der Apoptoseinduk-
tion und der Seneszenz beteiligt. Extrazellularer Stress (z. B. radioaktive Strahlung) oder in-
trazellul&rer Stress (z. B. Onkogen Aktivierung) haben eine Aktivierung von p53 zur Folge (7,
22,94, 99).

p53 ist in mehr as 50% der duktalen Pankreaskarzinome mutiert. Meistens handelt es sich
dabei um eine Missense-Mutation in der DNA erkennenden Doméne des Proteins. Flir ge-
wohnlich geht mit der Mutation auch der Verlust des Wildtypallels einher. p53 Mutationen
treten gehauft erst in den spéten Vorlauferformen PanIN-3 auf und sind somit auf einen sp&

ten Zeitpunkt in der Pankreaskarzinomentwicklung beschrankt (80, 82).

Mittels des CDK Inhibitors p21<P* kann p53 auch Einfluss auf die Aktivitat des Komplexes
aus Cyclin E/CDK 2 nehmen, und somit den Phosphorylierungsstatus von pRB mit beeinflus-
sen. Auf diese Weise kann p53 indirekt einen G1-Arrest bewirken (82).



Einleitung

2. High Mobility Group Protein Al

Das High Mobility Group Protein A1 (HMGA1) gehért zur High Mobility Group (HMG)
Proteinfamilie. Diese besteht aus den Proteinsubfamilien HMGA (ehemas HMGI/Y), HMGB
(ehemas HMG-1 und -2) und HMGN (ehemals HMG-14 und -17) (64). Die Subfamilie
HMGA spaltet sich ihrerseits in zwei unabhangige Mitglieder auf: HMGA1 und HMGAZ2.
Das Augenmerk dieser Doktorarbeit liegt auf den HMGA1 Proteinen, weswegen die anderen

Mitglieder der High Mobility Group Proteinfamilie hierin vernachl&ssigt werden.

Das HMGA1 Gen befindet sich im humanen Organismus an dem genetischen Locus 6p21
(30). Zudem sind aber weitere inaktive Pseudogene bekannt. Das HMGAL Gen kodiert fur die
beiden funktionellen Genprodukte HMGAla und HMGA1b. Diese beiden Proteine unter-
scheiden sich voneinander durch eine interne, elf Aminosauren grof3e Deletion im HMGA1b
Protein, die durch aternatives Splicing der HMGAL mRNA zustande kommt (43) (siehe
Abbildung 3).

HMGAla

“NHs (M)SESSSKSSQPLASKQEKDGTEKRGRGRPRK) PPSPETALVGSQKEPSEVFTPKRPRGRPKIGSKNKGAAKTRKTTTITPGRKPRGRPKK] EKEEEEGISQESSEEEQ COO”

“NH3 (M)SESSSKSSQPLASKQEKDGITEKRGRGRPRKRPPKEPSEVPTPKRPRGRPKIGSKNKGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKK] EKEEEEGISQESSEEEQ COO

[0 AT-Hook [ Bei HMGA1b deletierter Proteinbereich

Abbildung 3: Proteinsequenz von HM GAlaund HMGA1b

2.1. Regulation

Das HMGA1 Gen ist durch einen komplexen Aufbau gekennzeichnet und besteht aus acht
Exons (I-V1I1) (siehe Abbildung 4). Diese acht Exons werden in mindestens acht verschiede-
ne mRNA Formen umgeschrieben, welche durch ein kompliziertes Muster von alternativen
Transkript- und Splei3-Varianten zustande kommen. Die meisten diesser mMRNA Formen un-

terscheiden sich hauptsachlich in ihrem 5'- und 3'- untranslatierten Bereich (30, 43). Zusétz-
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lich verfugt das HMGA1 Gen uber vier funktionelle Promotor/Enhancer-Regionen, die sich
vor den Exons I-1V befinden. Diese vier Promotor/Enhancer-Regionen sind in der Lage, un-
abhangig von einander die Transkription des HMGAL Gens zu initiieren. Je nach dem, um
was fir ein stimulierendes Signal bzw. um welchen Zelltyp es sich handelt, beginnt die
Transkription an einem oder mehreren verschiedenen Startpunkten, z. B. initiiert TPA in mu-
rinen Epithelzellen die Transkription an alen vier Startpunkten, wohingegen TPA in humanen
Erythroleukamie-Zellen die Transkription ausschliefdlich am ersten Startpunkt veranlasst (64).
Die Regulation des HMGAL Gens wird von vielen verschiedenen biologischen Faktoren, um-
weltbedingten Faktoren und Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Dies beinhaltet u. a. Serum,
Epithelial Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor a (TGF-a), Platelet-derived
Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), Interferon-b1, Endotoxin, Retinol-
saure, Hypoxie, Morphine sowie die Transkriptionsfaktoren AP-1, c-Myc und das humane
Papillomavirusprotein E6 (65). Interessanterweise sind viele dieser Faktoren dafur bekannt,
mit der Tumorentwicklung und M etastasenbildung in Verbindung zu stehen.

TPA EGF TPA
(AP-1) Hs578T  JB6, P-/P+
K562
e \ M\
\ | i 1] [\ \% \//' \Y| \ii Vil

HMGA1lb
CODING CODING

N
I:I Untranslated cDNA §\ Untranslated ORF . Protein Coding Region . 33 mer, 1la/lb splicing

Abbildung 4: Struktur desHMGA1 Gens  (nach Reeves 2001)

2.2. Physiologische und biochemische Eigenschaften

HMGA1 Proteine zeichnen sich durch ein theoretisches molekulares Gewicht von 10,6 — 12
kD aus, tatsachlich befinden sie sich aber in einer SDS-Gelelektrophorese bei ungefahr 19 kD.
Zudem sind sie in 5% Perchlorsdure |6sbar, verfigen tber eine ungewohnlich hohe Konzen-

tration an basischen, sauren und prolinen Aminosauren und sind in vivo sehr stark phosphory-
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liert. Eines der Hauptkennzeichen der HMGA1 Proteine ist ihre hohe intrinsische Flexibilitét.
Diese erreichen sie durch das Fehlen einer sekunddren Proteinstruktur, solange sie nicht an
Partner-Molekile (DNA oder andere Proteine) gebunden oder sekundar modifiziert sind. In-
teragieren sie alerdings mit einem ihrer Partner, so nehmen die HMGA1 Proteine induzierte
strukturelle Formen an. Somit ermoglicht ihnen ihre intrinsische Flexibilitét die Interaktion
mit ihren vielen verschiedenen Partner-Molekilen (64). Mit den DNA bindenden Domanen,
den AT-Hooks (siehe Abbildung 3), sind die HMGA1 Proteine in der Lage, an die kleinere
Furche von AT-reichen DNA-Abschnitten zu binden (70) (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Bindung von HMGA1 an die kleinere Furche der DNA
(mit freundlicher Genehmigung von al cedo-biotech GmbH)

Jedes HMGA1 Protein verfugt Uber drel, unabhangig voneinander funktionierende AT-Hooks.
Das AT-Hook Peptidmotiv ist wahrend der Evolution von Bakterien zu htheren Organismen
stark konserviert geblieben. Es besteht aus den Aminosduren Pro-Arg-Gly-Arg-Pro, wobei die
vier letzten Aminosauren invariabel sind. Die HMGA 1 Proteine erkennen primér die Chroma-
tinstruktur und sekundér die Nukleotidsequenz ihrer Substrate, was zur Folge hat, dass sie
bevorzugt an verdrehter oder in ,, Supercoils* angeordneter DNA binden. Zudem sind sie in
der Lage, lineare DNA Abschnitte zu verbiegen, gerade zu ziehen, aufzuwinden und Schlau-
fen zu induzieren. Zusétzlich kdnnen sie in vitro ,, Supercoils® in entspannte Plasmid-DNA
einfugen und auf3erdem lokale Veranderungen im Rotationsverhaten der DNA auf der Ober-

flache des Nukleosoms bewirken (64).
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2.3. Post translationelle Modifikationen

HMGA1 Proteine werden in vivo sehr stark post trandationell modifiziert. Diese Modifikatio-
nen beinhalten Phosphorylierungen, Acetylierungen, Methylierungen und Poly-ADP-Ribo-
sylierungen (65). Durch diese nachtraglichen Verdnderungen konnen die Eigenschaften der
HMGA1 Proteine gravierend beeinflusst werden. So reduziert die Phosphorylierung von Thr*
und Thr’® durch CDK1 die Bindungsaffinitdt von HMGAla an die DNA um mehr as das
20fache (67). Des Weiteren wird HMGA1 an mehreren Stellen von CK2 (Ser'® und Ser'®)
(95, 96) und PKC (Thr®, Ser** und Ser®) (6) nach Stimulierung diverser Signalkaskaden
phosphoryliert. Ferner fiihrt die Acetylierung von Lys" durch PICAF zu einer Kaspase 3 ab-
héngigen Apoptose (26). Dieser Apoptose geht eine komplette Hyperphosphorylierung mit
einer anschlief3enden Hypophosphorylierung aller HMGAL Proteine in der Zelle voraus. De-
|etionsexperimente haben gezeigt, dass fur die HMGAL induzierte Apoptose zusétzlich der
dritte AT-Hook essentiell ist (19) (siehe Abbildung 6).

HMGAla @ ’

“NH3 (M)SESSSKSSQPLASKQEKDGTEKRGRGRPRKQPPY/sP BTALVESQKEPHEVPTPKRPRGRPKGSKNKGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKKLEKEEEEGISQESSEEEQ COO"

“NH3 (M)SESSSKSSQPLASKQEKDGTEKRGRGRPRKQPPKEPSEVPTPKRPRGRPKGSKNKGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKKLEKEEEEGISQESSEEEQ COO

[0 AT-Hook [ Bei HMGALDb deletierter Proteinbereich

® Phosphorylierung ¢ Acetylierung

Abbildung 6: Sekundare Modifikationen der HMGA1 Proteine

2.4. Interaktionspartner

In Anbetracht der Tatsache, dass HMGA1 Proteine an vielen Prozessen beteiligt sind, ist es
nicht Uberraschend, dass sie in der Lage sind, mit vielen verschiedenen Partnerproteinen zu
interagieren. Die meisten dieser Partnerproteine fungieren als Transkriptionsfaktoren oder
sind am Aufbau und Erhalt der Chromatinstruktur beteiligt.
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Die Interaktionspartner konnen spezifisch bestimmte Regionen der HMGAL1 Proteine erken-
nen. So binden z. B. der Heterodimer aus ATF-2/c-Jun sowie die Transkriptionsfaktoren NF-
Y und IRF-1 an groRRere Bereiche der HMGA1 Proteine. Im Gegensatz dazu beschrankt sich
die Interaktion anderer Proteine, wie z. B. des Serum Response Factors (SRF), des NFkB
p50/p65 Heterodimers sowie des Homodimers aus NFkB p50 auf kurze Abschnitte der
HMGAL1 Proteine (64).

Voraussetzung fir die Interaktion zwischen Partnerproteinen und HMGA1 Proteinen ist, dass
sich im Uberlappungsbereich der beiden Proteine mindestens ein AT-Hook und eine sekundar
modifizierte Aminosaure befinden. Zusétzlich sind einige der Interaktionspartner in der Lage,
zwischen den beiden Spleil3varianten von HMGAL unterscheiden und spezifisch nur an
HMGA 1a zu binden. Deren Uberlappungsbereich mit den HMGA1 Proteinen enthélt den im
HMGA1b Protein deletierten Abschnitt. Da die HMGA1b Proteine nicht Uber diesen Bereich
verfligen, konnen diese Interaktionspartner daher nur mit der HM GA1a Splei3-Variante inter-

agieren (64).

2.5. HMGAL Proteine und Chromatinstruktur

HMGAL1 Proteine sind in die Aufrechterhaltung der Chromatinstruktur involviert. So sind sie
in den G/Q- und C-Banden von murinen Metaphase-Chromosomen angereichert (24) und
kolokalisieren gemeinsam mit Histon H1 und Topoisomerase Il in den Scaffold Attachment
Regions (SARs) (77). Werden die HMGAL1 Proteine durch synthetische multi-AT-Hook
(MATH) Proteine experimentell verdrangt, fuhrt dies zu einer unvollstandigen Kondensation
der mitotischen Chromosomen. Dies hat zu der Erkenntnis geftihrt, dass HMGA1 Proteine an
den dynamischen Veradnderungen der Chromatinstruktur wahrend der verschiedenen Stadien
des Zdlzyklus beteiligt und fur den Erhalt und die Stabilisierung der Form von mitotischen
Chromosomen notwendig sind (88).

Zusétzlich zu der Bindung an ganze Chromosomen, sind HMGAL1 Proteine in der Lage, mit
ihrem AT-Hook sowohl an Nukleosomenbestandteile (69) als auch an die, auf den Nukleoso-
men verlaufende DNA zu binden. Dabei kdnnen sie loka e Rotationsveranderungen in diese,
an der Nukleosomenoberflache verlaufenden, AT-reichen DNA-Abschnitte induzieren (72).
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Als architektonische Transkriptionsfaktoren sind HMGA1 Proteine an der Regulation der
Transkription multipler Gene beteiligt. Im Gegensatz zu herkémmlichen Transkriptionsfakto-
ren nehmen sie aber nur indirekt an der Initiation der Transkription teil; durch dreidimensio-
nale Veranderungen der DNA-Struktur erleichtern sie die Anlagerung von Partner-Tran-
skriptionsfaktoren und ermdglichen somit den Transkriptionsstart (64). HMGAL Proteine
kénnen die Transkription durch Ummodellierung der Chromatinstruktur auf zwei verschiede-
ne Weisen kontrollieren. Im Fall des HUhner b-globin Gens induzieren sie Langstreckenver-
anderungen in der DNA, in dem sie mittels einer grof3en Schleife zwel, an den verschiedenen
Enden des Gens liegenden Enhancer-Elemente zueinander bringen (10). Im Gegensatz dazu
erzeugen HMGA1 Proteine im Fall des Interleukin Rezeptors 2a Gens nur eine lokale Verén-
derung der Chromatinstruktur, in dem sie das Rotationsverhalten der DNA auf der Oberfléche
eines inhibierenden Nukleosoms modifizieren und somit die Bindung des Transkriptionsfak-
tors Elf-1 an die DNA ermdglichen (68).

Zudem sind HMGA1 Proteine fur die Aneinanderlagerung verschiedener Transkriptionsfakto-
ren zu sogenannten Enhanceosomen notwendig (54). Das bestuntersuchte Beispiel hierfiir ist
das b-Interferon Gen, bei dem die HMGA1 Proteine lokale Veranderungen in der Promotor-
DNA erzeugen und somit die Anlagerung der Partner-Transkriptionsfaktoren (der c-Jun/ATF-
2 Heterodimer, IRF-3/7 und der NFkB p50/p65 Heterodimer) an die DNA erleichtern (25, 92)
(siehe Abbildung 7).

c-Jun

ATF-2

HE B8 O

DNA [ HMGA1

IRF-3/7

]

‘ p50
<+— PRDIV —»<+—PRDIll-|—><— PRDIl—»

..

p65

Abbildung 7: b-Interferon Enhanceosom
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2.6. Vorkommen und Onkogenese

HMGA1 Proteine sind an der Kontrolle des Zellwachstums, der Proliferation und der Diffe-
renzierung beteiligt (12). Daher werden sie wdhrend der Embryogenese stark expremiert und
koénnen in embryonalem Gewebe leicht nachgewiesen werden (15). Post natal hingegen fallt
die Proteinexpression in fast allen Geweben auf ein niedriges Niveau ab oder ist gar nicht
mehr nachzuweisen (12). Nur in, auch nach der Geburt weiter proliferierendem Gewebe, wie
z. B dem Thymus und den Hoden kann man weiterhin eine Expression der HMGA1 Proteine
feststellen. Allerdings lasst sich in ruhenden Zellen die Aktivierung der HMGA1 Gene und
Proteine kurze Zeit nach Zugabe von Wachstum stimulierenden Faktoren beobachten (30, 42,
60).

Eine abnormale Uberexpression der HMGA1 Proteine ist sowohl fiir Bakterien as auch fiir
hoéhere Organismen toxisch (71). Eine Anreicherung der Proteine hat eine Acetylierung von
Lys™ und damit eine Kaspase-3 abhangige Apoptose zur Folge (26). Die wenigen Zellen, die
diesem Zelltod entgehen, sind in ihren biochemischen und physiologischen Verhalten stark
verandert. So sind diese Zellen immortalisiert und neoplastisch. Zudem zeichnen sich durch
eine konstante Uberexpression der HMGA1 Proteine aus. Dabei verhdt sich der Level an
Uberexpremierten HMGA1 Proteinen direkt proportional zur Bosartigkeit der Tumore und
deren Metastasierungspotential (89). Dieses Verhdltnis hat fur viele verschiedene Krebsarten
Gultigkeit, so dass HMGAL1 als diagnostischer Marker in Erwagung gezogen wurde (33, 34).
Dies beinhatet sowohl Krebsarten wie Brust-, Darm-, Lungen-, Prostata- und Gebarmutter-
halskrebs (65) as auch das Pankreaskarzinom (1, 93). Interessanterweise geht die Uberex-
pression der Unterform HMGA 1b mit noch grof3erer Bosartigkeit und grof3erem Metastasi e-
rungspotential einher als die von HMGA 1a (66).

Microarray-Analysen von HMGA 1 iiberexpremierenden Zellen haben gezeigt, dass die Uber-

expression zu einer Verénderung in verschiedenen Gensets, die z. B. fir Apoptose, DNA-
Reparatur, Tumorinitiation, Gewebeinvasion und Migration kodieren, fuhrt (66).

12
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3. Cyclin D1

In vielen verschiedenen Arten von Tumoren kann man eine Uberexpression von Cyclin D1
nachweisen. Diese Uberexpression korreliert mit einem frilhen Krebsbeginn und dem Risiko
der Tumorprogression und Metastasis. Auch fir das Pankreaskarzinom wurde gezeigt, dass
Cyclin D1 héufig stark Uberexpremiert ist (38, 81).

Cyclin D1 ist der zelleigene Hauptsensor und Mediator fur extrazelluldre Wachstums- und
Proliferationssignale in der friihen bis mittleren G1-Phase. Nach Stimulation durch z. B. Se-
rum wird die Expression von Cyclin D1 stark angeregt. Daraus resultiert eine Bindung an
CDKs, was eine lokale Ummodellierung der Chromatinstruktur von Genen, die an der
Zéellproliferation betelligt sind, zur Folge hat (31).

a‘

&

Abbildung 8: Phosphorylierung von pRB durch Cyclin D1 und Cyclin E

Cyclin D1 fungiert a's regulatorische Untereinheit in dem Komplex aus Cyclin D1/CDKA4, 6.
Dieses Holoenzym ist zusammen mit dem Komplex aus Cyclin E/CDK2 mal3geblich an der
sequentiellen Phosphorylierung und damit einhergehenden funktionellen Inaktivierung des
Retinoblastoma Proteins (pRB) beteiligt. Das Retinoblastoma Protein (pRB) fungiert as
Hauptregulator der Zellzyklusprogression von der G1- zur S-Phase. Es bindet sowohl an
Histondeacetylasen (HDACS) a's auch an den Transkriptionsfaktor E2F und verhindert somit
dessen Aktivitéat u. a am Cyclin E Promotor. Der Komplex aus Cyclin D1/CDK4, 6 phospho-
ryliert pRB C-terminal, was zu einer Freisetzung der HDAC fuhrt. Dadurch wird die Repres-

sion des Cyclin E Promotors aufgehoben, was ein erhéhte Cyclin E Expression zur Folge hat.

13
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Im Anschluss daran vervollstandigt der Komplex aus Cyclin E/CDK?2 die Phosphorylierung
und Inaktivierung von pRB, woraufhin E2F freigesetzt wird und die Zelle in die S-Phase U-
bergeht (17, 31) (siehe Abbildung 8).

3.1. Regulation von Cyclin D1

Die Konzentration eines Proteins innerhalb der Zelle kann auf drel verschiedenen Kontroll-
ebenen reguliert werden. Zum einen kann durch eine kontrollierte Gentranskription der Be-
stand an MRNA an die Bedurfnisse der Zelle angepasst werden. Des Weiteren kann durch
eine regulierte Translation der mMRNA zum fertigen Protein die Proteinkonzentration auf ei-
nem den zelluldren Bedingungen entsprechendem Level gehalten werden. Auch die Degradie-
rung eines Proteins durch das 26S-Proteasom stellt eine weitere Moglichkeit der Regulation
des Proteingehadltsin der Zelle dar.

3.1.1. Transkriptionelle Regulation

Im Fall von Cyclin D1 sind viele verschiedene extra- wie intrazellulére Faktoren in die Initia-
tion der Transkription involviert. Dazu gehtéren Wachstumsfaktoren wie der Epithelial
Growth Factor (EGF), der Insulin like Growth Factor (IGF) | und II, Aminosauren, ly-
sophosphatische Séure sowie Hormone wie Androgen, Retinolsiure und der Peroxisome Pro-
liferator-Activated Receptor (PPAR) g Ligand. Des Welteren kénnen segregierte Faktoren
von Fettzellen, gastrointestinale Hormone wie Gastrin, Tissue Growth Factor b, das Schild-
drisenhormon verwandte Protein (PTHrP) und Endostatin die Expression der mRNA in den
jeweiligen Zellen regulieren. Zusétzlich sind viele verschiedene onkogene Signale wie ras,
src, ErbB2, b-catenin, NFkB, STATS sowie das SV40 small T-Antigene an der Transkription
beteiligt (31). Diese wirken durch distinkte DNA-Bereiche im Promotorbereich von Cyclin
D1. Zu diesen gehdren u. a. T-Zell Faktor-, E2F-, NFKB (40) und ATF/CRE (79) Erken-
nungsstellen. Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die Genprodukte von
CDK2NA p16™¢*® ynd p14*"F zusitzlich zu ihren, in Kapitel 1.2.2. beschriebenen Funk-
tionen, an den Cyclin D1 Promotor binden kénnen und dadurch dessen Aktivitét inhibieren
(18).
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3.1.2. Translationelle Regulation

Die Trandation der Cyclin D1 mRNA erfolgt, wie bei den meisten eukaryotischen mRNASs in
einer Cap-Struktur abhangigen Weise (37, 74). Die Cap-Struktur m’GpppN (wobei N ein be-
liebiges Nukleotid darstellt) befindet sich am 5 Ende aller zelluldrer eukaryotischer mMRNAS
(abgesehen von denen in Organellen) und wird von dem eukaryotischen Initiations-Faktor 4E
(elF4E) gebunden. el FAE ist Bestandteil des heterotrimeren el FAF Komplexes. Dieser besteht
des Weiteren noch aus den beiden Proteinen el FAG, welches a's Rickgrat und Andockstation
fur die anderen Proteine des Komplexes und die 40S ribosomale Untereinheit fungiert, und
elF4A, einer ATP-abhangige RNA-Helikase, die fur die Entwindung der zu translatierenden
MRNA zustandig ist (siehe Abbildung 9). Die Bildung des el FAF-Komplexes wird durch die
Verfligbarkeit von el F4E limitiert (51, 73).

<elE3>
elF4G
‘ elF4F-Komplex
C ¢ @RFE .

Abbildung 9: Trandationsinitiation durch den el F4F-K omplex

Die Interaktion zwischen elFAG und el F4E erfolgt Uber eine ungefahr 15 Aminosauren lange
Peptidsequenz. Diese Peptidsequenz teilen sich sowohl elFAG- as auch die elF4E-Inhibi-
torproteine (4E-BP1-3 bzw. PHAS-I fir phosphorylated heat and acid soluble protein stimula-
ted by insulin). Dies resultiert in einer Konkurrenz zwischen elF4G und den 4E-BPs um die
elFAE Bindestelle. Die 4E-BP/el FAE Bindung inhibiert die Cap-Struktur abhangige Trand ati-
on, da der elF4F-Komplex nicht mehr ausgebildet werden kann (73). Diese Bindung wird
durch eine PIBK/AKT/mTOR (siehe Abbildung 10) abhdngige Phosphorylierung reguliert:
hypophosphoryliert sind die 4E-BPs fest an elF4E gebunden, wohingegen eine Hyperphos-
phorylierung durch mTOR die Bindungsaffinitét der 4E-BPs stark reduziert. Somit wird die
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Translation von Cyclin D1 Uber die PI3K/AKT/mTOR Signakaskade durch Phosphorylie-
rung von 4E-BP reguliert (5, 37, 52, 76, 78).

Translation

u.a.von ccndl €4— -

Abbildung 10: Translationskontrolle durch den PI3K/AKT/mTOR Signalweg

3.1.3. Regulation durch Degradierung

Die Degradierung von Cyclin D1 erfolgt ebenfalls Uber die PI3BK/AKT-Signalkette (siehe
Abbildung 10). Der Cyclin D1 Abbau wird mittels der Phosphorylierung von Threonin®®
durch die Glykogen Synthase Kinase 3b (GSK3b) initiiert (21). Dies hat einen CRM 1 vermit-
telten nukledren Export von Cyclin D1 zur Folge (8). Im Zytoplasma wird das phosphorylierte
Cyclin D1 von dem E1-E2-Skp1/Cullin/F-Box-Komplex erkannt und mit Ubiquitin verknipft
(50, 57, 58). Die Ubiquitinierung hat eine rasche Degradierung des Proteins in den 26S-
Proteasomen zur Folge (63). Obwohl der grofite Teil des zelleigenen Cyclin D1 Abbaus tber
den Ubiquitin abhangigen 26S-Proteasomen-Abbau erfolgt, gibt es auch eine Ubiquitin unab-
héngige Cyclin D1 Degradierung durch das 26S-Proteasom. In diesem Fall wird der nukleo-
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zytoplasmatische Transport und die Markierung fur das 26S-Proteasom von dem Ornithinde-

carboxylase regulierenden Protein ODC-Antizyme (OAZ1) vermittelt (59).
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4. Insulinrezeptor

Die Aktivitéat der PI3BK/AKT-Signalkette wird von verschiedenen membrangebundenen Re-
zeptoren reguliert. Darunter befinden sich diverse Rezeptortyrosinkinasen und G-Protein ge-
koppelte Rezeptoren (5, 61). Ein wichtiger Vertreter der Rezeptortyrosinkinasen fur die Akti-
vierung der PISK/AKT-Signalkaskade ist der Insulinrezeptor (INSR). Der Insulinrezeptor
wird in zwei Isoformen, IRa und IRb unterteilt. Zusétzlich zu den beiden Isoformen gibt es
noch den mit dem INSR sehr ahnlichen Insulin like Growth Factor 1 (IGF1) Rezeptor sowie
Hybride aus den beiden Insulinrezeptorisoformen und dem IGFIR (IRa:IGF1R;
IRb::IGF1R). Die beiden Insulinrezeptorisoformen unterscheiden sich durch eine gewebeab-
héngige Expression des 11. Exons der INSR mRNA. Wéahrend IRa Uber die von Exon 11 ko-
dierten 12 carboxiterminalen Aminosduren der a-Untereinheit verfugt, fehlen diese bei IRD.
Die Insulinrezeptorisoformen und der IGF1R sind tetramere Proteine, welche aus jeweils zwel
identischen extrazelluldren a-Ketten und zwel transmembranen b-Untereinheiten aufgebaut
(siehe Abbildung 11) sind (98).

Abbildung 11: Modell des I nsulinrezeptors

Die Expression von |Ra beschrankt sich auf fetales Gewebe, das adulte Zentral nervensystem
und hamatopoetische Zellen, wohingegen IRb in klassischen insulinsensitiven Geweben wie
der adulten Leber, den Muskeln und dem Fettgewebe pradominiert. Im Gegensatz zu IRa ist
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IRb hochaffin gegentiber Insulin, daftir kann IRa aufgrund der Expression des 11. Exons so-
wohl Insulin als auch IGF1 binden (98).

Nach Liganden-Stimulation des Rezeptors wird die b-Untereinheit an der juxtamembranen
(Tyr®®), der Kinase- (Tyr'**, Tyr™ und Tyr'™) und der carboxyterminalen Doméne
(Tyr*®*® und Tyr'*?) autophosphoryliert (36). Dies hat eine Rekrutierung und Tyrosinphos-
phorylierung von Insulinrezeptorsubstrat (IRS1-4) sowie anderer Scaffold-Proteine wie z. B.
SHC, CBL, APS, SH2B, GAB1, GAB2, DOCK1 und DOCK2 zur Folge, wobei IRS1 und
IRS2 die beiden wichtigsten Vertreter in der Weiterleitung des Insulinsignals sind (98). Die
p85-Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) bindet anschlief3end Gber ihre
SH2 (Roussarcoma Oncogene Homology 2) Doméne an das phosphorylierte Tyrosin des
YxxM-Motivs von IRS, woraufhin die katalytische p110-Untereinheit der PI3K freigesetzt
und die PIBK/AKT-Signalkaskade in Gang gesetzt wird (5).

Das INSR Gen wird zu den ,,Housekeeping“ Genen gezahlt. Es ist fur das Zellwachstum es-
sentiell und wird daher in allen Zellen auf einem gewissen basalen Niveau expremiert. Den-
noch ist in verschiedenen Geweben eine unterschiedlich hohe Expression des INSR Gens zu
beobachten. So wird es z. B. in der Leber, in Muskelzellen, im Gehirn und in Fettgewebe
stark expremiert, was daraufhin weifdt, dass es eine gewebespezifische Aktivierung des INSR

Gen-Promotors geben konnte (56).

Die Promotorregion des INSR Gens erstreckt sich Uber 1800 bp vom Startcodon ATG in 5
Richtung und verfigt tber einen hohen GC-Antell. Sie enthdlt mehrere GGGCGG-Wieder-
holungen, die wahrscheinlich a's Bindestellen fur den ubiquitér expremierten Transkriptions-
faktor Spl fungieren (29). Vermutlich wird das oben erwéhnte basale Expressionsniveau des
INSR Gens durch Spl vermittelt (56). Der Promotor besitzt weder eine TATA-Box noch eine
andere Konsensusinitiatorsequenz. Dafur verfligt er Uber mehrere Transkriptionsinitiati-
onsstellen innerhalb der ersten 300 bp langen, stark GC-haltigen Region (29).

Gewebespezifische Initiation des INSR Gen-Promotors kann durch verschiedene Nahrstoffe
und Hormone vermittelt werden. So sind die Glukosekonzentration, Insulin selbst, Glucokor-
tikoide, Mineralkortikoide u. a. an der Regulation der INSR Gen-Expression beteiligt (14, 56).
In letzter Zeit haben verschiedene Studien gezeigt, dass auch HMGA1 an der transkriptionel-
len Regulation des INSR Gens betelligt ist (11). So bildet HMGA1 gemeinsam mit Spl und
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dem CCAAT-Enhancer bindenden Protein b (C/EBPb) in transformierten Leberzellen einen
Nukleoproteinkomplex, der fir die erhdhte Expression des IR in den Zellen mitverantwortlich
ist. Dieser Nukleoproteinkomplex bindet spezifisch an zwei abgegrenzte Promotorregionen,
C2 und E3 (siehe Abbildung 12) (29). Auch fur Brustkrebszellen wurde eine Transkriptions-
aktivierung durch HMGA1 nachgewiesen. In diesem Fall bildet es alerdings einen Komplex
mit Spl und dem Activator Protein 2 (AP2) (62).
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Abbildung 12: Modell der HM GA1 Bindestellen im INSR Promotor (nach Foti 2003)

Das INSR Gen wird in vielen Tumoren epithelialen Ursprungs Uberexpremiert. Zu diesen Tu-
moren gehtren Krebsarten wie Brust-, Darm- und Eierstockkrebs (35, 53, 55, 87). Es wird
vermutet, dass die Uberexpression eines funktionellen Insulinrezeptors in diesen Krebsarten
eine positive Auswirkung auf das Zellwachstum und die Zdlldifferenzierung hat. Auch fir das

Pankreaskarzinom wurde gezeigt, dass Insulin zur Proliferationssteigerung fuhren kann (27).
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[I. Material und Methoden

1. Zellkultur

Zur Untersuchung des HMGA1 Knock down Phanotyps wurde mit zwel unabhéngigen Pank-
reaskarzinom-Zelllinien gearbeitet. Bei den hierfir verwendeten Zelllinien handelte es sich
um MiaPaCa2 und DanG.

1.1. Kultivierung der Zellen

Zur Kultivierung wurden die Zdllinien DanG und MiaPaCa2 in RPMI (Invitrogen) bzw.
DMEM (Invitrogen) Medium, dem 10% FCS (Invitrogen) und 1% Penicilin/Streptomycin
(Invitrogen) zugesetzt wurden, bei 37°C und 5,0% CO, Konzentration in Zellkulturflaschen

(BD Bioscience) inkubiert.

1.2. Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz mit PBS (Invitrogen) gewaschen, fir 5min
in Trypsin (Invitrogen) bel 37°C und 5,0% CO, Konzentration inkubiert. Anschlief3end wur-
den die Zellen mit Medium abgewaschen und fur 5min bei RT und 1100rpm abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in Medium resuspendiert und 10% der Zellsuspension in einer neuen Zell-

kulturflasche (BD Bioscience) weitergezogen.

1.3. siRNA Transfektion der Zellen

Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion passagiert (siehe oben), in einer Konzentration
von 50.000 Zellen/6-Lochplatten-Loch bzw. 2.500 Zellen/96-L ochplatten-Loch ausgesédt und
Uber Nacht bei 37°C und 5,0% CO, Konzentration inkubiert. Zu Beginn der Transfektion
wurden die Pankreaskarzinom-Zellen mit FCS-freien Medium gewaschen und anschlief3end
mit FCS-freien Medium Uberschichtet. Die SRNA wurde in Optimem (Invitrogen) aufge-
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nommen und zu den Zellen in einer Konzentration von 200nM gegeben. Als Vehikel zum
Einschleusen der siRNA in die Zellen wurde Oligofectamine (Invitrogen) in einer finalen
Konzentration von 0,25% verwendet. Nach 4h bei 37°C und 5,0% CO, Konzentration wurde
die Transfektion durch Zugabe von Medium, dem 20% FCS (Invitrogen) und 1% Penici-
lin/Streptomycin (Invitrogen) zugesetzt wurde, abgeblockt. Zur Vermeidung von Toxizitét
wurde das Medium nach 24h Stunden gegen neues ausgetauscht. Die Zellen wurden nach der
Transfektion fur 72h bel 37°C und 5,0% CO, Konzentration inkubiert.

1.4. Inhibierung der proteosomalen Aktivitat durch MG132

Die Pankreaskarzinom-Zellen wurden wie oben beschrieben transfiziert. 60h nach der Trans-
fektion wurde der Proteasomeninhibitor MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) in einer Konzentration
von 10puM zugegeben und die Zellen fir weitere 12h bel 37°C und 5,0% CO, Konzentration

inkubiert.

1.5. Zellzahlbestimmung

Pankreaskarzinom-Zellen wurden nach dem obigen Protokoll in einer 12-Lochplatte (BD Bi-
oscience) mit einer Konzentration von 25.000 Zellen/12-Lochplatten-Loch transfiziert. Alle
24h wurden Triplicate-Proben genommen und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt.

1.6. BrdU-Farbung

Pankreaskarzinom-Zellen wurden nach obigen Protokoll in einer 96-Lochplatte (BD Bios-
cience) mit einer Konzentration von 2.500 Zellen/96-Lochplatten-Loch transfiziert. Zur Be-
stimmung der Proliferationsrate wurde der BrdU-Zellproliferation ELISA Kit (Roche) ver-
wendet. 72h nach der Transfektion wurden die Zellen fir 2h mit dem Pyrimidinanalog 5-
bromo-2’'-deoxyuridin (BrdU) bei 37°C inkubiert, was zu einer Inkorporation von BrdU in die
DNA proliferierender Zellen fuhrt. Anschlief3end wurden die Zellen geméss des Hersteller-
protokolls weiterbehandelt. Mit Hilfe eines anthos 2001-Spektrophotometers (anthos 2001,

lab.tec instruments) wurde die durch die BrdU-Inkorporation hervorgerufene Farbanderung
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des Nachweisreagenz bei einer Wellenldnge von 370 nm (Referenz-Wellenldnge 492 nm)
bestimmt.

1.7. Zellzyklus-Analysen

Pankreaskarzinom-Zellen wurden nach dem obigen Protokoll in einer 6-Lochplatte (BD Bios-
cience) transfiziert. Nach 72h wurden die Zellen abtrypsiniert, zweimal mit PBS gewaschen,
in Propidium-lodid (PI) Puffer (0,1% Natriumcitrat; 0,1% Triton X-100; 50ug/ml PI) aufge-
nommen und fir 1h bei 4°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Proben in einem Durchfluss-
Cyctometer (FACSan, BD Bioscience) entsprechend ihres Chromatingehalts sortiert. Zellen
mit eéinem Chromatingehalt von 2n (diploid) wurden der G1-Phase, Zellen mit einem Chroma-
tinanteil zwischen 2n und 4n der S-Phase und Zellen mit ~4n der G2-Phase zugerechnet. Die
Summe aller Zellen wurde auf 100% gesetzt und so der prozentuale Anteil der verschiedenen
Fraktionen bestimmt.

2. Extraktion und Reinigung von Proteinen

2.1. Proteinextraktion aus Zelllinien im Ganzzellaufschluss

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen im Western Blot wurden Ganzzellextrakte
aus humanen Pankreaskarzinom-Zelllinien gewonnen. Die kultivierten PDAC-Zd llinien wur-
den nach Entfernung des Mediums zunachst mit PBS gewaschen. Anschlief3end erfolgte die
Lyse der Zellen durch Zugabe von IP-Puffer (50mM HEPES, pH 7,9, 150mM NaCl, 1mM
EDTA, pH 8,0, 0,5% NP-40, 10% Glyzerin, 1% Phosphataseinhibitor, 1% Proteaseinhibitor)
und darauffolgender Homogenisierung. Nach 15 minttiger Inkubation auf Eis wurden die
Proben fiir 15min bei 4°C und 14.000rpm zentrifugiert, der Uberstand tibernommen und nach
Schockgefrieren in flissigen Stickstoff bei —80°C aufbewahrt.
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2.2. Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der Ganzzellextrakte wurde nach der Bradfordmethode (Bradford,
1976) mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standard gemessen. Durch Bindung der Proteine an
Coomassie® Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad laboratories) andert sich
das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465nm nach 595nm. Mit Hilfe eines anthos
2001-Spektrophotometers (anthos 2001, |ab.tec instruments) wurde diese Anderung bei einer
Wellenlange von 595nm bestimmt.

2.3. Western Blot Analyse

2.3.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine der Ganzzellextrakte wurden in Laemmli-Ladepuffer (250mM Tris/HCI, pH 6,8,
2% SDS, 10% Glyzerin, 20mM DTT, 0,01% Bromphenolblau) im Verhdtnis 1:1 aufgenom-
men und fur 5min bel 95°C denaturiert. In einem diskontinuierlichen SDS-Elektrophorese-
system nach Laemmli (1970) wurden die in gleicher Proteinkonzentration aufgetragenen
Ganzzellextrakte mittels eines Sammel gels (Sammel gel puffer: 0,13M Tris/HCI, pH 6,8, 4,5%
Acrylamid, 0,1% SDS, 0,05% APS, 0,2% TEMED) und eines Trenngels (Trenngelpuffer:
0,39M Tris/HCI, pH 8,9, X% Acrylamid, 0,1% SDS, 0,05 % APS, 0,2% TEMED ) in einer
Hoefer SE 250 Elektrophorese-Kammer (Amersham Biosciences) der Grofde nach aufge-
trennt. Abhéngig von der Grolde der nachzuweisenden Proteine wurde der Acrylamidgehalt
des Trenngels bestimmt und mit der entsprechenden Menge Acrylamid hergestellt (siehe
Tabelle 1). Die vertikale Auftrennung der Proteine geschah in einem Elektrophoresepuffer
(192mM Glyzin, 250mM TRIS, 1% SDS, pH 8,8). Die Molekulargewichte wurden anhand
eines mitaufgetragenen ProteingroRenstandard (10kDa - 250kDa) (Precision Plus Protein™
Standard, Bio-Rad laboratories) bestimmt.

2.3.2. Western Blot

In einem semi-dry Verfahren (PerfectBlue™ Semi-Dry-Electroblotter, PegLab) wurden diein
der SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine bei 150mA pro 46cm? Gelflache in
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Transferpuffer (39mM Glyzin, 48mM TRIS, 0,038% SDS, 20% Ethanol) auf eine Polyvinyl-
idendifluorid (PDVF)-Membran (Millipore Corporation) transferiert. Entsprechend der Grolie
der zu transferierenden Proteine wurde die Transferdauer bestimmt (siehe Tabelle 1). Um
freie Bindungsstellen der Membran zu blockieren, wurde die Membran nach dem Transfer
60min in Odyssey-Puffer (L1-COR Biosciences) geschwenkt. Anschlief3end wurde die Memb-
ran mit dem jeweiligen spezifischen primaren Antikorper (siehe Tabelle 1) Uber Nacht bei
4°C in Odyssey-Puffer (L1-COR Biosciences) auf einem Schwenker inkubiert. Nach dreima-
ligem Waschen der Membran mit Western Blot Waschpuffer (PBS; 0,1% NP-40) fir jeweils
10min wurde der spezifische fluorophorgekoppelte sekundéare Antikorper (siehe Tabelle 2)
mit einer Anregungswellenlange von 680nm fir 1h zugegeben. Anschlief3end wurde der se-
kundéare Antikorper durch dreifaches Waschen mit Western Blot Waschpuffer (PBS; 0,1%
NP-40) fur jeweils 10min entfernt und die Visualisierung der Immunkomplexe erfolgte. Bei
einer Emissionswellenlange von 700nm wurden die Immunkomplexe mit einem Odyssey-
Infrarot-Scanner (LI1-COR Biosciences) und entsprechenden Einstellungen in der Odyssey-
Software (Version 2.0.1, LI-COR Biosciences) sichtbar gemacht.

Zur Demonstration der gleichméidigen Proteinbeladung wurde die ubiquitér expremierte Cy-
toskelettkomponente b-Aktin auf der gleichen Membran nachgewiesen. Zu diesem Zweck
wurde die Membran fur 30min in einem ,, Stripping” Puffer (25mM; 2% SDS; pH 2,0) inku-
biert und anschlief3end fur elne weitere Stunde mit Odyssey-Puffer geblockt. Die darauffol-
gende Inkubation mit dem b-Aktin-Antikorper (siehe Tabelle 1) erfolgte Gber Nacht bei 4°C
in Odyssey-Puffer (LI-COR Biosciences). Die darauffolgende Arbeitsweise zur Visuaisie-

rung des b-Aktins wurde wie oben beschrieben durchgefihrt.

Tabelle 1: Verwendete erste Antikorper im Western Blot Verfahren

- I N Protein- | Prozentigkeit i
Antikor per ezifitdt | Verdinnun Transferzeit
P > 9] groge | spsGe

Monoklonaler Ratten-Anti- humanes 1:250 36kDa | 15% 20min
Cyclin D1 Antikorper (Cabio- | CyclinD1
chem)
Polyklonaler Hase-Anti-Cyclin | humanes 1:200 55kDa | 15% 20min
A-Antikorper (Santa Cruz Bio- | Cyclin A;
technology) AS1-432
Monoklonaler Maus-Anti-RB humanes 1:500 110kDa | 7,5% 45min
Antikorper (BD Bioscience) RB; AS

332- 344
Polyklonaler Hase-4E-BP1- humanes 1:500 19kDa | 15% 20min
Antikorper (Cell Signaling 4E-BP1
Technology)
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Protein- | Prozentigkeit

Antikér per Spezifitat | Verdiinnung groke SDS-Gel

Transfer zeit

Monoklonaler Maus-Anti- humaner 1:500 95kDa | 7,5% 45min
Insulin Rezeptor b-Antikorper | Insulin
(Cell Signaling Technology) Rezeptor

monoklonaler Maus-Anti-b- humanes 1:2000 42 kDa
Aktin-Antikorper (Sigma) b-Aktin

AS = Aminosaure; kDa = kilo Dalton

Tabelle 2: Verwendete zweite Antikor per im Western Blot Verfahren

Antikorper Spezifitét Verdiinnung
polyklonaler Alexa Fluor ® 680-Ziege-Anti-Hase-Antikorper | 1IgG  (schwere und leichte | 1:2000
(Molecular Probes) Kette)

polyklonaler Alexa Fluor © 680-Ziege-Anti-Maus-Anti- | IgG (schwere und leichte | 1:2000
korper (Molecular Probes) Kette)

AS = Aminosaure; kDa = kilo Dalton

3. DNA und RNA Analysen

3.1. Real Time PCR

Zur spezifischen Bestimmung der mRNA-Expression einzelner Zielgene wurden Real Time
PCR-Analysen durchgefuhrt.

Zu diesem Zweck wurden jeweils 5ul cDNA von transfizierten Pankreaskarzinom-Zellen mit-
tels Rea Time PCR (50°C 2min, 95°C 10min, 1 PCR-Zyklus; 60°C 1min, 95°C 15sec, 40
PCR-Zyklen; Probenvolumen 25pl) in einem Real Time PCR-Gerédt (ABI PRISM 7700 detec-
tion system, PE Applied Biosystems) amplifiziert. Die Menge der amplifizierten DNA-
Fragmente wurde mit Hilfe des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs SYBR®Green (Power
SYBR®Green PCR Master Mix, Applied Biosystems) von dem Real Time PCR-Geréat quanti-
fiziert. In einem weiteren Experiment wurde die mRNA-Expression des Housekeeping-Gens
Cyclophilin (ppia) bestimmt und die vorher gemessenen Werte darauf normalisiert.
Introntiberspannende, Zielgen-spezifische Primerpaare (siehe Tabelle 3) wurden mit der
Software Primer Express™ (PE Applied Biosystems) ausgewahlt und von der Firma MWG
Biotech AG, Ebersberg, synthetisiert.
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Zur Bestimmung der quantitativen Expression der mRNA wurden spezifische Plasmidver-
diinnungsreihen (5x10°, 1x10°, 2x10%, 4x10°% 8x10?, und 1,6x10* Molekiile) der Zielgene her-
gestellt und in jeder Real Time PCR mitgefihrt (siehe Tabelle 4).

Tabdle 3: Verwendete Real Time PCR Primer

Primer name Sequenz

Hmgal fwd 5" - CAGCGAAGTGCCAACACCTAAG 37
Hmgal rev 5 - CCTTGGTTTCCTTCCTGGAGTT- 3°
Cyclophilin (ppia) fwd 5" - ATGGTCAACCCCACCGIGT- 37
Cyclophilin (ppia) rev 5 - TCTGCTGTCTTTGGGACCTTGTC 37
Cyclin D1 (ccndl) fwd 5" - GCCGAGAAGCTGTGCATCTAC- 37
Cyclin D1 (ccndl) rev 5" - GTTCAATGAAATCGTGCGGG 37
Insulinrezeptor (insr) fwd 5" - ACCTGCACCACAAATGCAAGA- 37
Insulinrezeptor (insr) rev 5" - AGACGTCACCGAGTCGATGGT- 3°

Tabdle 4: Verwendete Vektoren

Name Verwendung Vektor Herkunft
pRT-hmgal Real Time PCR-Standardkurve pCR®I1-TOPO® Invitrogen
pRT-ppia Real Time PCR-Standardkurve pCR®11-TOPO® Invitrogen
pRT-ccndl Real Time PCR-Standardkurve pCR®!1-TOPO® Invitrogen
pRT-insr Real Time PCR-Standardkurve pCR®11-TOPO® Invitrogen

3.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.1. PCR zur Generierung von spezifischen DNA-Fragmenten

Zur Herstellung der spezifischen Real Time PCR-Plasmidverdiinnungsreihen wurden mit den
Rea Time PCR-Primern sequenzspezifischen DNA-Fragmente amplifiziert.

Dazu wurde mit den introntiberspannenden, Ziel gen-spezifischen Primerpaaren (siehe Tabelle
3) in einer Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 100-150bp lange
DNA-Fragmente synthetisiert. Die dabei verwendete Anzahl der Verdopplungszyklen variier-
te entsprechend der Amplifikationseffizienz zwischen 30 und 40 Zyklen. Die Durchfiihrung
der PCR erfolgte bei folgenden Bedingungen:
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1. Initiale Denaturierung der DNA 94°C 3min

2. Denaturierung 94°C  30sek
Anlagerung der Primer X°C 30sek ) 30-40x
Elongation durch die Polymerase  72°C  30sek

3. Terminale Elongation 72°C 7min

Als Ausgangsmenge fur eine PCR wurden 100ng cDNA eingesetzt. Mittels der Software Pri-
mer Express™ (PE Applied Biosystems) wurden die Oligonukleotidprimer (MWG Biotech
AG, Ebersberg) und deren Anlagerungstemperatur (X°C) bestimmt. Die Primer wurden in
einer finalen Konzentration von 300nM eingesetzt. Die verwendete Polymerase benttigt zur
Synthetisierung von 1000bp ungeféhr eine Minute. Dementsprechend wurde die verwendete
Elongationszeit gewdhlt. Die PCR wurde unter Verwendung des REDTag™ ReadyMix™
PCR Reaction Mix (Sigma) in einem Volumen von 30pl durchgefihrt.

Der Erfolg der Amplifizierung der DNA-Fragmente in der PCR wurde anschlief3end in einer
Agarosegel el ektrophorese Uberprift.

3.3. Klonierungstechniken

Zur weiteren Herstellung der spezifischen Real Time PCR-Plasmidverdiinnungsreihen wur-
den die PCR-Fragmente in den pCR®II TOPO-Vektor (Invitrogen) ligiert.

Die bei der PCR verwendete Tag-DNA-Polymerase (RedTag™ DNA Polymerase, Sigma)
fligt den PCR-Fragmenten am 3'-Ende einen aus einem einzelnen Adenosin bestehenden U-
berhang an. Der linearisierte und , aktivierte® pCR®Il TOPO-Vektor (Invitrogen) verfigt an
seinen 3'-Enden tber Thymidin-Uberhénge, die an Topoisomerase | reversiv gekoppelt sind.
Kommt es zu einer Aneinanderlagerung der Adenosine des PCR-Fragments mit den Topo-
isomerase gekoppelten Thymidinen des Vektors, so wird das PCR-Fragment mit Hilfe der
TOPO-TA cloning®-Methode (Invitrogen) in den Vektor ligiert.

3.3.1. Transformation von kompetenten Bakterien

Zur Anreicherung des Ligationsansatzes wurde die ligierte DNA in kompetenten Bakterien
vervidfaltigt.
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Zu diesem Zweck wurden 3ul eines 10ul Ligationsansatzes vorsichtig zu kompetenten, auf
Eis aufgetauten Bakterien (E.coli TOP10, Invitrogen) gegeben. Die Bakterien wurden fir
30min auf Eis inkubiert und anschlief3end fur exakt 30sec auf 42°C erwarmt (Hitzeschock).
Im Anschluss daran wurden die Bakterien sofort wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von
250pl SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefe Extrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM
MgCl2, 10mM MgSO4, 20mM Glukose) wurden die Bakterien fur eine Stunde bel 37°C ge-
schittelt, wahrend der sie ihre Antibiotikumresistenz ausbilden konnten. Anschlief3end wur-
den empirisch ermittelte Mengen des Transformationsansatzes auf Agarplatten mit dem ent-
sprechenden Antibiotikum ausplattiert und tGber Nacht bel 37°C im Brutschrank inkubiert.

Der Erfolg der Transformation des Ligationsansatzes in die Bakterien wurde mit Hilfe von

PCR-Analysen untersucht.

3.3.2. PCR-Analyse von Transformandenklonen

Um den Erfolg der Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien zu Uberpri-
fen, wurden die Bakterien in einer PCR auf die Plasmid-DNA untersucht.

Dazu wurden die zu untersuchenden Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt, auf
eine neue Agarplatte mit dem Selektionsantibiotikum zur spéateren Anzucht in Flissigmedium
Uberimpft und die Pipettenspitze direkt in das Reaktionsgefald mit dem PCR-Ansatz ausgestri-
chen. Durch die Verwendung von Plasmid-spezifischen Primern (siehe Tabelle 3) wurde das
Vorkommen der Plasmid-DNA in den Bakterien Uberpriift. Zum Aufschluss der Bakterien-
membran wurde die PCR mit ener initialen Denaturierung von 10min durchgefihrt. Die
PCR-Produkte wurden anschlief3end in einer Agarosegelelektrophorese auf ihre Richtigkeit
kontrolliert.

3.3.3. Agarosegelelektrophorese

Um einzelne DNA-Fragmente einer PCR nachzuweisen, wurden diese ihrer Grof3e entspre-
chend in einer Agarosegel el ektrophorese aufgetrennt.

Zu diesem Zweck wurde die DNA auf Agarosegele aufgetragen. Die Agarosegele wurden
durch Aufkochen von Agarose in IXTAE Puffer (40mM Tris-Azetat, 1mM EDTA, 0,35%
Eisessig) und Zugabe von Ethidiumbromid (0,1%) hergestellt. Die dabei verwendete Kon-
zentration der Agarose (PeqGold Universal Agarose, Peglab) variierte entsprechend der Gro-
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[3e des nachzuweisenden DNA-Fragments (0,7-3% Agarose). Die einzelnen DNA-Fragmente
wurden der Grof3e nach elektrophoretisch (80-100V, Sunrise™, Gibco BRL) aufgetrennt. Der
interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid erméglichte eine Visualisierung der DNA unter
UV-Licht (302nm).

Zur Bestimmung der Gréfe der DNA wurden DNA-Marker mit einer Grofe von 100-
10.000bp (DNA-Leiter Mix, PegLab) und 50-1.031bp (50bp DNA-Leiter, PegLab) verwen-
det.

3.3.4. Plasmidvervielfaltigung

Zur Vervidfatigung von Plasmid-DNA wurde LB-Medium (Fluka) nach Zugabe des Selekti-
onsantibiotikums mit dem plasmidtragenden Klon angeimpft und fir ungeféhr 16 Stunden bei
37°C und 200rpm im Bakterienschittler geschittelt. Flissigmedium wurde entweder mit ei-
nem von einer Agarplatte gepickten Klon oder mit einer dauerhaft angelegten Glyzerinkultur

(400ul Glycerin, 500ul Bakteriensuspension; Lagerung —80°C) angeimpft.

3.4. Isolierung von DNA und RNA

3.4.1. DNA-Isolierung

DNA wurde aus 5ml (Mini Prep) oder 150ml Bakteriensuspension (Maxi Prep) nach Anlei-
tung und Kit (QIAprep® Spin Miniprep Kit, EndoFree® Plasmid Maxi Kit) der Firma Qiagen

isoliert.

3.4.2. RNA-Isolierung

RNA wurde aus kultivierten Zelllinien mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) und nach Proto-

koll der Firma Qiagen isoliert.
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3.4.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukle nsduren wurde photometrisch im Spektral photometer (ND-1000
Spectrophotometer, NanoDrop/PegL ab) bei einer Wellenldnge von 260nm gemessen.
Die Reinheit der Nukleinsauren wurde aus dem Verhadtnis OD260/0OD280 bestimmt. Dieser

Quotient muss Uber 1,6 liegen.

3.4.4. Herstellung von cDNA

Die Konzentration der RNA von Pankreaskarzinom-Zellen wurde quantifiziert (siehe oben)
und mit RNase-freiem Wasser normaisiert. Mit Hilfe des TagMan® Reverse Transcription
Reagent (Applied Biosystems) wurde die RNA in cDNA umgeschrieben (25°C fur 10min,
50°C fur 1 Stunde, 95°C fur 5min).

3.5. Chromatin Immunoprazipitation

Pankreaskarzinom-Zellen wurden nach dem obigen Protokoll in 6-Lochplatten (BD Bioscien-
ce) kultiviert. Nach 72h wurden sie mit 37% PFA und 1,25M Glycin fixiert, mit kalten PBS
gewaschen, geerntet und fir 2min bel 4°C und 1600rpm abzentrifugiert. Anschlief3end wur-
den die Zellen in Lyse-Puffer 1 (50mM Tris pH 8,0; 2mM EDTA pH 8,0; 0,1% NP-40; 10%
Glycerol; 1% Proteaseinhibitor; 1% Phosphataseinhibitor) aufgenommen und die Zellkerne
durch mehrmaliges Aufziehen in einer G25-Kantle isoliert. Nach 2-minttiger Zentrifugation
bei 4°C und 3.000rpm wurden die Zellkerne in Lyse-Puffer 2 (50mM Tris pH 8,0; 5mM
EDTA pH 8,0; 1% SDS) aufgenommen und das Chromatin mittels eines Ultraschallgeréts
(Bandelin Sonoplus 2070) in ungefdhr 300bp bis 400bp grofle Fragmente gespalten. Die
Chromatinextrakte wurden danach fir 10min bei 4°C und 14.000rpm zentrifugiert, der Uber-
stand schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur weiteren Probenverarbeitung wurden 100ug
Chromatin in Dilutionspuffer (50mM Tris pH 8,0; 0,5mM EDTA pH 8,0; 0,5% NP-40;
200mM NaCl) aufgenommen. 20ug Chromatin wurden als Input-Proben in Elutionpuffer
(10mM TrispH 8,0; ImM EDTA pH 8,0; 1% SDS) resuspendiert und bei -20°C gelagert. Zur
Préabsorption wurden die ChlP-Proben fir 4h mit Agarose A (Kaninchen-Antikorper) bzw.
Agarose G (Maus-, Ziege-, u.a. Antikorper) bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die ChIP-Proben fir 1min bei 4°C und 800rpm abzentrifugiert und der Uber-
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stand Uber Nacht mit dem entsprechenden Antikérper (siehe Tabelle 5) bel 4°C auf einem
Rotator geféarbt. Zur Immunoprazipitation wurden die ChiP-Proben fir 4h mit Agarose A
bzw. Agarose G bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Die gefarbten ChlP-Proben wurden fir
1min bel 4°C und 800rpm abzentrifugiert und jewells dreimal mit Hochsalzpuffer (20mMm
TrispH 8,0; 2mM EDTA pH 8,0; 1% NP-40; 500mM NaCl; 0,1% SDYS), LiCl-Puffer (20mM
Tris pH 8,0; ImM EDTA pH 8,0; 0,5% NP-40; 250mM LiCl; 0,5% Na-deoxycholat) und
Niedrigsalzpuffer (10mM Tris pH 8,0; ImM EDTA pH 8,0) gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die ChiP-Proben in Elutionpuffer aufgenommen und fir 30min auf
65°C erwarmt. Anschlief3end wurden die ChlP-Proben fur 2min bel 4°C und 5000rpm ab-
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Dieser Schritt wurde
einmal wiederholt. NaCl bis zu einer Endkonzentration von 0,25M wurde zu den Input- und
ChlP-Proben gegeben und die Proben anschlieffend bei 65°C Uber Nacht inkubiert. Daraufhin
wurden die Proben fur 2h bel 45°C mit Proteinase K inkubiert. Die Proben wurden zu glei-
chen Volumina mit Phenol/Chloroform gemischt und fir 5min bei 4°C und 14rpm abzentrifu-
giert. Der Uberstand wurde zu gleichen Teilen mit Chloroform gemischt und fir 5min bei 4°C
und 14rpm abzentrifugiert. Natriumacetat wurde bis zu einer Endkonzentration von 10% zu
dem Uberstand gegeben und die DNA mit 100% EtOH und tRNA fiir 30min bei -20°C ge-
falt. Die DNA wurde fir 15min bel 4°C und 14.000rpm abzentrifugiert und mit 70% EtOH
gewaschen. Nach einstiindiger Zentrifugation bei 4°C und 14.000rpm wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet luftgetrocknet. Das Pellet wurde in TE-Puffer aufgenommen und
Uber Nacht bei 37°C gelOst.

Tabelle5: Verwendete Antikorper bei der Chromatin Immunopr &zipitation

Antikorper Spezifitat

Polyklonaler Hase-Anti-C/EBPh-Antikorper (Santa C-Terminus von C/EBPb
Cruz Biotechnol ogy)

Polyklonaler Ziege-Anti-hmgal-Antikorper (Santa N-Terminus von hmgal
Cruz Biotechnol ogy)

monoklonaler Maus-Anti-b-Aktin-Antikorper (Sigma) | humanes b-Aktin

3.5.1 ChIP-PCR

Um die im ChIP gewonnenen Promotor-Abschnitte in einer darstellungsfahigen Konzentrati-
on zu erhaten wurden die DNA-Fragmente mit Promotor-spezifischen Primerpaaren (siehe

Tabelle 6) in einer PCR amplifiziert. Die dabei verwendete Anzahl der Verdopplungszyklen

32



Material und Methoden

variierte entsprechend der Amplifikationseffizienz zwischen 30 und 40 Zyklen. Die Durch-

fuhrung der PCR erfolgte bei folgenden Bedingungen:

Initiale Denaturierung der DNA 94°C 3min

2. Denaturierung 94°C 1sek
Anlagerung der Primer 58°C 1sek > 30-40x
Elongation durch die Polymerase  72°C 1sek

3. Terminale Elongation 72°C 7min

Als Ausgangsvolumen fir eine PCR wurden 1pl (Input-Probe) -5ul (ChlP-Probe) der DNA
verwendet. Die Primer wurden in einer finalen Konzentration von 300nM eingesetzt. Die
PCR wurde unter Verwendung des REDTag™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma) in
einem Volumen von 50pul durchgefihrt.

Der Erfolg der Amplifizierung der DNA-Fragmente in der PCR wurde anschlief3end in einer
Agarosegel elektrophorese Uberprift.

Tabdlle 6: Verwendete Primer bel der ChlP-PCR

Primername Sequenz

Insulinrezeptor E3 fwd 5" - AGATCTGGCCATTGCACTCCA- 3’
Insulinrezeptor E3 rev 5" - ATACCTGCATGCCAGITCTGGG 37
Flip fwd 5" - CTCACTGTGT GAGGCCGAGTCC- 37
Flip rev 5" - GGECCACAGAGCGAGACTCTG 37
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lll. Ergebnisse

1. Knock down der HMGA1l Proteine in zwei Pankreaskarzinom-

Zelllinien

Erhéhte HM GA 1-Proteinexpression wurden in vielen verschiedenen Krebsarten beobachtet
und das duktale Pankreaskarzinom ist in dieser Hinsicht keine Ausnahme (1, 64, 93). Um he-
rauszufinden, welche Rolle die HMGAL1 Proteine im PDAC spielen, wurde mittels RNA-
Interferenz HMGA1 spezifisch herunter reguliert. Mit Hilfe dieses Werkzeugs konnte die
HMGAL1 mRNA Expression 72h nach der ssSRNA-Transfektion in zwei von elnander unab-
hangigen Pankreaskarzinom-Zelllinien stark reduziert werden. Wie mit Hilfe von Rea Time
PCR ermittelt, ergab sich fur die Zelllinie DanG eine Reduktion der mRNA Expression auf
3,3% und im Fall der MiaPaCa2-Z€lllinie eine Reduktion auf 2,8%, wéhrend untransfizierte
und kontrolltransfizierte Zellen unbeeintrachtigt blieben (siehe Abbildung 13 und Abbildung
14).
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Abbildung 13: Knock down der HMGA1 mRNA in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HM GA 1-spezifischen SIRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Die relative HMGAL mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.
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Abbildung 14: Knock down der HMGA1 mRNA in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und
nach 72h geerntet. Die relative HMGAL mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.
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2. Biologische Effekte des HMGA1 Knock downs

Um die biologischen Effekte des Knock downs der HMGA1 Proteine zu untersuchen, wurden

verschiedene biologische Versuche durchgefiihrt.

2.1. Proliferationsrate

HMGAL1 Proteine sind daftir bekannt, eine kritische Rolle bei der Zellproliferation zu spielen
(42). Um herauszufinden, ob der Knock down die Proliferationsrate von PDAC-Zélllinien
beeinflusst, wurden die Zellen mit der HMGA 1-spezifischen sSIRNA transfiziert und fur 72h
in Kultur gehalten. Mit Hilfe von BrdU Inkorpartion wurde die Proliferationsrate in den exa
minierten Zelllinien bestimmt. Im Fall der Zelllinie DanG ergab sich eine Verringerung der
Proliferationsrate auf 45,5%, wahrend es bei der Zelllinie MiaPaCa2 eine Reduktion auf
57,9% war. Untransfizierte und kontrolltransfizierte PDAC-Zellen zeigten keinerlei Redukti-
on inihrem Proliferationsverhalten (siehe Abbildung 15 und Abbildung 16).
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Abbildung 15: BrdU Inkorporation nach HMGA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SsSRNA und einer HMGA 1-spezifischen siRNA transfiziert. Die relative
BrdU Inkorporation wurde 72h nach der Transfektion ermittelt.
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Abbildung 16: BrdU Inkorporation nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll ssRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert. Die
relative BrdU Inkorporation wurde 72h nach der Transfektion ermittelt.

2.2. Zellzahl

Trapasso et a. zeigten kirzlich, dass die Zellzahl von kultivierten Pankreaskarzinom-Zellen
nach Transfektion mit einem Adenovirus, der ein HMGAL Gen in Antisense-Orientierung
tragt, rapide abnimmt (93). In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen, fiihrt der Knock
down der HMGAL1 Proteine ebenfalls zu einer Abnahme der Zellzahl. Nach siRNA-Trans-
fektion der PDAC-Zellen wurde Uber 72h lang alle 24h die Zellzahl der kultivierten Zellen
ermittelt. Fur die Zellinie DanG ergab sich dabel nach 72h eine Reduktion der Zellzahl auf
31,2%, wahrend sich die Zellzahl bei der Zelllinie MiaPaCa2 auf 36,8% verringerte. Im Ge-
gensatz dazu war die Zellzahl bel untransfizierten und kontrolltransfizierten Zellen unbeein-
trachtigt (siehe Abbildung 17 und Abbildung 18).
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Abbildung 17: Wachstumskurve nach HM GA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA 1-spezifischen SiIRNA transfiziert. Die Zellzahl

wurde 72h lang alle 24h bestimmt.
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Abbildung 18: Wachstumskurve nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SsRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert. Die

Zéllzahl wurde 72h lang alle 24h bestimmt.
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2.3. Zellzyklus

Fedele et al. haben gezeigt, dass die Uberexpression der HMGA1 Proteine eine Zellzyklus-
Deregulation in Rattenschilddriisenzellen induziert (26). Um zu Uberprifen, ob diese Beo-
bachtung auch fur den Knock down der HMGAL1 Proteine gilt, wurde der Zellzyklus von
transfizierten Zellen untersucht. Daftr wurden PDAC-Zellen mit der HMGA 1-spezifischen
SIRNA transfiziert, nach 72h geerntet und mit Propidium-lodid geféarbt. Die aktuelle Zellzyk-
lusphase wurde in Flow Cytometry Analysen (FACS) bestimmt. Dabei ergab sich fir die Zell-
linie DanG ein moderater G1-Phasen- und ein leichter G2-Phasen-Arrest, wahrend es in der
MiaPaCa2-Zelllinie zu einem deutlichen G1-Phasen-Arrest kam. Untransfizierte und kon-
trolltransfizierte Zellen zeigten im Gegensatz dazu einen normalen Zellzyklusverlauf (siehe
Abbildung 19 und Abbildung 20).

T B sub G1
= @ G1
| os
i 0G2/M
0 = T T 1

Kontroll siRNA - + -
HMGA1 siRNA - - +

N w iy (o (o))
o o o o o
J

Prozent aller Zellen

-
o

Abbildung 19: PI-Farbung nach HM GA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll ssiRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert, nach 72h
geerntet und mit Propidium-lodid geféarbt. Mit Hilfe von Flow Cytometry Analysen wurden die Zellen gemass
ihrem Chromatingehalts sortiert und somit die Zellzyklusphasen bestimmt.
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Abbildung 20: PI-Farbung nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SsRNA und einer HMGA1-spezifischen ssRNA transfiziert, nach
72h geerntet und mit Propidium-lodid gefarbt. Mit Hilfe von Flow Cytometry Analysen wurden die Zellen ge-

mass ihrem Chromatingehalts sortiert und somit die Zellzyklusphasen bestimmt.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass der Knock down der HMGA1 Proteine zu einer
reduzierten Proliferationsrate, einer signifikanten Abnahme der Zellzahl und einem G1-
Phasen-Arrest in den examinierten PDAC-Zélllinien fuhrt. Zusétzlich 1&sst sich in der Zéllli-

nie DanG noch ein leichter Anstieg in der G2-Phasen-Fraktion beobachten.
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3. Der Knock down der HMGAL Proteine beeinflusst die Zellzyklus-

Regulatoren

3.1. Cyclin D1, Cyclin A und das Retinoblastoma Protein (pRB)

Cycline sind eine der Hauptkomponenten der Zellzyklusregulation. Gemeinsam mit ihren
korrespondierenden Cyclin abhéngigen Kinasen (CDKs) kontrollieren sie die Zellzyklus ab-
hangige Phosphorylierung vieler Substrate. Die D Cycline und ihre Partner CDKs 4 und 6
sind in die Regulation der G1-Phase involviert, wahrend A Cycline und ihr katalytischer Part-
ner CDK2 den Transit in die S-Phase kontrollieren (85, 86). Um herauszufinden, wie der
Knock down der HMGA1 Proteine die molekularen Player der G1-Phase beeinflusst, wurde
die Proteinmenge von Cyclin D1 und Cyclin A bestimmt. Aus diesem Anlass wurden PDAC
Zellen mit der HMGA 1-spezifischen SIRNA transfiziert, nach 72h geerntet und ihre Proteine
in einem Ganzzellaufschluss extrahiert. Dabel stellte sich heraus, dass die Proteinmenge von
Cyclin D1 und Cyclin A in den beiden Pankreaskarzinom Zelllinien DanG und MiaPaCa2
signifikant abnimmt. Im Gegensatz dazu blieb die Proteinmenge in untransfizierten und kon-
trolltransfizierten PDAC Zellen konstant.

Die Reduzierung der Cyclin D1-Proteinexpression sollte theoretisch in einer Hypophosphory-
lierung von pRB resultieren. Um diese Verénderung im Phosphorylierungsniveau von pRB
nachzuweisen, wurden PDAC-Zellen mit der HMGA 1-spezifischen sSIRNA transfiziert, nach
72h geerntet und ihre Proteine in einem Ganzzellaufschluss extrahiert. In Ubereinstimmung
mit den vorherigen Ergebnissen zeigten Western Blot Analysen der transfizierten DanG- und
MiaPaCa2-Zellen, dass pRB in seiner hypophosphorylierten Form erhalten bleibt, wohinge-
gen untransfizierte und kontrolltransfizierte Zellen in die inaktive hyperphosphorylierte Form
shifteten (siehe Abbildung 21 und Abbildung 22).
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Abbildung 21: Zellzyklusregulatoren nach HM GA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zéellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA 1-spezifischen siRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression von Cyclin D1, Cyclin A und der Phospho-
rylierungsstatus des Retinoblastoma Proteins gezeigt. Actin wurde a's Ladekontrolle verwendet.
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Abbildung 22: Zellzyklusregulatoren nach HM GA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und
nach 72h geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression von Cyclin D1, Cyclin A und der
Phosphorylierungsstatus des Retinoblastoma Proteins gezeigt. Actin wurde al's Ladekontrolle verwendet.

Zusammengefasst zeigen diese Resultate, dass der Knock down der HMGA1 Proteine zu ei-
ner Reduktion des Proteingehalts von Cyclin D1 und A fihrt. Diese Reduktion geht mit einer

Hypophosphorylierung des pRB einher, welche dieses in seiner inhibitorischen Form belasst
und somit den Zellzyklus in der G1-Phase arretiert.
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4. HMGAL reguliert indirekt die Translation von Cyclin D1

4.1. Transkription

Nachdem HMGAL1 as architektonischer Transkriptionsfaktor dafur bekannt ist, an der Regu-
lation der Transkription vieler Gene betelligt zu sein, wurde als erstes das Level der Cyclin
D1 mRNA in den transfizierten Zellen untersucht. Aus diesem Grund wurden PDAC-Zellen
mit der HMGA 1-spezifischen SIRNA transfiziert, nach 72h geerntet und ihre mRNA isoliert.
Uberraschenderweise hat sich bei Real Time PCR Versuchen gezeigt, dass das Cyclin D1
MRNA-Level in der MiaPaCa2-Z€lllinie von dem HMGA1 Knock down nicht beeintréchtigt
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Abbildung 23: Cyclin D1 mRNA nach HMGA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA 1-spezifischen SIRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Dierelative Cyclin D1 mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.

wird. Zudem ergab sich fur die Z€elllinie DanG sogar ein leichter Anstieg in der gemessenen
MRNA-Menge im Vergleich zu untransfizierten und kontrolltransfizierten Zellen (siehe
Abbildung 23 und Abbildung 24).
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Abbildung 24: Cyclin D1 mRNA nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Z€llen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und
nach 72h geerntet. Die relative Cyclin D1 mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.

4.2. Degradierung

Um festzustellen, ob die Abnahme in der Cyclin D1-Proteinmenge durch eine erhthte Degra-
dierung hervorgerufen wird, wurde die proteasomale Aktivitat mit Hilfe des Proteasomenin-
hibitors MG132 unterbunden. Zu diesem Zweck wurden PDAC-Zellen mit der HMGA - spezi-
fischen siRNA transfiziert, nach 60h fir weitere 12h mit 10umol des Proteasomeninhibitors
MG132 inkubiert und ihre Proteine in einem Ganzzellaufschluss extrahiert. Anschlief3ende
Western Blot Anaysen zeigten fur die beiden verwendeten Zelllinien DanG und MiaPaCa2,
dass der Proteasomeninhibitor MG132 nicht in der Lage war, den in untransfizierten und kon-
trolltransfizierten Zellen beobachteten Cyclin D1-Proteingehat wieder herzustellen (siehe
Abbildung 25 und Abbildung 26).
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Abbildung 25: Cyclin D1-Degradierung nach HMGA1 Knock down in DanG-Zéellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA 1-spezifischen siIRNA transfiziert und nach 72h

geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression von Cyclin D1 mit und ohne Proteasome-
ninhibitor MG132 gezeigt. Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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Abbildung 26: Cyclin D1-Degradierung nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und

nach 72h geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression von Cyclin D1 mit und ohne
Proteasomeninhibitor MG132 gezeigt. Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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4.3. Translation

Um herauszufinden, ob die Reduktion des Cyclin D1-Proteingehalts auf einer trandlationellen
Regulation beruht, wurde der Phosphorylierungszustand von 4E-BP1 analysiert. Daflr wur-
den PDAC-Zellen mit der HMGA1-spezifischen sSIRNA transfiziert, nach 72h geerntet und
ihre Proteine in einem Ganzzellaufschluss extrahiert. Western Blot Analysen ergaben fur bei-
de Zdlllinien, dass 4E-BP1 nach dem Knock down der HMGA1 Proteine in seiner hypophos-
phorylierten Form verweilt, elFAE inhibiert und somit konsequenterweise die Tranglation von
Cyclin D1 verhindert. Dahingegen war in untransfizierten und kontrolltransfizierten Zellen
ein Shift von der hypophosphorylierten zur hyperphosphorylierten Form zu beobachten (siehe
Abbildung 27 und Abbildung 28).

Kontroll siRNA - + -

HMGA1 siRNA - - +
19kDa — — P4E-BP1
18kDa — & — 4E-BP1
42kDa —— |  wsse s | — ctin

Abbildung 27: 4E-BP1 nach HMGA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA 1-spezifischen SIRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde der Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1 bestimmt. Actin
wurde als Ladekontrolle verwendet.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass der Knock down der HMGA1 Proteine in
einer beeintréchtigten Phosphorylierung von 4E-BP1 resultiert und somit die Translation der
Cyclin D1 mRNA hemmt. Des Weiteren bleiben die Transkription des Cyclin D1 Gens und

die Degradierung des Cyclin D1 Proteins von dem Knock down unberthrt.
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Abbildung 28: 4E-BP1 nach HM GA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und

nach 72h geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde der Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1 be-
stimmt. Actin wurde a's Ladekontrolle verwendet.
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5. Die Expression des Insulinrezeptors ist in HMGA1-transfizierten

Zellen reduziert

5.1. Insulinrezeptor mRNA Expression

Um zu beurteilen, ob der Insulinrezeptor auch in Pankreaskarzinom-Zellen von den HMGA1
Proteinen kontrolliert wird, wurde die INSR mRNA Expression nach sSsSRNA-Transfektion
untersucht. Zu diesem Zweck wurden PDAC-Zellen mit der HMGA 1-spezifischen siRNA
transfiziert, nach 72h geerntet und die mRNA isoliert. Real Time PCR-Analysen ergaben fir
die Z€llinie DanG eine Reduktion in der INSR mRNA Expression auf 25,8%, wahrend das
INSR mRNA-Level bel der MiaPaCa2-Zé€lllinie auf 41,3% sank. Im Gegensatz dazu war das
INSR mRNA-Niveau bel untransfizierten und kontrolltransfizierten PDAC Zellen unbeein-
trachtigt (siehe Abbildung 29 und Abbildung 30).
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Abbildung 29: INSR mRNA nach HM GA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll S RNA und einer HMGA 1-spezifischen sIRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Dierelative INSR mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.
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Abbildung 30: INSR mRNA nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und
nach 72h geerntet. Dierelative INSR mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.

5.2. Insulinrezeptor Proteinexpression

Zusétzlich zur mRNA Expression wurde auch der INSR-Proteingehalt in den transfizierten
Zellen untersucht. Aus diesem Anlass wurden PDAC-Zellen mit der HMGA 1-spezifischen
SIRNA transfiziert, nach 72h geerntet und ihre Proteine in einem Ganzzellaufschluss extra-
hiert. Im Vergleich mit untransfizierten bzw. kontrolltransfizierten PDAC-Zellen zeigten
Western Blot Analysen eine deutliche Abnahme des INSR-Proteingehalts in den beiden exa
minierten PDAC-Zélllinien (siehe Abbildung 31 und Abbildung 32).
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Abbildung 31: INSR-Proteinexpression nach HM GA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HM GA 1-spezifischen sIRNA transfiziert und nach 72h

geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression des Insulinrezeptors gezeigt. Actin wurde
als Ladekontrolle verwendet.
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Abbildung 32: INSR-Proteinexpression nach HM GA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und

nach 72h geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression des Insulinrezeptors gezeigt.
Actin wurde al's Ladekontrolle verwendet.

5.3. Chromatin Immunopréazipitation

Um die Theorie, dass HMGAL1 Proteine die Expression des INSR Gens kontrollieren, weiter
zu untermauern wurden Chromatin Immunoprazipitations (ChlP) Experimente mit dem INSR
Promotor gemacht. Daftr wurden PDAC-Zellen mit der HM GA 1-spezifischen SsIRNA transfi-
ziert, nach 72h geerntet und ihr Chromatin fur die ChiP aufbereitet. ChlP-PCR-Anaysen mit

Primern gegen die E3-Promotorregion ergaben dabei fur die beiden transfizierten Zelllinien,
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dass die Bindung von HMGA1 an die Promotorsequenz im Vergleich mit kontrolltransfizier-
ten PDAC-Z€len signifikant reduziert war. Parallel zur Reduzierung der HMGA1 Bindung,
nahm auch die Bindung von C/EBPb an die Promotorregion des INSR Gens ab. Dies lasst
vermuten, dass HMGAL fur die Rekrutierung von C/EBPb an den INSR Promotor bendtigt
wird (siehe Abbildung 33 und Abbildung 34).

IRE3 cFlip
Kontroll siRNA + - + -
HMGA1 siRNA - + - +
Hmgal — |

CIEBPR — Wi v
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Input — | e — - -

Abbildung 33: ChlP nach HM GA1 Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SsRNA und einer HMGA 1-spezifischen SIRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Mit Hilfe von ChIP-Experimenten wurde die Bindung von HMGA1 und C/EBPb an die E3-
Promotorregion des Insulinrezeptors gezeigt. Die Actin-Antikorper-Kontrollen zeigten Antikorperspezifitét,

wahrend die cFlip-Primer-Kontrollen die Spezifitét der ChlP PCR demonstrierten. Der Input wurde a's Ladekon-
trolle verwendet.

IR E3 cFlip
Kontroll siRNA + - + -
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Abbildung 34: ChIP nach HMGA1 Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer HMGA1-spezifischen siRNA transfiziert und
nach 72h geerntet. Mit Hilfe von ChlP-Experimenten wurde die Bindung von HMGA1 und C/EBPb an die E3-
Promotorregion des Insulinrezeptors gezeigt. Die Actin-Antikorper-Kontrollen zeigten Antikorperspezifitét,

wéhrend die cFlip-Primer-Kontrollen die Spezifitét der ChlP PCR demonstrierten. Der Input wurde a's Ladekon-
trolle verwendet.
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Somit werden HMGA1 Proteine auch im Pankreaskarzinom fur eine akkurate Transkription
des INSR mRNA bendtigt. Des Weiteren waren nach Transfektion mit der HMGA1-
spezifischen SsSRNA weder HMGA 1 noch C/EBPD in der Lage an die E3-Promotorregion des
INSR Gens zu binden, was vermuten lasst, dass HMGA1 ein notwendiger Faktor fir die Rek-

rutierung von C/EBPb an den INSR Promotor sein kénnte.
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6. Der INSR Knock down zeigt den gleichen Phanotyp wie der
HMGAL1 Knock down

Um herauszufinden, ob die, durch den HMGA1 Knock down vermittelte Reduktion des
INSR-Proteingehalts fur die Abnahme der Cyclin D1-Proteinmenge verantwortlich ist, wurde
mittels RNA-Interferenz INSR spezifisch herunter reguliert.

6.1. Insulinrezeptor mMRNA Expression

Mit Hilfe dieses Werkzeugs konnte die INSR mRNA Expression 72h nach der sSiIRNA-
Transfektion in zwel von einander unabhangigen Pankreaskarzinom-Zéelllinien stark reduziert
werden. Wie mit Hilfe von Real Time PCR ermittelt, ergab sich fur die Zdllinie DanG eine
Reduktion der mRNA Expression auf 9,4% und im Fall der MiaPaCa2-Zéelllinie eine Redukti-
on auf 33%, wahrend untransfizierte und kontrolltransfizierte Zellen unbeeintrachtigt blieben
(siehe Abbildung 35 und Abbildung 36).
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Abbildung 35: Knock down der INSR mRNA in DanG-Zé€llen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer INSR-spezifischen siRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Dierelative INSR mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.
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Abbildung 36: Knock down der INSR mRNA in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll ssSRNA und einer INSR-spezifischen sIRNA transfiziert und nach
72h geerntet. Die relative INSR mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.

6.2. Insulinrezeptor Proteinexpression

In einem weiteren Experiment wurde der INSR-Proteingehalt von transfizierten Zellen unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurden PDAC-Zellen mit der INSR-spezifischen sSiIRNA transfiziert,
nach 72h geerntet und ihre Proteine in einem Ganzzellaufschluss extrahiert. In Ubereinstim-
mung mit der beobachteten mMRNA-Abnahme, zeigte sich in Western Blot Analysen fur beide
untersuchten Zelllinien eine deutliche Reduktion der Proteinmenge im Vergleich zu untransfi-
zierten und kontrolltransfizierten Zellen (siehe Abbildung 37 und Abbildung 38).
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Abbildung 37: Proteinexpression nach INSR Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer INSR-spezifischen sSiRNA transfiziert und nach 72h

geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression des Insulinrezeptors, die von Cyclin D1
und der Phosphorylierungsstatus 4E-BP1 bestimmt. Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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Abbildung 38: Proteinexpression nach INSR Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll ssSRNA und einer INSR-spezifischen siRNA transfiziert und nach

72h geerntet. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurde die Expression des Insulinrezeptors, die von Cyclin

D1 und der Phosphorylierungsstatus 4E-BP1 bestimmt. Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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6.3. Proliferationsrate

Nachdem der HMGA1 Knock down zu einer Beeintrachtigung der Proliferationsrate gefihrt
hat, wurde in einem weiteren Versuch die Proliferationsrate von INSR siRNA-transfizierten
Zellen ermittelt. Aus diesem Anlass wurden PDAC-Zellen mit der INSR-spezifischen SRNA
transfiziert und nach 72h mit BrdU geféarbt. Anhand der BrdU Inkorporation konnte gezeigt
werden, dass fur die Zéelllinie DanG die Proliferationsrate auf 59,1% reduziert wurde, wah-
rend bei der MiaPaCa2-Zdlllinie die Proliferationsrate auf 52,9% sank. Untransfizierte und
kontrolltransfizierte Zellen verhielten sich hingegen normal (siehe Abbildung 39 und
Abbildung 40).
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Abbildung 39: BrdU Inkorporation nach INSR Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer INSR-spezifischen SSRNA transfiziert. Die relative
BrdU Inkorporation wurde 72h nach der Transfektion ermittelt.
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Abbildung 40: BrdU Inkorporation nach INSR Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer INSR-spezifischen siRNA transfiziert. Die relati-
ve BrdU Inkorporation wurde 72h nach der Transfektion ermittelt.

6.4. Cyclin D1 mRNA Expression

Da der Knock down der HMGA1 Proteine die mRNA-Transkription des Cyclin D1 Gens
kaum beeinflusst, wurde getestet, ob dieses Ergebnis fur den INSR Knock down ebenfalls
gilt. Aus diesem Grund wurden PDAC-Zellen mit der INSR-spezifischen sSiRNA transfiziert,
nach 72h geerntet und ihre mRNA isoliert. In der Tat zeigte sich bel Rea Time PCR-
Versuchen, dass das Expressionslevel der Cyclin D1 mRNA nahezu unbeeinflusst von dem
INSR Knock down war. Die mRNA-Transkription war in der Zelllinie DanG sogar auf
123,5% gegenlber untransfizierten PDAC-Zellen gesteigert (siehe Abbildung 41 und
Abbildung 42).

57



Ergebnisse

- N -
N A O
o o o
1 1 )

100 -

relative Cyclin D1 mRNA Expression

N H ()] (0]
o o o o o
| 1 1 1 1

Kontroll siRNA - + -
INSR siRNA - - +

Abbildung 41: Cyclin D1 mRNA nach INSR Knock down in DanG-Zellen

DanG-Zéellen wurden mit einer Kontroll SRNA und einer INSR-spezifischen siRNA transfiziert und nach 72h
geerntet. Dierelative Cyclin D1 mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.
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Abbildung 42: Cyclin D1 mRNA nach INSR Knock down in MiaPaCa2-Zellen

MiaPaCa2-Zellen wurden mit einer Kontroll ssRNA und einer INSR-spezifischen ssRNA transfiziert und nach
72h geerntet. Die relative Cyclin D1 mRNA Expression wurde mit Hilfe von Real Time PCR bestimmt.
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6.5. Cyclin D1-Proteinexpression

Im Gegensatz dazu beeinflusste der INSR Knock down deutlich die Cyclin D1-Protein-
expression. In den beiden untersuchten PDAC-Zelllinien war der Proteingehalt von Cyclin D1
72h nach der Transfektion mit der INSR-spezifischen SSRNA eindeutig reduziert. Untransfi-
zierte und kontrolltransfizierte PDAC-Zellen hingegen wiesen eine unveranderte Cyclin D1-

Proteinexpression auf (siehe Abbildung 37 und Abbildung 38).

6.6. Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1

In Kapitel 4.3. wurde gezeigt, dass 4E-BP1 in seiner hypophosphorylierten Form nach ssRNA
Transfektion gegen HMGAL1 verwellt. Konsequenterweise wurde untersucht, ob der INSR
Knock down ebenfalls Auswirkungen auf den Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1 hat. Zu
diesem Zweck wurden PDAC-Zellen mit der INSR-spezifischen sSIRNA transfiziert, nach 72h
geerntet und ihre Proteine in einem Ganzzellaufschluss extrahiert. In Ubereinstimmung mit
den im Vorfeld beobachteten Ergebnissen beim HMGA1 Knock down inhibierte der INSR
Knock down die Phosphorylierung von 4E-BP1 in den beiden verwendeten PDAC-Zd llinien.
Demnach verweilt 4E-BP1 in seiner hypophosphorylierten Form und verhindert die Cyclin
D1-Trandation. Im Gegensatz dazu war bei untransfizierten und kontrolltransfizierten Zellen
ein Shift zur hyperphosphorylierten Form von 4E-BP1 zu beobachten (siehe Abbildung 37
und Abbildung 38).

Zusammengefasst zeigen diese Beobachtungen, dass der INSR Knock down zu einer redu-
zierten Proliferationsrate, einer nahezu konstanten Cyclin D1 mRNA Expression, einer deutli-
chen Reduktion des Cyclin D1-Proteingehalts und einer Hypophosphorylierung von 4E-BP1
fahrt.
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V. Diskussion

HMGA1 Proteine sind in die transkriptionelle Regulation verschiedener, fir die Karzinogene-
se wichtiger Gene involviert. Interessanterweise agieren sie dabei nicht a's Transkriptionsfak-
toren, sondern sind in der Lage, alosterische Verénderungen in den regulierten Promotorregi-
onen zu induzieren. In diesem Zusammenhang vereinfachen sie die Aneinanderlagerung und
die Bindung korrespondierender Transkriptionsfaktoren zu eéinem Multiproteinkomplex, dem
Enhanceosome. Unter Verwendung ihrer drel unabhangig voneinander funktionierenden basi-
schen AT-Hook-Motiven, kénnen sie sowohl Protein-Protein- als Protein-DNA-Interaktionen
stabilisieren (91). Die Uberexpression der HMGA 1 Proteine wurde zu einem diagnostischen
Marker flr neoplastische Transformationen und gestei gertes metastatisches Potential (66, 83).
Abe et a. und Trapasso et a. haben gezeigt, dass HMGA 1 Proteine auch im duktalen Pankre-
askarzinom Uberexpremiert werden (1, 93). Obwohl Trapasso et a. beschrieben haben, dass
die Behandlung des duktalen Pankreaskarzinoms mit HMGA1-spezifischen antisense
Phosphorothioat Oligonukleotiden (ODN) die Proliferation reduziert, ist der exakte molekula-
re Mechanismus, Uber den HMGA1 Proteine die Proliferation von duktalen Pankreaskarzi-
nomzellen kontrollieren, unbekannt (93). In dieser Arbeit wird gezeigt, dass der SSRNA-
vermittelte Knock down der HMGAL1 Proteine zu einer, durch einen G1-Phasen-Arrest her-
vorgerufenen, signifikanten Reduktion der Zellproliferation von duktalen Pankreaskarzinom-
zellen fuhrt. Des Welteren wird demonstriert, dass HMGA1 indirekt die Transation von Cyc-

lin D1 durch Regulation der Transkription des Insulinrezeptor-Gens kontrolliert.

Der Fortschritt durch die G1-Phase des Zellzyklus wird von verschiedenen Proteinen, darun-
ter die Cycline, die Cyclin-abhéngige Kinasen (CDKSs), die CDK-Inhibitoren und die , Pocket
Proteine" vermittelt (85, 86). Fur Cyclin D1 wurde gezeigt, dass es im Pankreaskarzinom hau-
fig Uberexpremiert wird und diese Uberexpression ist mit einer schlechten Prognose assoziiert
(16, 20, 32, 38). Microarray-Anaysen von HMGA 1-Uberexpremierenden humanen Bruste-
pithelzellen haben ergeben, dass diese Uberexpression einen 3,1-fachen Anstieg des Cyclin
D1 mRNA-Levels zur Folge hat, was eine transkriptionelle Regulation des Cyclin D1 Gens
vermuten lasst (66). Obwohl es im Cyclin D1 Promotor eine HMGA1 Bindestelle gibt, die
von HMGA1 Proteinen in EM SA-Experimenten mit hoher Affinitét gebunden wird, war kei-
ne nennenswerte Erniedrigung im Cyclin D1 mRNA-Level nach dem HMGA1 Knock down
zu beobachten. Dies deutet daraufhin, dass HMGA1 in dem verwendeten Modellsystem kei-
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nen Einfluss auf die Cyclin D1-Transkription hat. Zusétzlich zur Transkriptionellen Regulati-
on, wird der Cyclin D1-Umsatz noch durch Ubiquitinierung und konsequente Degradierung
durch das 26S-Proteasom geregelt (50, 57, 58, 63). Da der Knock down der HMGA 1 Proteine
den Cyclin D1-Proteingehalt in beiden Zelllinien auch trotz Verwendung des Proteasomenin-
hibitors MG132 weiterhin reduziert, scheinen die HMGA1 Proteine nicht am proteasomalen
Cyclin D1-Umsatz beteiligt zu sein.

Die trandationellen Kontrolle der meisten eukaryotischen mRNAs erfolgt in einer Cap-
Struktur abhangigen Weise (37, 74). Die Bildung des eukaryotischen Initiationsfaktor 4F
(elF4F) Komplexes wird von der Verflugbarkeit des Cap-Struktur bindenden eukaryotischen
Initiationsfaktors 4E (elF4E) limitiert (51, 73). Die Trandation der Cyclin D1 mRNA wird
ebenfals von elF4E vermittelt (74, 75). Die Bindung von elF4E-bindenden Proteinen (4E-
BP1-3) an elF4E verhindert die Cap-Struktur abhangige Tranglation (51). Diese Bindung wird
durch eine PI3SK/AKT/mTOR-abhéangige inhibierende Phosphorylierung reguliert. Hypophos-
phorylierte 4E-BPs binden mit einer hohen Affinitét an el F4E, wahrend hyperphosphorylierte
4E-BPs ihre Bindungsaffinitdt verlieren und elF4E freisetzen (5, 37, 52, 76, 78). In dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass der SSRNA-vermittelte Knock down der HMGAL Proteine zu einer
reduzierten Phosphorylierung von 4E-BP1 fuhrt. Dadurch wird elF4E von 4E-BP1 gebunden
und inaktiviert. Dies hat zur Folge, dass die Cap-Struktur abhangige Trandation der Cyclin
D1 mRNA inhibiert wird.

In verschiedenen transformierten Zellen wurde gezeigt, dass der Insulinrezeptor eine prolife-
rative Reaktion ausl6sen kann. Zudem wurde in epithelialen Tumoren, wie z. B. dem Brust-,
Darm- und Eierstockkrebs eine Uberexpression des Insulinrezeptors beobachtet (35, 53, 55,
87). Auch fir das duktale Pankreaskarzinom wurde eine durch Insulin vermittelte gesteigerte
Proliferationsrate nachgewiesen (27). Zusétzlich wird die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) in duktalen Pankreaskarzinomzellen durch Insulin indirekt aktiviert (45). Interessan-
terweise wird das die PI3K-Aktivitét ausl6sende Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS1) im duktalen
Pankreaskarzinom Uberexpremiert und tragt zum unkontrollierten Wachstum des Pankreas-
karzinoms bel (4, 9). Wahrend kirzlich gezeigt wurde, dass die regulatorische Untereinheit
von PI3K auch im duktalen Pankreaskarzinom von IRS1 gebunden wird, ist der fur die
Phosphorylierung von IRS1 verantwortliche Rezeptor noch unbekannt (4). In dieser Arbeit
wurde fr die beiden verwendeten Zelllinien gezeigt, dass der Insulinrezeptor in die Prolifera-

tionskontrolle des Pankreaskarzinoms involviert ist. Nachdem das IRS1 in den Versuchen von
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Asano et a. nicht mit dem Insulin like Growth Factor 1 Rezeptor (IGF1R) immunoprézipitiert
werden konnte (4), besteht die Mdglichkeit, dass die PI3K-Aktivierung im duktalen Pankre-

askarzinom durch den Insulinrezeptor induziert wird.

Es ist bekannt, dass Insulin die mRNA-Tranglation Uber die Phosphorylierung von 4E-BP1
(auch PHAS-I fur phosphorylated heat and acid soluble protein stimulated by insulin) regulie-
ren kann (46). Mehrere Studien konnten eine Involvierung der HMGA1 Proteine in die

transkriptionelle Kontrolle des Insulinrezeptor-Gens nachweisen (11, 28, 29). Gemeinsam
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Abbildung 43: Modell der indirekten Cyclin D1-Regulation durch HMGAL1

mit dem CCAAT-Enhancer bindenden Protein b (C/EBPb) bzw. dem Aktivator Protein 2
(AP2) und dem ubiquitér expremierten Transkriptionsfaktor Spl bildet HMGA1 einen Nukle-
oproteinkomplex aus. Dieser bindet im Fall von C/EBPb an zwei getrennte Promotorregionen
(E3 und C2) des Insulinrezeptor-Gens in Leberzellen (29), und im Fall von AP2 an die C2-
Promotorregion in Brustkrebszellen (62). Ubereinstimmend mit diesen Resultaten wird in
dieser Arbeit gezeigt, dass der sIRNA-vermittelte Knock down der HMGA 1-Proteinsynthese
in einer deutlichen Reduktion des Insulinrezeptor MRNA-Levels al's auch des Insulinrezeptor-
Proteingehalts resultiert. Zudem konnte in dieser Arbeit mit Hilfe von Chromatin-lmmuno-
prazipitation erstmalig gezeigt werden, dass sowohl HMGA1 Proteine as auch C/EBPb an

die E3-Promotorregion des Insulinrezeptors im duktalen Pankreaskarzinom binden. Da der
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Knock down der HMGA1 Proteine die Bindung von C/EBPb an den Insulinrezeptor-Promo-
tor beeintréchtigt, ist es wahrscheinlich, dass die HMGA1 Proteine an der Rekrutierung von
C/EBPb an den Promotor des Insulinrezeptor-Gens beteiligt sind, und dadurch zur Transkrip-

tion des Insulinrezeptor-Gens beitragen.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die HMGAL Proteine den Zellzyklusfort-
schritt von der G1- in die S-Phase in duktalen Pankreaskarzinomzellen auf eine indirekte Art
und Weise unterstiitzen. Durch die Induzierung der Transkription des Insulinrezeptor-Gens
kommt es zu einer gesteigerten Aktivitdt der PI3BK/AKT/mTOR-Signalkaskade und einer
Hemmung von 4E-BP1, was seinerseits in einer Erhdhung der Cyclin D1-Proteinexpression
resultiert. Dies wiederum hat eine Inaktivierung des Retinoblastoma-Protein-abhangigen G1-
Phasen-Checkpoints und eine unkontrollierte G1-Phasen-Progression zur Folge (siehe
Abbildung 43).

In Anbetracht der Tatsache, dass sowohl die Uberexpression der HMGA1 Proteine als auch

die von Cyclin D1 ein Hauptmerkmal des duktalen Pankreaskarzinoms sind, ist die Reduzie-

rung der HMGA1 Proteine eine viel versprechende therapeutische Strategie.
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V. Zusammenfassung

HMGAL Proteine fungieren a's architektonische Transkriptionsfaktoren und sind in die Regu-
lation der Transkription, der Differenzierung und der neoplastischen Transformation invol-
viert. Wie in fast alen Krebsarten, sind HMGA1 Proteine im duktalen Pankreas-Adeno-
karzinom Uberexpremiert. Obwohl gezeigt wurde, dass HMGAL1 zur Proliferation von dukta-
len Pankreaskarzinomzellen beitrégt, sind die molekularen, von HMGAL regulierten Mecha
nismen weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass der Knock down von
HMGA1 Proteinen mit einer HM GA 1-spezifischen SSIRNA zu einer Reduktion der Proliferati-
on aufgrund eines G1-Arrests in duktalen Pankreaskarzinomzellen fihrt. Auf molekularer
Ebene wird die Trandation von Cyclin D1 nach dem HMGA1 Knock down beeintréchtigt.
Diese Arbeit belegt, dass der Inhibitor des eukaryotischen Trandationsinitiationsfaktors 4E
(elF4E) 4EB-P1 an der beobachteten Herunterregulierung von Cyclin D1 nach HMGAL1
Knock down partizipiert. Des Weliteren liegt 4EB-P1 in der Signalkaskade unterhalb vom
Insulin-Rezeptor (INSR) und HMGA 1 reguliert die Transkription des INSR Gens in duktalen
Pankreaskarzinom Zellen.
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