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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas

Das duktale Adenokarzinom ist der haufigste bdsartige Tumor des Pankreas. Es
handelt sich um einen hochmalignen epithelialen Tumor, dessen Inzidenz in den
westlichen Landern bei ca. 10 pro 100000 Einwohnern liegt. Das Karzinom rangiert
mit einem Anteil von 2 % aller Malignome an 10. Stelle in der Rangfolge der
haufigsten Krebserkrankungen, stellt jedoch bei Mannern und Frauen jeweils die
vierthaufigste tumorassoziierte Todesursache dar. Die Mortalitéatsrate des Pankreas-
karzinoms entspricht mit 10 pro 100000 Einwohner nahezu der Inzidenzrate, was
gemeinsam mit der niedrigen 5-Jahres-Gesamtuberlebensrate von unter 5 % die
schlechte Prognose der Erkrankung unterstreicht. Das Hauptmanifestationsalter liegt
jenseits des 65. Lebensjahres, sodass die steigende Lebenserwartung zu einer
Erhéhung der absoluten Haufigkeit in der westlichen Welt beitragt. Trotz neuer
Behandlungsmodalitdten und detaillierter Kenntnisse Uber die molekularen und
genetischen Vorgange der Karzinogenese haben sich die Uberlebenszeiten der
Erkrankten wahrend der letzten 20 Jahre nicht wesentlich verbessert (Jemal et al.,
2007; Schneider et al., 2005; Verslype et al., 2007; Parkin et al., 2001; Rosewicz et
al., 1997; Hezel et al., 2006).

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist unzureichend geklart. Als etablierte Risiko-
faktoren gelten Nikotinkonsum, zunehmendes Alter, hoher Body-mass-Index sowie
langjahrige chronische oder hereditare Pankreatitis (Lowenfels et al., 2002). Aktuell
wird geschatzt, dass bis zu 10 % aller Patienten eine positive Familienanamnese mit
= 2 erstgradigen Verwandten mit Pankreaskarzinom aufweisen (Verslype et al.,
2007). Darunter fallen u.a. bekannte genetische Syndrome wie die hereditare
BRCA2-Mutation, das Peutz-Jeghers-Syndrom, das Lynch-Syndrom (HNPCC), die
familiare Polyposis Coli (FAP) oder das familiare atypische multiple Muttermal- und
Melanom-Syndrom (FAMMM) (Petersen et al., 2006).

Da das Pankreas durch keine Kapsel abgegrenzt ist, infiltriert der Tumor direkt in das
Retroperitoneum und die groRen GefaRRe; dies beglnstigt eine frihzeitige
lymphogene, perineurale und hamatogene Metastasierung mit daraus folgender
Irresektabilitat (Bocker, 2004). Neben der Tendenz zur raschen lokalen Ausbreitung
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und Fernmetastasierung liegt ein weiterer Grund fur die schlechte Prognose der
Erkrankung in der héaufig spaten Erstdiagnose aufgrund fehlender Frihsymptome.
Beschwerden entstehen meist durch das fortschreitende Wachstum des Tumors mit
Kompression benachbarter Strukturen, was zu Verschlussikterus, Rucken-
schmerzen, Appetitlosigkeit, epigastrischen Beschwerden, Malabsorption mit
Gewichtsverlust oder Pankreatitis fihren kann (Li et al., 2004).

Zum Zeitpunkt der Diagnose zeigen ca. 40 % der Patienten ein lokal fort-
geschrittenes bzw. nicht mehr resektables Tumorstadium und ca. 40 % bereits
viszerale Metastasen, in erster Linie Leberfiliae und peritoneale Absiedelungen. Eine
chirurgische Resektion als kurative Therapieform stellt demnach nur fir 10-20 % aller
Patienten eine primare Behandlungsoption dar (Verslype et al., 2007). Rezidive nach
Resektion sind haufig, was zu einer niedrigen 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate nach
Operation von 10-25 % fuhrt (Pisters et al., 2005).

Die Prognose von Patienten im nicht-resektablen Tumorstadium ist unter Best-
supportive-care-Behandlung mit einem medianen Uberleben von 3-6 Monaten sehr
schlecht (Sener et al., 1999). Die Behandlung der Wahl fir diese Patienten ist die
palliative systemische Chemotherapie mit Gemcitabine, die zu einer geringgradigen
Verlangerung des medianen Uberlebens fiihrt, vor allem aber die Lebensqualitat der
Patienten verbessern kann (Verslype et al., 2007).

Gemcitabine ist das Standard-Chemotherapeutikum in der Behandlung des
fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms und zeichnet sich v.a. durch einen Benefit der
Lebensqualitat mit Verminderung der krankheitsassoziierten Symptome aus (Burris
et al.,, 1997). Die Prognose der Patienten lasst sich allerdings nur gering
beeinflussen, mit einem medianen Uberleben von 5,65 Monaten gegeniiber 4,41
Monaten unter Chemotherapie mit 5-FU sowie einer 1-Jahres-Uberlebensrate von 18
% gegenuber 2 % unter 5-FU (Burris et al., 1997). In den vergangenen Jahren
wurden zahlreiche weitere Substanzen in Studien mit Gemcitabine verglichen oder
kombiniert. Dabei war jedoch bisher keine Substanz der Monotherapie von
Gemcitabine Uberlegen (Saif, 2007).

Trotz der maligen Erfolge der letzten Jahre zeigten zwei vor kurzem durchgefiihrte
Studien mit Kombinationstherapien eine marginale Verbesserung der medianen
Uberlebenszeiten. Die zusatzliche Gabe von Capecitabine gegeniiber der

standardmafigen alleinigen Gabe von Gemcitabine resultierte bei einer Subgruppe
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von Patienten mit sehr gutem Allgemeinzustand in einem geringen, aber statistisch
signifikanten Anstieg des medianen Uberlebens (Herrmann et al., 2007).

Ein neuerer Angriffspunkt in der palliativen Therapie des Pankreaskarzinoms ist der
epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R), welcher durch den Einsatz moderner
Antikérper oder ,small molecules* gezielt blockiert werden kann. Wahrend die
zusatzliche Gabe von Cetuximab in Phase Illl-Untersuchungen die viel-
versprechenden Ergebnisse aus Voruntersuchungen nicht bestatigen konnte (Saif,
2007), zeigte eine aktuelle Studie Vorteile einer Kombination aus Gemcitabine mit
dem small molecule EGF-R-Inhibitor Erlotinib bzgl. des Uberlebens von Patienten mit
fortgeschrittener Erkrankung. Die zusatzliche Gabe von Erlotinib resultierte in einer
Verlangerung des medianen Uberlebens auf 6,24 Monate gegeniiber 5,91 Monaten
unter Gemcitabine plus Placebo sowie einer Erhéhung der 1-Jahres-Uberlebensrate
auf 24 % gegenuber 19 % (Moore et al., 2007).

Das Pankreaskarzinom ist weiterhin eine Erkrankung mit schlechter Prognose
aufgrund der ausgepragten Tendenz zur Lokal- und Fernmetastasierung. Trotz der
Fortschritte bei der chirurgischen Behandlung und unterstiitzender Therapie sowie
ermutigender Ergebnisse neuer Substanzen in der palliativen Chemotherapie sind
die Verbesserungen bzgl. der Uberlebenszeiten gering. Die Hoffnung bei der
Erforschung wirksamer Behandlungsmodalitaten ruht v.a. auf Multikinaseinhibitoren,
die mehrere tumorrelevante Signalwege inhibieren. Durch eine verbesserte
pratherapeutische Selektion sollten zudem diejenigen Erkrankten frihzeitig
identifiziert werden, welche von neuen individualisierten Therapieregimen mit
hoherer Wahrscheinlichkeit profitieren (Saif, 2007; Rocha-Lima et al., 2007).

1.2 Genetik des humanen Pankreaskarzinoms

Im Zentrum der Karzinogenese des Pankreas steht die Deregulation des Zellzyklus.
Die Ursache fiir die Entartung der Zellen liegt dabei nicht in der Fehlsteuerung eines
einzelnen Gens sondern vielmehr in der stufenweise ablaufenden, fortschreitenden
Akkumulation von genetischen Veranderungen, mit Uberexpression von
Wachstumsfaktoren, Onkogen-Aktivierung und Verlust von Tumorsuppressorgenen
(Schneider und Schmid, 2003). Die sequenzielle Akquisation von genetischen
Mutationen driickt sich aus in der schrittweisen Entwicklung von Vorlauferlasionen,

den pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN), welche in 3 Grade unterteilt
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werden und schlie3lich in ein invasives Karzinom tbergehen (Hruban et al., 2001).
Dieses Tumor-Progressions-Modell aus der Kombination von genetischen und
morphologischen Veranderungen &ahnelt der Adenom-Karzinom-Sequenz des
Kolonkarzinoms (siehe Abbildung 1; Hruban et al., 2000). Die initiale Lasion in dieser
~-multi-hit“-Hypothese der Tumorgenese ist die Mutation des Onkogens K-Ras. Zu
den haufigen darauf folgenden Veradnderungen zahlen Verluste der
Tumorsuppressoren p16'™* p53, Smad4 (DPC4) und BRCA2, welche histologisch
mit Stadien zunehmender intraepithelialer Neoplasie bis hin zum invasiven Karzinom
korrelieren (Hruban et al., 2001; Saif et al., 2007; Schneider und Schmid, 2003).

- e - = g
i — L s

b= Normal — F PaniN-1A 41— PanIN-18 —— PaniN-2 —{}————— PaniN-3 ——

S el | [0 ] F1 AR -
K-reu ]
BROA2
Abbildung 1: Progressionsmodell des Pankreaskarzinoms (Hruban et al., 2000)

1.2.1 Grundlagen der Zellzyklus-Regulation

Die Regulation des Zellzyklus ist das Ergebnis eines komplexen Zusammenspiels
vieler Proteine, welche in die Gruppen Cycline, Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) und
CDK-Inhibitoren (CKI) unterteilt werden konnen (Saif et al., 2007). Dieses Netzwerk
kontrolliert die Zellteilung am G1-,checkpoint® vor Eintritt in die S-Phase und Beginn
der DNA-Replikation. Entscheidend fiur diesen G1 / S-Ubergang ist die
Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins Rb durch aktive Komplexe aus CDKs
mit ihren entsprechenden Cyclinen als regulatorischen Einheiten. Durch die
Phosphorylierung erfolgt eine Dissoziation des Transkriptionsfaktors E2F von Rb und
damit der Ubertritt in die S-Phase (Sherr, 1996).

Wahrend in der frihen G1-Phase v.a. D-Cycline gemeinsam mit ihren katalytischen
Einheiten CDK4 und CDK®6 die Zellteilung vorantreiben, ist in der spateren G1-Phase
v.a. der Komplex aus Cyclin E mit CDK2 aktiv. Gerade die Synthese der D-Cycline
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wird direkt und indirekt durch verschiedene Mitogene induziert, zu denen u.a. auch
aktiviertes Ras, das Onkogen c-myc oder die Signalkaskade des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGF-R) zu zéhlen sind (Ghaneh et al., 2007).

Der hemmende Effekt der CKlIs auf die Progression des Zellzyklus beruht auf der
Inhibition der Komplexe aus Cyclinen und CDKs mit Blockade der Phosphorylierung
von Rb (Saif et al., 2007). Zu den wichtigsten direkten CKls z&ahlen p15, pl6, p21
und p27. Das Tumorsuppressorgen p53 vermittelt seine inhibierenden Effekte u.a.
durch Stimulation der p21-Synthese. Smad4 (DPC4) ist ein wichtiger Bestandteil in
der Signaltransduktion des Transforming growth factor beta (TGFf), welche den
Fortgang des Zellzyklus u.a. Uber Transkription von CKIs sowie durch Inhibition von
c-myc bremst. Abbildung 2 veranschaulicht die wichtigsten genetischen Alterationen

beim humanen Pankreaskarzinom mit inren Auswirkungen auf den Zellzyklus.

() EGF-R
i
\ P

: E2F :
Cyclin D Cyclin E

/ CDK4/6 | —~—|—"| CcDK2

G1 / S-Ubertritt

Abbildung 2: Zusammenspiel der wichtigsten genetischen Veranderungen

beim humanen Pankreaskarzinom am G1 / S-Ubergang
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1.2.2 Rolle der Onkogene

Als Onkogene werden Gene bezeichnet, deren Aktivierung die Karzinogenese
initiieren kann (Saif et al., 2007).

Die Mitglieder der Ras-Familie gehéren zu den GTP-bindenden Proteinen und
ubernehmen eine Vielzahl von Funktionen bzgl. Proliferation, Differenzierung und
Uberleben der Zelle (Malumbres et al., 2003). Das Pankreaskarzinom ist der humane
Tumor mit der hochsten Inzidenz an aktivierenden Mutationen von K-Ras
(Almoguera et al., 1988). Dabei handelt es sich typischerweise um Punktmutationen
in Codon 12 von K-Ras, welche mit einer Haufigkeit von 30 % bereits in PanIN-
Lasionen auftreten und in 100 % aller fortgeschrittener Tumoren nachgewiesen
werden konnen (Klimstra und Longnecker, 1994; Hezel et al., 2006). Durch die
Mutation verbleibt K-Ras in seiner GTP-bindenden, aktiven Form mit andauernder
Stimulation multipler Signalkaskaden, zu denen vorrangig der Raf/MAP-Kinase
(ERK)-, der Phosphoinositol-3-Kinase- und der Ral-GDS-Signaltransduktionsweg zu
zahlen sind (Campbell et al., 1998).

Die Familie der ErbB-Rezeptoren besteht aus 4 Mitgliedern von Wachstumsfaktor-
rezeptoren mit intrinsischer Tyrosin-Kinase-Aktivitat, die als Her-1 oder epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R) im engeren Sinne, Her-2/neu, Her-3 und Her-4
bezeichnet werden (Yarden et al., 2001). Die Interaktion mit Liganden wie EGF oder
TGFa bewirkt eine Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden wie des Ras-Raf-
MAPK (ERK)- oder des PI3K-Akt-pathways mit proliferationsférdernden und
apoptosehemmenden Effekten (Mendelsohn und Baselga, 2003). Abbildung 3
erlautert die wichtigsten ,downstream®-Kaskaden nach Stimulation des Rezeptors.
Eine Uberexpression von EGF-R in Brust-, Darm- oder Lungenkarzinomen ist bereits
bekannt und haufig mit aggressiverem Wachstum sowie schlechterer Prognose
assoziiert (Saif et al., 2007). Zudem weist auch ein signifikanter Anteil von Patienten
mit Pankreaskarzinom eine Uberexpression von EGF-R mit Aktivierung der
entsprechenden Signalkaskaden auf (Korc et al., 1992; Lemoine et al., 1992; Tzeng
et al, 2007). Ein weiterer in der Genese vieler Tumoren involvierter
Wachstumsfaktorrezeptor ist Her-2 / neu (ErbB2); eine Amplifikation findet sich in 10-
60 % aller Félle von Pankreaskarzinomen. Sie z&hlt neben der K-Ras-Mutation
offenbar auch zu den frihzeitig im Verlauf der Tumorgenese auftretenden

genetischen Veranderungen (Talar-Wojnarowska et al., 2006).

11
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SRS

” - EGF-Rezeptor

@/L@
\ /

Proliferation und Anti-Apoptose

Abbildung 3: Wichtige Signalkaskaden von EGF-R

Das Onkogen c-myc kodiert fir einen Transkriptionsfaktor, der tber viele Zielgene
direkt und indirekt an der Progression des Zellzyklus beteiligt ist (Dang, 1999). Die
Induktion der Gl-spezifischen Cycline und CDKs bei gleichzeitiger Inhibition von
CKls wie p15"™* und p21“"* fordert die Progression des G1 / S-Ubertritts im
Zellzyklus (Amati et al.,, 1998). Die Deregulation von c-myc stellt ein zentrales
Element in der malignen Transformation bei zahlreichen humanen Karzinomen dar
(Adhikary und Eilers, 2005). Auch in bis zu 70 % aller Pankreaskarzinome findet sich
eine Uberexpression von c-myc, wofiir nach derzeitigem Stand v.a. transkriptionelle

Deregulationen verantwortlich sein sollen (Li et al., 2005; Buchholz et al., 2006).

1.2.3 Wichtige Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene kodieren fur Faktoren mit protektiver Funktion gegen eine
maligne Transformation der Zelle. Ihr Verlust sowie eine gestdrte Balance zwischen
Tumorsuppressoren und Onkogenen sind wichtige Schritte in der Initiierung und
Progression der Karzinogenese (Saif et al., 2007).

p53 ist das am haufigsten mutierte Gen in malignen Tumoren des Menschen (Toledo
et al., 2006). Es ist in 50-75 % aller Falle fortgeschrittener Pankreaskarzinome in-

aktiviert oder mutiert (Talar-Wojnarowska et al., 2006). Das auf Chromosom 17 ge-

12
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legene ,Genomwaéachterprotein® kodiert flr einen nukledren Transkriptionsfaktor mit
zentraler Rolle in der Zellzyklusregulation. Die wichtigsten Funktionen bestehen in
einer Blockade des Zellzyklus am G1 / S-Checkpoint durch Stimulation der p21-
Synthese sowie in der Erhaltung der genomischen Stabilitat (Lane, 1992). Wéahrend
der Transkriptionsfaktor unter normalen Bedingungen aufgrund der raschen Degra-
dation durch die Ubiquitin Ligase Hdm2 funktionell inaktiv ist, fihren Stresssignale zu
einer Akkumulation des p53-Proteins durch Inhibierung des Hdm2-gesteuerten
Abbaus (Hayon und Haupt, 2002). Zu den bekanntesten Stressoren z&hlt die direkte
Schadigung der DNA durch z.B. Strahlenbelastung oder oxidativen Stress, was zu
einer Aktivierung des p53-Gens mit DNA-Reparatur oder aber Apoptose der Zelle
fuhrt (Sherr, 2004). Nach Erkenntnissen aus neueren Mausmodellen jedoch scheint
diese p53-Antwort bzgl. der tumorsuppressiven Funktion von geringerer Bedeutung
zu sein, da p53-defiziente Zellen auf direkte DNA-Schadigung mit anderen Formen
des Zelltodes reagieren kénnen (Christophorou et al., 2006). Entscheidend flr die
protektive Wirkung ist vielmehr die auf onkogene Stimulation frihzeitig folgende
Antwort von p53, welche durch intaktes ARF vermittelt wird und die Vermehrung von
Zellen mit Mutationen bremst bzw. deren Apoptose einleitet. Die Integritat der ARF-
Funktion konnte daher den entscheidenden Faktor fir die tumorsuppressive Funktion
von p53 darstellen (Efeyan und Serrano, 2007; Voudsen und Lane, 2007). Abbildung

4 fasst die wichtigsten Faktoren der p53-Antwort schematisch zusammen.
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Abbildung 4: Ubersicht tiber die Funktionen von p53
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Ein wichtiger Abschnitt auf Chromosom 9 beinhaltet die Gberlappenden Sequenzen
Ink4a und ARF, welche fiir die Tumorsuppressoren p16™ und p14”*F, das humane
Analogon zum murinen p19°FF, kodieren. Inkda hemmt die Progression des
Zellzyklus durch direkte Inhibierung des Cyclin D / CDK4/6- Komplexes, wodurch die
funktionell aktivierende Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins verhindert
wird. ARF ist wie bereits erwéhnt ein entscheidender Faktor fur die tumorsuppressive
Wirkung von p53, da es die Ubiquitin Ligase Aktivitat von Hdm2 blockiert und somit
das ,Genomwachterprotein“ vor der raschen Degradation durch Hdm2 bewabhrt
(Sherr, 2001). Die indirekte Regulation von Rb durch Ink4a ist ebenso wie die
indirekte Stabilisierung von p53 durch ARF in Abbildung 5 verdeutlicht dargestellt
(Schneider und Schmid, 2003). Fir die Genese des humanen Pankreaskarzinoms
scheint der Verlust der pl6"™“2-Funktion entscheidend zu sein, welcher durch
Promotor-Hypermethylierung, Deletion oder Mutation bedingt sein kann und sich bei
80-95 % aller Falle von Pankreaskarzinom findet (Rozenblum et al., 1997).

Chromosom 921 —— KGRI l——

ARF
4

e)
=

Cyclin D
CDK 4/6
Rb-Phosphorylierung p53-Degradation
Abbildung 5: Tumorsuppressive Funktion des Ink4a / ARF - Lokus

Das Tumorsuppressorgen Smad4, das auch als DPC4 (deleted in pancreatic cancer
locus 4) bezeichnet wird und auf Chromosom 18 lokalisiert ist, kodiert flr einen
Transkriptionsfaktor mit besonderer Bedeutung in der Signalkaskade des
Transforming Growth Factor Beta (TGFB) (Hahn et al., 1996). Die Stimulation des
TGF-Rezeptors durch TGFB bewirkt eine Aktivierung von weiteren Smad-Proteinen,
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welche mit Smad4 aktive Komplexe bilden und als Transkriptionsfaktoren die
inhibierende Wirkung der Kaskade auf die Progression des Zellzyklus vermitteln (ten
Dijke und Hill, 2004). Der tumorsuppressive Effekt dieser TGFB-Kaskade findet in der
G1-Phase statt durch Induktion von CKls wie z.B. p15"™* p21°P! und p27P* bei
gleichzeitiger Suppression von Onkogenen wie c-myc (Truty und Urrutia, 2007). Ein
Verlust der Smad4-Funktion durch Deletion oder Mutation ist bei ca. 50 % aller
Patienten mit Pankreaskarzinom nachweisbar und scheint den Verlauf sowie die

Prognose der Erkrankung zusatzlich zu verschlechtern (Saif et al., 2007).

1.2.4 Seltenere Veranderungen beim Pankreaskarzin om

Das auf Chromosom 13 lokalisierte Tumorsuppressorgen BRCA2 kodiert fir ein
Protein, das bei DNA-Reparatur-Prozessen und damit fur die Stabilitdt des Genoms
eine wichtige Rolle spielt (Venkitaraman, 2002). Die erbliche BRCA2-Mutation stellt
nicht nur einen pradisponierenden Faktor fur die Entstehung von familiaren Mamma-
oder Ovarialkarzinomen dar; eine Inaktivierung findet sich auch bei etwa 7-10 % aller
Falle von Pankreaskarzinomen (Schneider und Schmid, 2003).

Auch Verluste der Serin-Threonin-Kinase LKB1/STK11 erhdhen das Risiko fur die
Tumorentstehung im Pankreas. Das autosomal-dominant vererbte Peutz-Jeghers-
Syndrom zeichnet sich durch eine Mutation von LKB1/STK11 aus und ist mit einer
erhdhten Inzidenz von Pankreaskarzinomen assoziiert (Giardiello et al., 2000).

Das Onkogen AKT2 zeigt bei ca. 20 % aller Pankreaskarzinome eine Amplifikation
oder Uberexpression (Schneider und Schmid, 2003). AKT ist ein wichtiges Glied in
der PI3K-/AKT-Kaskade mit Inhibition apoptotischer Proteine sowie einer Aktivierung
proliferationsférdernder Faktoren wie mTOR oder NFkappaB (Ghaneh, 2007).

Das autosomal-dominante Lynch-Syndrom (HNPCC) zeichnet sich aus durch
Mutationen von DNA mismatch repair Genen wie hMLH1, hMSH2 oder hMSH6.
Begunstigt ist v.a. die Entstehung von Kolon-, Mamma- oder Ovarialmalignomen,

wahrend Pankreaskarzinome deutlich seltener vorkommen (Aarnio et al., 1995).

1.2.5 Humane Pankreaskarzinomzelllinie MIA PaCa-2

Die Tumorzelllinie MIA PaCa-2 wurde aus einem undifferenzierten, duktalen
Adenokarzinom eines 65-jahrigen kaukasischen Mannes isoliert (Yunis et al., 1977).
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Zu den molekularbiologisch charakterisierten genetischen Alterationen zahlt v.a. eine
Punktmutation im Codon 12 des Onkogens K-Ras (Dammann et al., 2003). An
Verdanderungen wichtiger Tumorsuppressorgene sind die Expression eines
stabilisierten, mutierten p53-Proteins, die Mutation von Rb-1 sowie die Deletion von
p16™* heschrieben (Ruggeri et al., 1992; Caldas et al., 1994).

1.3 Murine Pankreaskarzinomzelllinie TD-2

Um bessere Einsichten in die vielfaltigen molekularen und genetischen
Veranderungen im Rahmen der Tumorentstehung sowie der Tumorausbreitung und
Metastasierung zu ermdglichen, ist die Etablierung eines murinen Tumor-
progressionsmodells fir das duktale Adenokarzinom des Pankreas wiinschenswert.
Ein entscheidender Fortschritt war die Einfuhrung eines transgenen Mausmodells,
das die Charakteristiken des humanen Pankreaskarzinoms bzgl. genetischer
Alterationen und der duktalen zellularen Differenzierung rekapituliert (Wagner et al.,
1998). In diesem Modell erfolgt in den azinaren Zellen des Pankreas eine
Uberexpression des Transforming Growth Factor Alpha (TGFa) unter der Kontrolle
des Elastasepromotors. Dieser fuhrt u.a. zu einer Aktivierung der Ras/Raf/Erk-
Kaskade und zu einer acinar-duktalen Transdifferenzierung (Sandgren et al., 1990;
Wagner et al., 2001). Die lange Latenzzeit von Uber einem Jahr bis zur Tumor-
entstehung wird deutlich reduziert durch eine Kreuzung mit heterozygoten p53*-
Mausen, bei denen ein p53-Allel deletiert wurde. Die Analyse von Tumoren dieser
TGFa/p53*-transgenen Mause zeigt neben der bereits erwahnten Ras/ERK-
Aktivierung zusétzlich einen Verlust des zweiten p53-Allels sowie héaufig eine
homozygote Deletion des Ink4a/ARF- und Smad4-Lokus im Rahmen der Tumor-
genese (Wagner et al.,, 2001). Aus einem primaren Tumor einer TGFa/p53+"-
transgenen Maus wurde die murine Pankreaskarzinomzelllinie TD-2 generiert,
welche den gleichen Phanotyp und die identischen genetischen Veranderungen
aufweist wie der Primartumor (Greten et al.,, 2002). Diese Zelllinie wurde mittels
molekular-zytogenetischer Methoden bzgl. ihrer sekundaren genetischen Ver-
anderungen, die im Laufe der Tumorgenese auftraten, genau charakterisiert
(Schreiner et al., 2003). Die auffalligste Veranderung betrifft Chromosom 11 mit
einem Zugewinn am proximalen Abschnitt mit 2-3-facher Amplifikation des EGF-R-

Lokus sowie einer Deletion am distalen Ende mit Verlust des zweiten p53-Allels.
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Zudem ist die auf Chromosom 4 gelegene Sequenz fir Ink4a hypermethyliert,
sodass die Deletion bzw. Inaktivierung von p53 und p16"™*® kombiniert auftreten. Zu
den weniger haufigen genetischen Alterationen zahlen eine Amplifikation des auf
Chromosom 15 gelegenen Abschnitts von c-myc oder, alternativ, eine Deletion des
Tumorsuppressorgens Rb-1 auf Chromosom 14 (Schreiner et al., 2003). Die
wichtigsten Verdnderungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Mit TD-2 steht eine
murine Tumorzelllinie zur Verfligung, deren genetische Veranderungen den
humanen Tumoren ahneln und welche daher ein hilfreiches in vitro- und in vivo-

Modell fir das Pankreaskarzinom darstellt.

Tabelle 1: Sekundéare genetische Veranderungen der murinen Zelllinie TD-2

Chromosom Genlokus Veranderung
11 proximal EGF-R 2-3 fache Amplifikation
11 distal p53 Deletion
4 Ink4a Hypermethylierung
15 c-myc 15-fache Amplifkation
oder 14 Rb-1 Deletion
1.4 Molekulare Bildgebung

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche nichtinvasive Techniken entwickelt,
um Tumore in Tiermodellen zu erfassen und um Wachstum sowie Metastasierung in
vivo zu verfolgen. Der Einsatz von Kernspintomographie (MRT) und Computer-
tomographie (CT) bietet eine Darstellung der anatomischen Verhéltnisse, wahrend
die Techniken der Positronen Emissions Tomographie (PET) oder der Single Photon
Emissions Computertomographie (SPECT) physiologische Prozesse erkennen und
damit funktionelle Zustande abbilden (Klerk et al., 2007). Zwei weitere nichtinvasive
Methoden gewinnen zunehmend an Bedeutung, da sie die Detektion von Tumoren in
vivo mit ,molekularer Spezifitdt® ermoéglichen: Fluoreszenz-Imaging (FLI) und
Biolumineszenz-Imaging (BLI) (Weissleder und Ntziachristos, 2003).

Vor der Einfihrung dieser bildgebenden Techniken wurden die in vivo-Versuche

Uberwiegend mit einer subkutanen Injektion der Tumorzellen durchgefiihrt, was
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jedoch viele Tumoreigenschaften wie Wachstum oder Therapieansprechen
ungenigend rekapituliert. Die Verwendung nichtinvasiver Methoden zur Beurteilung
der Tumorprogression erlaubt eine orthotope Implantation der Tumoren, wodurch die
klinische Situation der jeweiligen Tumorentitat deutlich besser imitiert werden kann.
AulRerdem ermdglicht das nichtinvasive in vivo-Imaging ein longitudinales Monitoring

der Tumoren uber viele Wochen im Verlauf (Klerk et al., 2007).

1.4.1 Fluoreszenz-lmaging (FLI)

Das Prinzip beruht auf der Exzitation von fluoreszierenden Substanzen durch Licht
einer externen Quelle, welches reemittiert und von einer hochsensitiven Kamera
detektiert wird (Ntziachristos et al., 2002). Die Tumorzellen werden hierflr mit dem
Grun fluoreszierenden Protein (GFP) oder verwandten fluoreszierenden Proteinen,
wie z.B. EGFP (enhanced green fluorescent protein), transfiziert. Ein grof3er Nachteil
besteht in der unzureichenden Darstellung tiefer gelegener Tumoren aufgrund der
starken Absorption des von GFP emittierten Lichtes im Gewebe und der grof3en
Anfalligkeit fur storende Autofluoreszenzsignale. Deshalb ist die Bilderfassung in vivo
auf wenige Millimeter der Oberflache begrenzt (Weissleder und Ntziachristos, 2003).
Eine wichtige Anwendung des FLI ist die Tumoranalyse ex vivo, da GFP-
exprimierende Zellen nach Laparotomie der Mause exakt lokalisiert (siehe Abbildung
6) und anschlie3end z.B. durch FACS-Analyse von anderen Zelltypen isoliert werden
konnen (Lyons, 2005).

a)in vitro FLI unter Blaulichtlampe mit Darstellung EGFP-erpuerender TD-2-Zellen.

b) und c) Analysex vivo nach Entnahme des Tumorgewebes: Vergleich vondliitis (b) und
Fluoreszenzaufnahme (c). Detektion EGFP-positivandrzellen mit Aussparung der EGFP-
negativen Milz.

Abbildung 6: FLI mit Analyse des EGFP-Signals
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1.4.2 Biolumineszenz-lmaging (BLI)

Biolumineszenz entsteht durch eine Licht-emittierende chemische Reaktion innerhalb
des Organismus; im Gegensatz zum FLI bedarf es dabei keiner externen Lichtquelle
zur Exzitation (Weissleder und Ntziachristos, 2003). Die ATP- und O»-abhangige
chemische Reaktion von D-Luziferin zu Oxyluziferin - Kkatalysiert durch das
Luziferaseenzym - erzeugt Licht, welches von einer hochsensitiven charged-coupled-
device (CCD)-Kamera registriert wird (Klerk et al., 2007). Von den zahlreichen in der
Natur bei Bakterien und Lebewesen vorkommenden Typen des Enzyms Luziferase
eignet sich v.a. der Einsatz der ,firefly“-Luziferase (fluc), die aus Photinus pyralis
stammt. Das emittierte Licht hat einen proportional héheren Anteil am nahen
infraroten Wellenlangenbereich als GFP oder andere natirlich vorkommende
Luziferasearten und kann daher Gewebe besser penetrieren (Lyons, 2005).

Das Biolumineszenz-Imaging ist eine einfach durchzufiihrende Methode, um fluc-
transfizierte Zellen nach intraperitonealer Injektion des Substrats D-Luziferin im
gesamten Korper des Tieres detektieren zu kénnen. Es bietet eine ,molekulare
Spezifitat* fur die Erkennung fluc-exprimierender Tumorzellen in vivo und ermoglicht
eine Implantation der Zellen auch in tiefer gelegenen Lokalisationen. Zudem handelt
es sich um eine Technik mit hoher Sensitivitat, die im Gegensatz zum FLI keiner
Exzitation durch eine externe Lichtquelle bedarf. Der Hauptvorteil besteht in der
Mdoglichkeit einer nichtinvasiven, longitudinalen Verlaufsbeobachtung von Tumor-
lokalisation, Progression und Metastasierung (siehe Abbildung 7). Nachteilig sind die
bisher geringe raumliche Auflosung der Signalerfassung sowie die Notwendigkeit
einer genetischen Modifikation der Zellen fir die Expression des Enzyms Luziferase.
Aufgrund der ATP- und O,-Abhangigkeit der Reaktion entsteht Biolumineszenz nur in
metabolisch aktiven Tumorzellen, wahrend nekrotische Bezirke nicht zum
gemessenen Signal beitragen. Aullerdem gestattet die Methode bisher keine
absolute Quantifizierung, sondern ,nur* eine Angabe in relativen Lichteinheiten. Fur
valide Aussagen Uber das Wachstum und die Gro3e von Tumoren in Tiermodellen
ist es daher zwingend notwendig, dass das in vivo gemessene Biolumineszenzsignal

und die Tumorzellmasse gut miteinander korrelieren (Klerk et al., 2007).
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Verlaufsbeobachtung der Progression orthotop etjier TD-2-Zellen (Zellzahl 1xfJy BLI mit
Aufnahme der Signalintensitat a) 14 Tage, b) 3CeTagd ¢) 42 Tage nach Injektion im Verlauf.

Abbildung 7: BLI mit Analyse der ,firefly“-Luziferase-Expression in vivo

1.5 RCAS-TVA-basierter retroviraler Gentransfer

Der Lebenszyklus von Retroviren zeichnet sich durch zwei spezifische Ereignisse
aus: Die reverse Transkription durch das entsprechende virale Enzym bewirkt eine
Umschreibung des einzelstrangigen Virus-Genoms in doppelstrangige DNA, welche
anschlieBend in das Wirtszellgenom integriert wird. Wahrend die reverse
Transkription ein fir Rekombinationen anfalliger Vorgang ist, stellt die Integration der
viralen DNA einen potentiell mutagenen Effekt dar, da Wirtsgene in ihrer Expression
oder Struktur verandert werden konnen. In der Wissenschaft sind Retroviren ein
gebrauchliches Hilfsmittel, u.a. auch, weil sie nach entsprechender Modifikation
Vektoren darstellen, mit denen Gene in Zellen eingeschleust und sowohl in vitro als
auch in vivo exprimiert werden kénnen (Hughes, 2004).

Ein fir die Technik des retroviralen Gentransfers haufig eingesetzter retroviraler
Vektor ist der RCAS-Vektor. Er gehort zur Familie der vom Gefligel abstammenden
aviaren Leukose-Viren (ALV) und leitet sich ab vom Replikations-kompetenten Rous
Sarkoma Virus (RSV). Um Genexpressionskassetten in den Vektor inserieren und
exprimieren zu konnen, wurde das scr-Onkogen von RSV ersetzt durch eine
Restriktionssequenz fur die Endonuklease Cla | und gleichzeitig der ,splice acceptor”
Abschnitt des scr-Gens beibehalten (Hughes und Kosik, 1984; Hughes et al., 1987).
Dadurch entstand ein retroviraler Vektor mit einer Klonierungsstelle fir die Insertion
von DNA, deren Expression durch die viralen LTR-Abschnitte (long terminal repeat)
gesteuert wird (siehe Abbildung 8). Die Promotor-Aktivitat der LTR-Region wurde
zusatzlich gesteigert durch Einbau einer Bryan-DNA-Polymerase-Genexpressions-

kassette (pol). Durch diese Modifikationen entstand das Plasmid mit dem Namen
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RCAS BP (Replication competent ALV LTR with splice acceptor and bryan
polymerase) (Hughes, 2004). Wird das Hullprotein A (env A) exprimiert, nennt man
die entsprechenden RCAS-Vektoren RCAS BP (A); env A ermdglicht eine

spezifische Infektion von Zellen mit dem Tumor-Virus-A (TVA)-Rezeptor.

Cla |

Virale LTR-Abschnitte flankieren die Replikationsgegag (gruppenspezifisches Antigen)
pol (enzymatischer Polymerasekomplex mit reversandkriptase, Integrase und Protease)
und env A (Hullprotein A). Dargestellt ist zudemedCla-1 Restriktionsstelle sowie der
verbliebene ,splice acceptor SA das-Onkogens von RSV.

Abbildung 8: Struktur des RCAS-Vektors

Als Derivat der ALV-Viren ist der RCAS-Vektor fur seinen Vermehrungszyklus
ebenfalls auf Zellen mit Geflugel-Ursprung angewiesen. Hierzu wurden ursprtinglich
Fibroblasten aus Gefligelembryonen verwendet, welche allerdings in ihrem Genom
endogene Proviren enthalten, die dem RCAS-Vektor &hneln und damit
Rekombinationsprozesse wahrend des retroviralen Lebenszyklus beglnstigen
(Hughes, 2004). Aus diesem Grunde wurde von D. N. Foster der von Proviren freie
Geflugelstamm EV-O entwickelt, aus dem die permanente Fibroblasten-Zelllinie DF-1
generiert werden konnte. Mit DF-1 steht eine Zelllinie zur Verfigung, die nach
erfolgreicher Transfektion mit dem RCAS-Plasmid eine effiziente Replikation des
Virus gewabhrleistet und damit die Produktion hoher Titer von RCAS-Virus gestattet
(Himly et al., 1998; Schaefer-Klein et al., 1998). Wahrend Geflugelzellen wie DF-1
somit eine effiziente Vermehrung ermdglichen, ist der RCAS-Vektor in
Saugetierzellen nicht zur Replikation befahigt (Hughes, 2004).

Der Prozess der retroviralen Infektion beginnt mit der Interaktion von Proteinen der
Virushille mit entsprechenden Rezeptoren der Zellen, wodurch bei geeignetem
niedrigen pH-Wert eine Fusion von Virus- und Zielzellmembran ausgelost und das
Nukleokapsid ins Zytoplasma eingeschleust wird (Hughes, 2004). Der passende
Rezeptor fur ALV-Viren der Untergruppe A wie das RCAS BP (A)-Virus ist der TVA-
Rezeptor. Er ist das Produkt des tv-a-Gens und zeigt bzgl. Sequenz und Struktur
Homologien zum LDL (low density lipoprotein)-Rezeptor (Bates et al., 1993). Da

allerdings Saugetierzellen normalerweise das tv-a-Gen fehlt und sie damit den
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Rezeptor nicht auf ihrer Oberflache exprimieren, kdnnen sie nicht durch Retroviren
der ALV-A-Gruppe infiziert werden. Die ektope Expression von TVA in S&auge-
tierzellen jedoch ermdéglicht die Interaktion von ALV-A-Viren mit dem TVA-Rezeptor
und somit die Einschleusung und chromosomale Integration des viralen Genoms. Auf
diese Art werden u.a. humane oder murine Zellen empfanglich fir einen retroviralen
Transfer von genetischer Information (Federspiel et al., 1994). Von besonderem
Nutzen ist die RCAS-TVA-vermittelte Infektion in transgenen Mausmodellen, da eine
gewebespezifische ektope TVA-Expression durch Einsatz spezifischer Promotoren
erreicht werden kann (Fischer et al., 1999; Orsulic, 2002).

Fur eine erfolgreiche retrovirale Infektion mit chromosomaler Integration des viralen
Genoms ist neben der TVA-Expression auch die Proliferation der Zielzellen nétig. Da
die virale DNA nur unzureichend die Kernmembran passieren kann, verlauft die
Infektion von Zellen, die sich nicht teilen, mit deutlich reduzierter Effektivitat (Katz et
al.,, 2002). Wie bereits erwdhnt sind infizierte Saugetierzellen im Gegensatz zu
Geflugelzellen nicht zur Virusreplikation im Stande, sodass sich die retrovirale
Infektion nicht horizontal von Zelle zu Zelle ausbreiten kann (Hughes, 2004).
Aufgrund der sehr geringen Produktion viraler Proteine entwickelt der Wirt nur mit
geringer Wahrscheinlichkeit eine Immunreaktion gegen infizierte Zellen (Pinto et al.,
2000). Die sparliche Expression des viralen env A-Gens vermindert eine Besetzung
der TVA-Rezeptoren durch Hiullproteine, wodurch bereits infizierte Zellen
empfanglich bleiben flr erneute Infektionen (Orsulic, 2002); folglich besteht die
Moglichkeit des sequenziellen Transfers multipler Gene in TVA-exprimierende
Zielzellen (Holland et al., 1998; Murphy und Leavitt, 1999).

In Abbildung 9 ist sowohl die Produktion von RCAS-Viren durch die Gefllgel-
Fibroblasten-Zelllinie DF-1 als auch der retrovirale Transfer genetischer Information

nach Infektion von Saugetierzellen mit ektoper TVA-Expression verdeutlicht.
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DF-1-Transfektion mit ektope TVA-Expression
RCAS-Vektor und Gen X in humanen oder
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a) Aviare DF-1-Zellen werden transfiziert mit eindReplikations-kompetenten RCAS BP
(A)-Vektor und einem Zielgen X. Die Geflugelzellgmoduzieren RCAS BP (A)-Virus in
hohen Titern und kdnnen sich aufgrund der TVA-Ré&xzem effektiv gegenseitig infizieren.
b) Saugetierzellen kdnnen bei ektoper TVA-Exprassmit dem RCAS BP (A)-Virus
retroviral infiziert werden. Nach reverser Tranpkon wird die virale DNA in das Genom
sich teilender Zellen integriert. Dadurch wird dzan X in TVA-exprimierende Zellen gezielt
transferiert und dort exprimiert. SAugetierzelleodpzieren keine infektiosen Viren und kaum
Virushullprotein, sodass die T\-Rezeptoren fir weitere Infektionen unbesetzt ble

Abbildung 9: Retrovirale Infektion TVA-exprimierender Saugetierzellen

1.6 Herabregulation der Genexpression durch

RNA-Interferenz (RNAI)

RNA-Interferenz (RNAIi) beschreibt die spezifische Hemmung der Genexpression,
indem doppelstrangige RNA-Molekile (dsRNA) komplementare mRNA sequenz-
spezifisch erkennen und degradieren (McManus und Sharp, 2002). Dieser
Mechanismus des sog. post-transcriptional gene silencing (PTGS) wurde erstmals
wéahrend Forschungen an Caenorhabditis elegans eingesetzt als effektive Methode

fur eine Blockade von Genen mit jeweils homologer Sequenz zur dsRNA (Fire et al.,
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1998). Seit der Entdeckung ist das RNAI-Prinzip ein vielseitig eingesetztes Hilfsmittel
in der Wissenschaft und dient u.a. als Moglichkeit fir den gezielten ,Knockdown* von
Genen in wissenschaftlicher und therapeutischer Hinsicht.

Die detaillierte Beschreibung der RNAI-Technologie unterscheidet als 1. Schritt die
Herstellung der sequenz-spezifischen RNA. Arbeiten an Pflanzen der Gattung
Arabidopsis enthullten als Agens des PTGS kurze RNA-Molekile mit einer Lange
von 21-25 Basenpaaren, welche sich von langen dsRNA-Vorlaufermolekilen ableiten
(Hamilton und Baulcombe, 1999). Forschungen an C. elegans und Drosophila
bestatigten die Anwesenheit dieser kurzen RNA-Molekile, welche eine spezifische
Struktur mit 21-23 Basenpaaren und Uberhangen von 2-3 Nukleotiden aufweisen
(Yang et al., 2000; Hammond et al., 2000; Elbashir et al., 2001). Sie wurden als short
interfering RNAs (siRNAs) bezeichnet und stehen im Zentrum der RNA-Interferenz.
Die Prozessierung von langen doppelstrangigen RNAs zu den kurzen siRNAs wird
katalysiert durch das Enzym Dicer, eine Endonuklease der RNase Il Familie
(Bernstein et al., 2001; Ketting et al., 2001) (siehe Abbildung 10). Bei den in der
Wissenschaft haufig eingesetzten short hairpin RNAs (shRNAs) handelt es sich um
artefiziell exprimierte Molekile, welche zwischen den vom Zielgen abgeleiteten
Sequenzen einen kurzen loop-Abschnitt aufweisen; shRNAs werden wie natirlich
vorkommende dsRNAs durch Dicer in doppelstrangige siRNA-Molekile ohne loop-
Abschnitt umgewandelt.

Der 2. Schritt des PTGS durch RNAI beginnt mit der Inkorporation der sequenz-
spezifischen siRNAs in den Enzymkomplex RISC (RNA-induced silencing complex).
Der RISC-Komplex benutzt den antisense-Strang der siRNA fir die Identifizierung
homologer Sequenzen der mRNA und degradiert diese spezifisch durch seine
Nukleasen (Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000; Nykanen et al., 2001).
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Abbildung 10: Darstellung des RNAi-Mechanismus (Zamore et al., 2000)

Der Einsatz artefiziell hergestellter siRNAs fir den spezifischen Knockdown von
Genen wurde in den vergangenen Jahren erfolgreich vorangetrieben (Elbashir et al.,
2001); ein grol3er Nachteil der Transfektion von Zellen mit sSiRNAs bestand allerdings
in der transienten Natur der Reduktion der Genexpression. Eine elegante Lésung
dieses Problems besteht in der Einfihrung spezieller Expressionsvektoren, mit
denen die Expression von shRNAs unter die Kontrolle eines RNA Polymerase Il
Promotors gestellt werden kann (Paule und White 2000; Brummelkamp et al., 2002;
Paul et al., 2000; McManus und Sharp, 2002).

1.7 Expressionsplasmid fur EGFP-fluc und TVA

Fur die Methode des in vivo-Biolumineszenz- bzw- Fluoreszenz-Imaging bendtigen
Tumorzellen die Reportergene firefly“-Luziferase (fluc) sowie ein fluoreszierendes
Protein, wie z.B. das enhanced green fluorescent protein (EGFP). Um aulRerdem
eine retrovirale Infektion mit dem RCAS-Virus zu gestatten, muss eine ektope

Expression des TVA-Rezeptors erreicht werden. Zu diesem Zweck wurde in den
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1. Einleitung

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ein Plasmid konstruiert, das die Expression der fur
das in vivo-lmaging notwendigen Reportergene EGFP und fluc erméglicht und
gleichzeitig transfizierte Zellen mit dem TVA-Rezeptor ausstattet.

Als Grundbaustein fur das Plasmid diente der Vektor pIRES der Fa. Clontech (siehe
Abbildung 11). Er ist mit einer internen Ribosomen Eintrittsstelle (IRES) ausgestattet
und erlaubt dadurch die gleichzeitige Translation zweier Zielgene von einem mRNA-
Transkript.

Fir die Koexpression von EGFP und fluc wurde die fur ,firefly“-Luziferase kodierende
cDNA-Sequenz fluc aus dem Vektor pGL3-basic der Fa. Promega mittels
Restriktionsverdau isoliert und anschlieRend in eine Schnittstelle des Plasmids
EGFP-C1 der Fa. Clontech ligiert, wodurch ein EGFP/fluc-Fusionsprotein exprimiert
werden kann. Nach Uberprifung der korrekten Integritat mittels Sequenzierung
konnte das Plasmid in den pIRES-Vektor an der Klonierungsstelle multiple clonig site
A (MCS A) eingefugt werden. Die fur den TVA-Rezeptor kodierende Sequenz tv-a
wurde von der Arbeitsgruppe von P. Bates zur Verfiigung gestellt (Bates et al., 1993)
und in die MCS B des pIRES ligiert. Als Promotor fur die beiden inserierten Gene
wurde alternativ zum CMV-Promotor von pIRES der B-actin-Promotor verwendet. Um
erfolgreich transfizierte Zellen in vitro selektionieren zu kénnen, enthalt der pIRES-
Vektor zudem ein Resistenzgen fur das Antibiotikum Geneticin (siehe Abbildung 11).
Nach Fertigstellung des Expressionsplasmids wurden von der Arbeitsgruppe sowohl
humane MIA PaCa-2- als auch murine TD-2-Pankreaskarzinomzellen mit dem
Plasmid stabil transfiziert. Nach Selektionierung konnten fir die langfristige

Aufbewahrung der Zellen zahlreiche Dauerkulturen angefertigt werden.

B-actin — EGFP/fluc-cDNA

Col E1 P
_ ori A IE

|' ll'ﬂtmp' pIRES IRES

I"'TJ 6.1 kb SV40
poly A*
Geneticin- o pvabor
Neo svao_

Resistenzgen
tv-a-Gen

Abbildung 11: Konstruktion des EGFP/fluc-IRES-tv-a-Expressionsplasmides
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2. Zielsetzung der Arbeit

Das Pankreaskarzinom ist eine hochmaligne Tumorerkrankung des Menschen mit
schlechter Prognose und insgesamt geringen Therapieansprechraten. Die Hoffnung
ruht daher v.a. auf der Entwicklung neuer Behandlungsoptionen in der Therapie der
Erkrankung (siehe Kapitel 1.1). Mit TD-2 steht eine murine Tumorzelllinie zur
Verfiigung, welche die genetischen Veréanderungen der humanen Tumorgenese
weitgehend rekapituliert und ein hilfreiches in vitro- und in vivo-Modell fir das
Adenokarzinom des Pankreas darstellt (siehe Kapitel 1.3). Durch stabile Transfektion
muriner TD-2- sowie humaner MIA PaCa-2-Zellen mit Expressionsvektoren fir die
Reportergene EGFP und fluc wird eine nichtinvasive Detektion der Zellen in vivo
mittels Fluoreszenz- bzw. Biolumineszenz-lmaging ermoéglicht. Aufgrund der
besonderen photochemischen Eigenschaften der firefly“-Luziferase kann das BLI
auch in tiefergelegenen Gewebeschichten der Versuchstiere erfolgen und gestattet
damit die Methode der orthotopen Implantation der Tumorzellen (siehe Kapitel 1.4).
Mit Einfligung der tv-a-Sequenz in das Expressionsplasmid werden die transfizierten
MIA PaCa-2- bzw. TD-2-Zellen zudem ,empfanglich® fir eine retrovirale Infektion mit
dem von ALV-A-abstammenden Retrovirus RCAS BP (A) (siehe Kapitel 1.5, 1.7).

In der vorliegenden Arbeit werden folgende wichtige Aspekte behandelt:

Ein entscheidendes Ziel ist die Entwicklung eines RCAS-TVA-basierten,
induzierbaren Systems fur einen retroviralen Transfer von Gen- bzw. shRNA-
Kassetten in TVA-exprimierende Tumorzellen. Fir die Experimente mit dem RCAS-
TVA-System sowohl in vitro als auch in einem murinen Transplantationsmodell des
Pankreaskarzinoms werden eine ektope Expression des Reportergens lacZ sowie
eine spezifische Herabregulation der Gene EGFP bzw. fluc verwendet.

Zweitens wird eine Etablierung des in vivo-Biolumineszenz-Imaging (BLI) angestrebt,
um v.a. bei longitudinaler Verlaufsbeobachtung in einem murinen Transplantations-
modell des Pankreaskarzinoms valide Aussagen uUber therapeutische Effekte treffen
zu konnen.

Ein besonderes Augenmerk liegt schliel3lich auf der Evaluation potentieller
therapeutischer Targets sowohl in der Zellkultur als auch in einem murinen
Transplantationsmodell des Pankreaskarzinoms. Hierfur werden beispielhaft in vitro

und in vivo bestimmte Tumorsuppressorgene (p53, p16™** und p19°%F) bzw.
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shRNA-Kassetten gegen wichtige Onkogene (EGF-R, c-myc) verwendet. Der
therapeutische Effekt einer Reexpression der Tumorsuppressoren soll ebenso wie
der einer gezielten Herabregulation von Onkogenen nach dem Prinzip der RNA-
Interferenz zunachst durch Proliferationsanalysen in vitro sowie anschlie3end in
einem murinen Transplantationsmodell in longitudinalen Interventionsstudien

bewertet werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Klonierungsmethoden, Transformation von

Bakterien und Plasmidpraparation

3.1.1 Klonierung von cDNA- und shRNA-Kassetten

In dieser Arbeit wurden cDNA-Kassetten fir die Reportergene lacZ und die
Tumorsuppressoren humanes p53, murines p16™*® und p19°"" sowie sShRNA-
Kassetten gegen die Reportergene EGFP, fluc, die Onkogene EGF-R und c-myc
sowie eine Kontroll-shRNA (shRNA Co) eingesetzt. Die Klonierung in den Zielvektor
RCAS erfolgte dabei in zwei Schritten: Die entsprechenden DNA-Abschnitte wurden
zunachst in einen geeigneten ,Entry“-Vektor (pENTR / D-TOPO bzw. / H1 / TO)
gebracht und hierauf nach dem Prinzip der lokalisationsspezifischen Rekombination
in den RCAS- bzw. ,Destination“-Vektor mit Hilfe des Gateway-Systems der Fa.

Invitrogen integriert.

3.1.1.1 Vorbereitung der cDNA-Kassetten

Die in dieser Arbeit verwendeten cDNA-Kassetten kodieren fir das Reportergen lacZ
sowie die Tumorsuppressoren humanes p53, murines p16™* und murines p19”~F.
Sie wurden in den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe mittels geeigneter PCR-Methoden
vervielfaltigt und fur die Klonierung in den Entry-Vektor pENTR / D-TOPO angepasst.
Die Polymerase-Ketten-Reaktion PCR stellt ein einfaches und schnelles Verfahren
zur selektiven Amplifikation von Nukleinsduren mit definierter Lange und Sequenz
dar. Die Spezifitat beruht auf dem Einsatz von Oligonukleotid-Primern, welche an
bestimmte Abschnitte des kodierenden bzw. nicht-kodierenden DNA-Stranges
komplementar binden. Sie kdnnen nach der Hitzedenaturation an die Einzelstrange
der DNA binden (Annealing) und damit die Erganzung beider Einzel- zu
Doppelstréangen initiieren, welche durch DNA-Polymerase und Nukleotide vollzogen
wird (Extension). Unter geeigneten Reaktionsbedingungen ermdglicht die zyklische
Wiederholung von Denaturation, Annealing und Extension eine exponentielle
Amplifikation doppelstrangiger DNA (Bloch, 1991).
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3. Material und Methoden

Fur die direkte Klonierung der amplifizierten cDNA-Kassetten ist der Einsatz
spezieller Primer essentiell, welche samtlich von der Fa. MWG-Biotech AG bezogen
wurden. Die ,Vorwarts“-Primer bendtigen hierzu am 5 -Ende die 4 Nukleotide CACC
komplementar zu den 4 Uberstehenden Nukleotiden GTGG an der Klonierungsstelle
des pENTR / D-TOPO. Mit diesem Design und geglatteten Enden ohne
Uberstehende Nukleotide (,blunt-end®) wurden die PCR-Produkte fir die folgenden

Klonierungen Gbernommen.

3.1.1.2 Herstellung der shRNA-Kassetten

Fur die Herstellung einer doppelstrangigen shRNA wurden jeweils 2 einzelstrangige
Oligonukleotid-DNA-Sequenzen verwendet; ein sogenannter ,top strand“ mit der
Sequenz fur die entsprechende shRNA sowie ein zu diesem Strang komplementarer
.pbottom strand“. Samtliche Einzelstrange wurden mit den gewinschten Sequenzen
von der Fa. MWG-Biotech AG produziert.

Um die Klonierung in den verwendeten pENTR H1 / TO Vektor der Fa. Invitrogen zu
ermdglichen, wurden dem 5°-Ende beider Einzelstrange jeweils 4 Nukleotide
angefugt: Dem 5°-Ende des top strand die Nukleotide CACC als komplementare
Uberhang-Sequenz zum GTGG im H1 Promotor des Entry-Vektors, sowie die
Nukleotide AAAA dem 5°-Ende des bottom strand komplementar zur Uberhang-
Sequenz TTTT am Pol lll Terminator des Entry-Vektors.

Die zwei Einzelstrange konnten anschlieRend mit den Materialien des Sets von
Invitrogen ( Block-iT® Inducible H1 RNAIi Entry-Vector Kit) gemaR der Anleitung zu
einer doppelstrangigen shRNA zusammengefigt werden (,Annealing”, siehe
Abbildung 12). Tabelle 2 zeigt die Sequenzen der verwendeten shRNA-Strange.

»lop strand” 5 CACC
+
.bottom strand“ 5~ AAAA
Annealing
ds shRNA 5 CACC
AAAAS
Abbildung 12: Herstellung doppelstrangiger shRNA (Fa. Invitrogen)
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Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten shRNA-Einzelstrange

shRNA-Einzelstrange

Nukleotidsequenz

shRNA-Co-top

5-CAC-CAA-TTC-TCC-GAA-CGT-GTC-ACG-TGA-GAA-CGT-GAC-ACG-TTC-GGA-GAA-3’

shRNA-Co-bottom

5-AAA-ATT-CTC-CGA-ACG-TGT-CAC-GTT-CTC-ACG-TGA-CAC-GTT-CGG-AGA-ATT-3"

shRNA-fluc-top

5 -CAC-CAC-TTA-CGC-TGA-GTA-CTT-CGA-CGA-ATC-GAA-GTA-CTC-AGC-GTA-AG-3’

shRNA-fluc-bottom

5 -AAA-ACT-TAC-GCT-GAG-TAC-TTC-GAT-TCG-TCG-AAG-TAC-TCA-GCG-TAA-GT-3°

ShRNA-EGFP-top

5°-CAC-CGA-ACG-GCA-TCA-AGG-TGA-ACG-AGA-GTT-CAC-CTT-GAT-GCC-GTT-C-3’

SshRNA-EGFP-bottom

5°-AAA-AGA-ACG-GCA-TCA-AGG-TGA-ACT-CTC-GTT-CAC-CTT-GAT-GCC-GTT-C-3°

ShRNA-EGFR-490-top

5°-CAC-CGC-AAA-GGA-ATT-ACG-ACC-TTT-CCG-AAG-AAA-GGT-CGT-AAT-TCC-TTT-GC-3°

SshRNA-EGFR-490-bottom

5 -AAA-AGC-AAA-GGA-ATT-ACG-ACC-TTT-CTT-CGG-AAA-GGT-CGT-AAT-TCC-TTT-GC-3"

ShRNA-EGFR-801-top

5 -CAC-CGC-AAC-ATG-TCA-ATG-GAC-TTA-CCG-AAG-TAA-GTC-CAT-TGA-CAT-GTT-GC-3’

shRNA-EGFR-801-bottom

5-AAA-AGC-AAC-ATG-TCA-ATG-GAC-TTA-CTT-CGG-TAA-GTC-CAT-TGA-CAT-GTT-GC-3"

shRNA-cmyc-680-top

5°-CAC-CGC-GAC-GAG-GAA-GAG-AAT-TTC-TCG-AAA-GAA-ATT-CTC-TTC-CTC-GTC-GC-3’

shRNA-cmyc-680-bottom

5 -AAA-AGC-GAC-GAG-GAA-GAG-AAT-TTC-TTT-CGA-GAA-ATT-CTC-TTC-CTC-GTC-GC-3’

shRNA-cmyc-755-top

5 -CAC-CGG-AAG-AAA-TTC-GAG-CTG-CTT-CCG-AAG-AAG-CAG-CTC-GAA-TTT-CTT-CC-3°

SshRNA-cmyc-755-bottom

5 -AAA-AGG-AAG-AAA-TTC-GAG-CTG-CTT-CTT-CGG-AAG-CAG-CTC-GAA-TTT-CTT-CC-3°
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3.1.1.3 Verwendete Vektoren
3.1.1.31 PENTR / D-TOPO

Der pENTR / D-TOPO ermdglicht zusammen mit den weiteren Materialien des
pENTR Directional TOPO® Cloning Kits der Fa. Invitrogen eine einfache und schnelle
Klonierung von PCR-Produkten zur Herstellung von Entry-Vektoren. Die direkte
Klonierung von doppelstrangiger DNA basiert auf einem Uberhang der 4 Nukleotide
GTGG am pENTR / D-TOPO Vektor, der direkt mit dem komplementaren 5°-Ende
der klonierten PCR-Produkte verkniupft wird. Weitere wichtige Bestandteile des
Vektors sind die beiden attL1 bzw. -L2 Sequenzen fir die lokalisationsspezifische
Rekombination in den Ziel-Vektor, Bindungsstellen fir den M13 forward und M13

reverse Primer, sowie ein Kanamycin-Resistenzgen (siehe Abbildung 13).

Not |
Asc |

Abbildung 13: Vektorkarte pPENTR™ / D-TOPO® (Fa. Invitrogen)

3.1.1.3.2 PENTR/H1/TO

Der pENTR / H1 / TO ist Bestandteil des BLOCK-iT® Inducible H1 RNAi Entry-Vector
Kit der Fa. Invitrogen zur Herstellung eines Entry-Vektors mit den notwendigen
Elementen fir eine RNA-Polymerase Ill abhéngige, tetrazyklin-regulierte shRNA-

Expression. Er enthalt eine Klonierungsstelle mit Uberhdngen der 4 Nukleotide
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GTGG am Ende des H1/TO-Promotors sowie TTTT zu Beginn des Pol IlI-
Terminators fur die direkte Klonierung doppelstrangiger shRNA. Der H1/TO-Promotor
ist ein modifizierter humaner H1-Promotor, welcher die beiden prokaryotischen Tet
Operator Sequenzen als Grundlage fir eine tetrazyklin-regulierte ShRNA-Expression
enthalt (siehe Kapitel 3.2.3) sowie eine eigene Bindungsstelle fur den H1 forward
Primer. Weitere wichtige Elemente sind wie beim pENTR / D-TOPO die beiden attL1
bzw. -L2 Sequenzen fur die lokalisationsspezifische Rekombination in den Ziel-
Vektor, Bindungsstellen fur den M13 forward und M 13 reverse primer, sowie ein

Kanamycin-Resistenzgen (siehe Abbildung 14).

Abbildung 14: Vektorkarte pPENTR™ / H1 / TO® (Fa. Invitrogen)

3.1.1.3.3 RCAS-Vektor

Der RCAS BP (A)-Vektor wurde uns von S. Hughes (National Cancer Institute,
Frederick, MD) zur Verfigung gestellt. Um eine Rekombination der klonierten cDNA-
und shRNA-Sequenzen aus den Entry-Vektoren in den Destination-Vektor RCAS zu
ermdglichen, musste der RCAS-Vektor mit den Sequenzen fur attR1 bzw. -R2
versehen werden. Diese Konstruktion erfolgte in Vorarbeiten durch Einsatz des
Gateway® Vector Conversion Systems von Invitrogen mit Verwendung der Reading
Frame Kassette A. Die in der Kassette enthaltenen Abschnitte attR1 und -R2

erlauben eine lokalisationsspezifische Rekombination mit den attL1-/-L2-Sequenzen
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der Entry-Vektoren entsprechend den Eigenschaften des Bakteriophagen Lambda
(Landy, 1989). Fur eine getrennte Selektionierung transformierter Bakterien wurde

der RCAS-Vektor zudem mit einem Resistenzgen fur Ampicillin ausgestattet.

3.1.1.4 Klonierung von cDNA und ds shRNA in die Entry-Vektoren

Die direkte Verknupfung der doppelstrangigen PCR-Produkte mit dem pENTR / D-
TOPO Entry-Vektor (Invitrogen) geschieht durch eine Aufspaltung des 5°-Endes der
cDNA-Kassette durch den korrespondierenden Uberhang des Vektors und nach-
folgenden stabilen Einbau des PCR-Produktes an der korrekten Stelle.

Die Klonierung der doppelstrangigen shRNA in den pENTR / H1 / TO Entry-Vektor
erfolgte mit den Materialien des BLOCK-iT® Inducible H1 RNAi Entry-Vector Kit
entsprechend der Anleitung des Herstellers Invitrogen. Der Einbau in das Plasmid
geschieht durch Ligation der Uberhéangenden, komplementaren Enden von Vektor
und ds shRNA, katalysiert durch das Enzym T4-DNA-Ligase.

3.1.15 Rekombination

Die Ubertragung der in die Vektoren pENTR / D-TOPO bzw. pENTR / H1 / TO
klonierten cDNA und shRNA Kassetten auf den RCAS-Vektor erfolgt als
lokalisationsspezifische Rekombination zwischen Entry- und Ziel- bzw. ,Destination®-
Vektor (RCAS-Plasmid). Hierfir eingesetzt wurde die Gateway Technologie des
Gateway® LR Clonase Enzyme Mix der Fa. Invitrogen, basierend auf der Eigenschaft
des Bakteriophagen Lambda zur lokalisationsspezifischen Rekombination der
Sequenzen zwischen den attL-Abschnitten des Entry-Vektors und den attR-Stellen
des Destination-Vektors RCAS (Landy, 1989).

3.1.2 Transformation von kompetenten E.coli Bakter ien
3.1.2.1 Verwendete Bakterien, Nahrmedien und Kultivierung

In dieser Arbeit wurden kompetente One Shot TOP 10 E.coli sowie kompetente One
Shot Stbl3 E.coli der Fa. Invitrogen verwendet, welche sich durch eine hohe
Transformationseffizienz von > 1.0 x 10° CFU (Colony forming units) / ug Plasmid-

DNA auszeichnen. Die Eigenschaft ,kompetent" bezeichnet dabei die Fahigkeit zur
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Aufnahme von DNA in das Innere der Bakterien. Sowohl TOP 10 als auch Stbl3
E.coli Bakterien wurden bei -80 T gelagert.

Die Bakterien haben optimale Wachstumsbedingungen durch aerobe Kultivierung in
dem Vollmedium Luria-Bertani LB, welches durch Losung von 10 g LB-Medium (Fa.
Roth) auf 500 ml Aqua dest. hergestellt und bei 121 € und 2 bar autoklaviert wurde.
Zur Selektion transformierter, plasmidtragender Bakterien wurde dem Medium nach
dem Autoklavieren je nach erworbener Resistenz Kanamycin 50 pg / ml bzw.
Ampicillin 100 pg / ml zugefugt.

Fur die Herstellung von Agarplatten zur Bakterienanzucht wurden 15 g LB-Agar (Fa.
Roth) in 500 ml Aqua dest. gelost und ebenfalls autoklaviert. Anschlie3end konnte
das Medium nach Abkihlung und Zugabe des entsprechenden Antibiotikums in
keimarme Petrischalen gegossen werden. Fertige Agarplatten und Uberschissige
LB-Medien wurden luftdicht verschlossen bei 4 C au fbewahrt.

Zur langfristigen Aufbewahrung bereits transformierter Bakterien diente die
Konservierung der E.coli als Glyzerinkulturen. Dazu wurden je 500 pl Bakterienkultur

mit 400 pl Glyzerin vermischt und bei -80 T tiefgefroren.

3.1.2.2 Transformation der klonierten Plasmide

Transformation bezeichnet das Einschleusen von DNA in Bakterien. In dieser Arbeit
wurden die verwendeten Plasmide durch Hitzeschock in kompetente TOP 10 bzw.
Stbl3 E.coli transformiert. Durch Zugabe von Antibiotika erhalten erfolgreich
transformierte Bakterien einen Selektionsvorteil aufgrund des Erwerbs einer
Resistenz durch das aufgenommene Plasmid, welches sie stabil an Tochterzellen
weitergeben.

Fur die Transformation der Entry-Vektoren wurden die tiefgefrorenen TOP 10 E.coli
auf Eis aufgetaut und jeweils 2 pl der zuvor klonierten Plasmid DNA mit der
Pipettenspitze vorsichtig eingerihrt. Nach einer 30 mindtigen Inkubation auf Eis
erfuhren die Bakterien einen Hitzeschock bei genau 42 <€ fur 30 Sekunden als
Voraussetzung fur die Plasmidaufnahme. Der erneuten Inkubation auf Eis fiur 2
Minuten folgte die Zugabe von jeweils 250 uyl S.O0.C. Medium, das gemal den
Empfehlungen des Herstellers Invitrogen bei Raumtemperatur gelagert worden war.
Die Bakterien wurden dann 60 min bei 37 €T unter Schitteln mit 180 rpm
(Thermoshake, Fa. Gerhardt) kultiviert und danach auf jeweils 2 antibiotikahaltige
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LB-Agarplatten ausgestrichen. Auf den Platten erfolgte Gber Nacht bei 37 € im
Brutschrank die Anzucht von Bakterieneinzelkolonien, welche anschliel3end naher
charakterisiert werden konnten.

Fur die lokalisationsspezifische Rekombination zwischen pENTR- und RCAS-Vektor
wurden gemald den Anweisungen von Invitrogen jeweils 100 ng Entry- mit 150 ng
Destination-Vektor kombiniert, mit 4 pyl LR Clonase Enzyme Mix versetzt und
vorsichtig mit der Pipettenspitze vermischt. Nach einer Inkubation von 2 Stunden bei
25 € wurde die Reaktion durch Zugabe von je 2 pl Proteinase K terminiert und eine
Lagerung bei 37 €T fur 10 min angeschlossen. Die weiteren Schritte der
Transformation in die Stbl3 E.coli geschahen weitgehend identisch zur
Transformation der pENTR-Plasmide in TOP 10-Zellen; Unterschiede bestanden in
der zugegeben Menge von 450 pl S.0.C. Medium pro Ansatz nach dem Hitzeschock

sowie einer Anzucht der ausgestrichenen Bakterien auf Agarplatten bei 30 C.

3.1.3 Screening transformierter Bakterien

Nach der Transformation durch Hitzeschock wurden die Bakterien, wie Dbereits
erwahnt, 60 min bei 37 T in S.0.C. Medium (Invitro gen) kultiviert. Wahrend dieser
Zeit exprimierten erfolgreich transformierte Zellen das entsprechende Kanamycin-
bzw. Ampicillin-Resistenzgen, wodurch bei der folgenden Anzucht auf
antibiotikahaltigen Agarplatten ein selektives Wachstum der plasmidhaltigen E.coli
ermdglicht wurde. Fir eine frihzeitige gezielte Weiterziichtung derjenigen Bakterien,
welche das transformierte Plasmid mit korrekt inserierter DNA enthalten, erfolgte
neben diesen Selektionsmechanismen zusatzlich eine ,Screening-PCR" der auf den
Agarplatten gewachsenen Einzelkolonien. Eine abschlielende Analyse der PCR-
Produkte durch Gelelektrophorese charakterisierte Bakterienklone mit korrekt

transformierten Plasmid-Vektoren.

3.1.3.1 Bakterien-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

FUr das Screening der Bakterien wurden pro Transformationsansatz je 8 Proben von
Einzelklonen von den Agarplatten mit sterilen Holzstdabchen gepickt, in geeigneten
ReaktionsgefalRen mit jeweils 50 pyl Aqua dest. versehen und zu einer Suspension

aufgekocht. Nach Zentrifugation konnten die Uberstande mit dem Ansatz des Red-
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Tag-DNA-Polymerase-Reaktionsmixes (Fa. Sigma) vermischt und die Amplifizierung

gestartet werden (siehe Tabelle 3):

Tabelle 3: PCR-Ansatz Red-Tag-DNA-Polymerase-Reaktionsmix (Fa. Sigma)

PCR-Reaktionsansatz pro Einzelklon 30 Ml
dNTP (Nukleotidtriphosphate) 0,6 pl
"Forward"-Primer 1,2
"Reverse”-Primer 1,2
RedTag-DNA-Polymerase 0,9 i
10 x PCR-Puffer 3 I
Aqua dest. 18,1 ul
Aufgekochte Bakterien-Suspension 5 I

Samtliche fur die Screening-PCR hergenommen Primer wurden von der Fa. MWG-
Biotech AG synthetisiert. Ihre Sequenz orientierte sich an den Erkennungs-
sequenzen der pENTR-Vektoren und des RCAS-Vektors (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4:  Fur die Screening-PCR verwendete Oligonukleotidprimer

Oligonukleotidprimer Sequenz

M13 forward 5-GTA-AAA-CGA-CGG-CCA-G-3’

M13 reverse 5"-CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-AC-3

H1 forward 5-TGT-TCT-GGG-AAA-TCA-CCA-TA-3

pBroad lacZ-2904-LP 5-CAG-CAG-TGT-GCA-GCT-CCA-C-3°

RCAS BP(A) UP 5-CAC-GGA-ATA-TAA-GAA-GCT-GCA-AAA-G-3
RCAS BP(A) LP 5-CGA-TCA-TGG-CGA-CCA-CAC-3

3.1.3.2 Analyse der PCR-Produkte durch Gelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen kdnnen DNA-Molekile in einem
elektrischen Feld entsprechend ihrer Molekulargewichte voneinander aufgetrennt

werden. Eine geeignete Mdglichkeit besteht in der Auftrennung durch Agarosegele
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mit anschlieBender Detektion der DNA-Banden unter UV-Licht durch Zugabe des
interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid sowie vergleichende Grdl3enanalyse mit
standardisierten DNA-Langen.

In dieser Arbeit geschah die Auftrennung der DNA-Fragmente aus der Screening-
PCR mit 1,5 % Standard-Agarose-Gelen. Dazu wurden entsprechende Mengen
Agarose (Peq GOLD Universal Agarose) in 1 x TAE-Puffer (siehe Tabelle 5) durch
Erhitzen in der Mikrowelle vollstandig geldst und dann in einer Dicke von ca. 0,5 cm

in geeigneten Einrichtungen gegossen.

Tabelle 5: Verwendeter TAE-Puffer

50 x TAE-Puffer

Tris pH 8,2 40mM
EDTA 2mM
Essigsaure 20mM

Verdinnung mit Aqua dest. zu 1 x TAE-Puffer

Die gegossenen Agarosegele schwammen in einer Elektrophoresekammer
(Gelkammer Sunrise, Fa. Life Technologies) mit 1 x TAE als Laufpuffer und dem
fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 2,5 ug / ml
Puffer. Die PCR-Produkte konnten nach Zugabe von jeweils 5 ul Loading-Puffer in
die Geltaschen gefillt und unter einer konstanten Spannung von 1 bis 5 V pro cm
Abstand zwischen den Elektroden der Kammer aufgetrennt werden. Dabei
ermdglichten die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol des Loading-Puffers
eine standige Kontrolle des Elektrophoreseverlaufs. Fir die notige Grol3en-
bestimmung wurden die in die Geltaschen pipettierten PCR-Produkte von dem DNA-
Langenstandard PeqGold Range DNA-Leiter Mix (Peg-Lab) flankiert. Anhand der
Orientierung an der Front des Loading-Puffers wurde die Auftrennung der DNA-
Fragmente durch UV-Detektion des interkalierenden Ethidiumbromids sichtbar
gemacht und durch Vergleich mit dem standardisierten DNA-Leiter-Mix bzgl. des
Molekulargewichts analysiert. Das Ergebnis wurde anschlieBend durch ein

Geldokumentationssystem der Fa. MWG-Biotech digitalisiert.
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3.1.4 Plasmidpraparation

Nach dem Ergebnis der ,Screening-PCR*" wurden diejenigen Einzelklone, welche das
gewinschte Insert korrekt aufgenommen hatten, in praparativem Mal3stab kultiviert.
Aus diesen Zellen konnte die Plasmid-DNA durch Einsatz des Qiagen Mini- bzw.
Midi-Kit isoliert und darauf in ihrer Konzentration spektralphotometrisch bestimmt
werden. Die Uberpriifung der Integritat der Plasmid-DNA wurde vervollstandigt durch
enzymatischen Restriktionsverdau und kommerzielle Sequenzierung. Kurzfristig
konnten die Plasmide bei -4 T gelagert werden; zur langerfristigen Aufbewahrung

wurden sie bei -20 T eingefroren.

3.14.1 Isolierung der Plasmid-DNA

Von jedem erfolgreich in Bakterien transformiertem Plasmid mit korrekter Integritat
wurden jeweils 2 plasmidtragende Einzelklone nach Einimpfen in flissiges LB-
Medium bei 37 T aerob kultiviert. Die E.coli verme hrten sich unter Schutteln mit 180
rom und konnten bei ausreichender Bakteriendichte der Flussigkultur in geeigneten
sterilen ReaktionsgefalRen zentrifugiert werden. Nach Entfernung des Uberstandes
wurden die Pellets bei -20 T eingefroren oder sofo rt weiter verarbeitet.

Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit den Qiagen Mini- bzw. Maxi Kit
entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Fa. Qiagen), beruhend auf dem
Prinzip einer alkalischen Lyse der Bakterien und chromatographischen Reinigung der
Zellbestandteile Uber eine Anionenaustauschersaule (Birmboim und Doly, 1979). Bei
geeignetem pH-Wert und ausreichender NaCl-Konzentration werden u.a. Proteine,
RNA und Nukleotide am Saulenmaterial zuriickgehalten, wahrend ausschlie3lich

gereinigte Plasmid-DNA in EB-Puffer (Qiagen) eluiert wird.

3.1.4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Fur die weitere Verwendung der Plasmid-DNA st eine Bestimmung der
Konzentration der im EB-Puffer eluierten DNA essentiell. Dazu wurden jeweils 7 ul
DNA-L6sung mit Aqua dest. auf 70 ul gemafld einem Verhaltnis von 1:10 verdiinnt
und in Quarzkivetten eine Extinktionsmessung im Spektralphotometer bei Wellen-
langen von 260 nm und 280 nm gestartet. Dabei bestimmen die aromatischen Purin-
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und Pyrimidinringe die Absorption bei 260 nm, wahrend die Extinktion bei 280 nm
v.a. durch die aromatischen Reste von Proteinverunreinigungen bewirkt wird. Durch
die Relation beider Werte lassen sich somit Ruckschlisse auf die Reinheit der DNA-
Praparation ziehen: Ein Quotient von OD2s zu ODyg von = 1,8 gilt dabei als
Richtwert fur einen hohen Reinheitsgrad der Probe. Die Konzentrationsberechnung
selbst geschieht durch das Photometer nach der Formel in Tabelle 6:

Tabelle 6: Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Konzentrationsberechnung: c=0D 20*eDNA*v

C Konzentration der DNA-L6sung  (ug / ul)
ODg2eo  Extinktion bei 260 nm
€DpNA Extinktionskoeffizient von
Nukleinsauren (0,05 cm? / mol)
v Verdunnungsfaktor

3.14.3 Enzymatischer Verdau der Plasmid-DNA durch

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, welche eine jeweils spezifische,
meist palindromische Sequenz doppelstrangiger DNA erkennen und die DNA dort
schneiden konnen. Da bei diesem ,DNA-Verdau“ Fragmente unterschiedlicher Lange
gemal einem Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus entstehen, ist eine
Analyse der Spaltstiicke durch Agarose-Gelelektrophorese maoglich.

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen stammen alle von New England Biolabs
(NEB) und unterscheiden sich in Erkennungssequenz sowie jeweils optimalen
Reaktionsbedingungen (siehe Tabelle 7). Je nach untersuchtem Plasmid wurden
zwischen 300 und 500 ng DNA mit empfohlenen Mengen von Enzymen, Puffern und
eventuell BSA sowie Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 10 pl zusammen-
pipettiert und bei geeigneten Temperaturen fiur 4 Stunden inkubiert. Die Ansétze
wurden hierauf gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe Kapitel 3.1.3.2); eine
Beurteilung der Anzahl und Lange an DNA-Fragmenten lie3 hierbei Ruckschliisse

auf die korrekte Integration der cDNA- bzw. shRNA-Kassetten in die Vektoren zu.

40



3. Material und Methoden

Tabelle 7:  Verwendete Restriktionsendonukleasen (Fa. NEB)
Restriktionsenzym Erkennungssequenz Puffer
Afl 1l 5-CITTAAG-3 NEB2 + BSA
Asc | 5-GG/CGCGCC-3 NEB4
Bgl Il 5-GC/TNAGG-3’ NEB3
BssH |l 5-G/CGCGC-3’ NEB3
Clal 5-AT/ICGAT-3’ NEB4 + BSA
EcoN | 5"-CCTNN/NNNAGG-3’ NEB4
EcoR V 5-GAT/ATC-3’ NEB3 + BSA
Mlu | 5-A/CGCGT-3’ NEB3
Not | 5-GC/GGCCGC-3’ NEB3 + BSA
Pst | 5-CTGCA/G-3’ NEB3 + BSA
Sac Il 5-CCGC/GG-3’ NEB4
Sal | 5-G/TCGAC-3’ NEB3 + BAS
Xba | 5-T/ICTAGA-3’ NEB2 + BSA

3.1.4.4 Sequenzierung der klonierten DNA-Abschnitte

Die Uberprifung der Integritat und korrekten Klonierung der Kassetten in Entry- bzw.
RCAS-Vektor vervollstandigte eine Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente.
Die Ergebnisse konnten hierauf mit den Sequenzdaten der EMBL (European

Molecular Biology Laboratories) Datenbank in Heidelberg verglichen werden.
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3.2 Zellkultur, Proteinernte und Proteinanalyse

3.2.1 Allgemeines

3.2.1.1 Verwendete Materialien (siehe Tabelle 8)

Tabelle 8:  Fur die Zellkulturexperimente verwendete Materialien

Medien: Gibco, Fa. Invitrogen

Gibco DMEM 1 x DF-1 und MIA PaCa-2
Gibco RPMI 1640 + GlutaMAX-I 1 x TD-2
Gibco Recovery Freezing Medium Dauerkulturen

Supplemente: Gibco, Fa. Invitrogen

Gibco BRL Foetal Bovine Serum 10 % Endkonzentration
Gibco Tet approved FBS 10 % Endkonzentration
Gibco Penicillin Streptomycin 1 % Endkonzentration

100 U / ml Penicillin

100 ug / ml Streptomycin-Sulfat
Gibco Geneticin 1000 ug / ml
Invitrogen Tetrazyklin 1pg/ml

Zusatzliche Materialien

InvivoGen Puromycin 3ug/ml

Gibco Trypsin-EDTA 0,05 % 1 % Endkonzentration
Gibco D-PBS 1 x

Qiagen SuperFect Transfection Reagent 3mg/ml

Invitrogen B-Gal Staining Kit

Das FBS wurde zur Inaktivierung von Komplementbestandteilen fir 30 min im
Wasserbad auf 65 T erhitzt und anschlieRend in 50 ml Falcon-Reaktionsgefal3en
aliquotiert bei -20 T tiefgefroren gelagert.

Die Zellkulturmedien wurden nach Supplementation mit FBS, P/S und weiteren

Zusatzen bei 4 T gelagert und vor Gebrauch im Was serbad mit 37 € angewarmt.
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3.2.1.2 Verwendete Zelllinien und Kulturbedingungen
3.2.1.21 DF-1

Bei DF-1 handelt es sich um eine Fibroblasten-Zelllinie, die sich aus dem Gewebe
eines Geflugel-Embryos spontan entwickelte und von der ATCC (American Type
Culture Collection) zur Verfigung gestellt wurde. DF-1-Zellen sind als Geflugel-
Fibroblasten empfanglich fur die Infektion mit AVL-abstammigen Viren und eignen
sich ausgezeichnet fur die Produktion hoher Titer von RCAS-Viren (Himly et al.,
1998; Schaefer-Klein et al., 1998). Die Kultivierung erfolgte in Gibco DMEM-Medium
mit 10 % Fetal Bovine Serum (FBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) im
Brutschrank bei 37 T und einem CO ,-Gehalt von 5 % zur Aufrechterhaltung des pH-
Wertes. Fir die standardméafige Passage wurden Kulturflaschen (Polysterol, Falcon)
je nach Bedarf in den GréRBen 25 cm?, 75 cm?, und 175 cm? verwendet. Im Stadium
der Konfluenz wurden die DF-1 fur 2 Tage zur Virusproduktion hergenommen und
dann im Verhaltnis 1:5 bzw. 1:10 in neue Kulturgefalle umgesetzt. Dazu wurde der
Zellrasen grundlich mit ca. 5 ml Gibco D-PBS gewaschen und mit Gibco Trypsin-
EDTA - mit PBS im Verhaltnis 1:1 verdunnt - fir ca. 3 min inkubiert (0,5 ml Trypsin-
EDTA pro 25 cm?, 1 ml pro 75 cm?, 2 ml pro 175 cm?-Flasche). Nach Termination der
Reaktion durch die Zugabe von serumhaltigem Medium konnten die Zellen durch
wiederholte Resuspension vollstandig abgeltst und dann fir 5 min bei 1000 rpm und
25 T zentrifugiert werden. Nach Entfernung des Ube rstandes wurde das Pellet in
frischem Medium resuspendiert und bei Bedarf die Zelldichte der Suspension durch
Einsatz von Neubauer-Zahlkammern exakt ermittelt. Hierauf konnten entsprechende
Mengen Zellsuspension dem Medium frischer Kulturflaschen zugesetzt werden.

3.2.1.2.2 MIA PaCa-2

Die humane Tumorzellinie MIA PaCa-2 hat ihren Ursprung in einem
undifferenzierten duktalen Pankreaskarzinom eines 65-jahrigen mannlichen
Kaukasiers (Yunis et al., 1977). Sie wurde uns vom ATCC zur Verfiigung gestellt und
in den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe stabil mit einem Plasmid fur das Fusionprotein
EGFP- firefly“-Luziferase, dem tv-a-Rezeptorgen und einer Geneticin-Resistenz
transfiziert (siehe Kapitel 1.7). Die Kultivierung erfolgte in Gibco-DMEM-Medium mit
10 % FBS, 1 % P/S und 1000 pg / ml Geneticin bei 37 T im Brutschrank. Im
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Stadium der Konfluenz wurden die Zellen entsprechend den Erlauterungen bei den
DF-1-Zellen im Verhaltnis 1:5 bzw. 1:10 gesplittet; fir die Aussaat exakter Zellzahlen

wurde die Zelldichte in Neubauer-Zahlkammern ermittelt.

3.21.23 TD-2

Aus dem Pankreaskarzinom einer TGFa/p53™-transgenen Maus konnte die murine
Zelllinie TD-2 generiert werden (Wagner et al., 2001; Greten et al., 2002), deren
Genom auf chromosomale Zugewinne und Verluste mittels komparativer
genomischer Hybridisierung genau charakterisiert wurde (Schreiner et al., 2003). Die
TD-2-Zelllinie wurde ebenso wie MIA PaCa-2 in Vorarbeiten mit einem Expressions-
vektor fur das EGFP- firefly“-Luziferase-Fusionsprotein, fir das tv-a-Rezeptorgen
und fur eine Geneticin-Resistenz stabil transfiziert. Die Zellen wurden kultiviert in
Gibco RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FBS, 1 % P/S und 1000 pg / ml
Geneticin bei 37 C. Im Stadium der Konfluenz wurde n sie im Verhaltnis 1:5 bzw.

1:10 in frische KulturgefalRe umgesetzt.

3.2.1.3 Herstellung von Dauerkulturen

Fur die Herstellung von Dauerkulturen wurden die Zellen durch Trypsin von den
KulturgefaRen abgeldst, in serumhaltigem Medium resuspendiert und bei 1000 rpm
fur 10 min bei 4 T zentrifugiert. Das Pellet konnt e dann in gekihltem Gibco Freezing
Medium geldst werden, und die Zellsuspension wurden zu je ca. 0,5 ml auf spezielle
Gefrierréhrchen verteilt und rasch bei -80 T tiefg efroren. Nach 2-3 Tagen wurden
die Dauerkulturen zur langfristigen Aufbewahrung in fliissigem Stickstoff gelagert.

Fur die Aussaat wurden die Rohrchen aus dem Stickstofftank genommen, im
Wasserbad bei 37 T erhitzt und die Zellsuspension nach vollstandiger Verflissigung

sofort in ein mit Medium vorbereitetes Kulturgefald gegeben.

3.2.2 Retrovirale Infektion in vitro

3.2.2.1 Transiente Transfektion von DF-1-Zellen mit Hilfe von Superfect

Die DF-1-Zellen wurden in einer Anzahl von 2,5 x 10° Zellen pro 25 cm? Flasche

ausgesat und 24 Stunden kultiviert. Am Tag 2 der Transfektion wurden die Zellen
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zundchst mit ca. 2 ml serumhaltigem Medium gewaschen. Danach erfolgte der
Ansatz der Transfektionslosung: 5 ug Plasmid-DNA wurden mit serumfreiem Medium
auf eine Menge von 150 pl verdinnt, gemixt und kurz abzentrifugiert. Anschlieend
wurden 25 pl Superfect Transfection Reagenz (Qiagen) zugegeben, die Losung fur
10 sec gevortext und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das alte
Medium von den Zellen entfernt, der Transfektionsansatz mit 1000 ul frischem
Medium versetzt und nach dreimaligem Auf- und Abpipettieren rasch zu den DF-1-
Zellen in den 25 cm? Flaschen gegeben. Nach einer Inkubation von 3 Stunden bei 37
T im Brutschrank wurde das Transfektionsgemisch vo llstdndig entfernt und die
Zellen nochmals mit Medium gewaschen. Nach 3 bis 4 Tagen Anzucht konnten die

konfluenten Zellen gesplittet und in groReren Flaschen weitergezogen werden.

3.2.2.2 Virusernte und Infektion der Zelllinien

Etwa 1 Woche nach Transfektion waren samtliche DF-1-Zellen mit dem RCAS-Virus
infiziert und konnten schrittweise in groRere 175 cm? Kulturflaschen umgesetzt
werden. Um moglichst hohe Virustiter im Zelliberstand zu erhalten, mussten die DF-
1-Zellen auch in den gro3en Flaschen konfluent gewachsen sein. Dann wurden
geringe Mengen Medium von ca. 10-15 ml pro 175 cm? Flasche zugesetzt und der
virushaltige Uberstand jeweils nach ca. 10-12 Stunden gewonnen. Nach
Zentrifugation bei 3000 rpm fiur 5 min zur Entfernung verbliebener Zellen wurde
dieser Uberstand steril filtriert (Sarstedt Filter 0,45 um) und konnte danach zur
Infektion aller TVA-Rezeptor-exprimierenden Zellen verwendet werden. Der
uberschussige Uberstand wurde bei -80 <T tiefgefroren aufbewahrt; da beim
Einfrieren ein deutlicher Aktivitatsverlust auftritt, empfiehlt sich fir eine effiziente
Infektion mit hoher Infektionsrate jedoch die Verwendung frisch filtrierten Mediums.
Die Produktion und Gewinnung von RCAS-Virus-haltigem Zelliberstand erfolgte
jeweils nur fir den beschrankten Zeitraum von ca. 1 Woche, da retrovirale ALV-Viren
haufig mutieren und dadurch auch das zu exprimierende Gen verloren gehen kann.
Eine einfache Abhilfe bot die Anfertigung und Aufbewahrung von Dauerkulturen der
frisch transfizierten DF-1-Zellen (siehe Kapitel 3.2.1.3). Sie konnten bei Bedarf
ausgesat und bereits ab der zweiten Passage nach dem Auftauen zur effizienten

Virusproduktion hergenommen werden.
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3.2.2.3 B-Galactosidase-Farbung nach Infektion mit RCAS lacZ

Das bakterielle Gen lacZ eignet sich gut als Reportergen fur Transfektionsversuche
in eukaryotischen Zellen, da sein Genprodukt, B-Galactosidase, in Zelllysaten stabil
bleibt und seine Aktivitat leicht analysiert werden kann. B-Galactosidase katalysiert
die Hydrolyse der B-Galactoside unter einer gut sichtbaren Blaufarbung.

Das B-Gal Staining Kit der Firma Invitrogen verwendet als Substrat X-Gal (5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside), welches in einer Konzentration von 20 mg
/ ml in N,N-Dimethylformamid (DMF) gel6st wird und so lichtgeschutzt bei -20 €
aufbewahrt werden kann. Die [(-Galactosidase-Farbung der mit RCAS lacZ
transfizierten Zellen erfolgte in 6-Well-Platten. Nach Absaugen des Mediums und
grundlichem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Zellen mit der im 3-Gal Staining Kit
enthaltenen Fixative Solution fir 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Wahrend dieser
Zeit konnte die Farbelésung entsprechend den Anweisungen des Herstellers
Invitrogen hergestellt werden, welcher erst kurz vor Beendigung der Fixation das
lichtempfindliche Substrat X-Gal zugefigt wurde. Als der Fixiervorgang
abgeschlossen war, wurden die Wells nochmals grindlich gereinigt und
anschlielend nach Zugabe der Farbe- und Substratldsung bei 37 T inkubiert. Etwa
3 Stunden spater konnte die von der B-Galactosidase der transfizierten Zellen
ausgeldste Blaufarbung durch Umsetzung des Substrats X-Gal lichtmikroskopisch

beurteilt werden.

3.2.2.4 Quantifizierung der Luziferaseaktivitat in vitro

Die Analyse erfolgte an Zellen, die in 6-Well-Platten ausgesat und herangewachsen
waren. Nach Entfernung des Kulturmediums und Waschen der Wells mit PBS-Puffer
wurden die Zellen mit der Methode der passiven Lyse gewonnen. Der
Homogenisierungspuffer Passive Lysis Buffer (PLB, Promega) erlaubt eine rasche
und effiziente Lyse der adharenten Zellen ohne zusétzliche mechanische Hilfsmittel.

Die bei -20 T gelagerte 5 x PBL Stammlésung wird m it PBS-Puffer auf 1 x PBL
verdinnt und anschlieend zu 500 pl pro Well den Zellen zugesetzt. Nach einer
Inkubation von ca. 15 min bei Raumtemperatur unter Zuhilfenahme einer
Schwenkplattenform (Polymax 1040, Fa. Heidolph) werden die Lysate durch

Pipettieren homogenisiert, lichtgeschitzt auf Eis gelagert und mittels geeigneten
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Bioluminometers (Lumat LB 9507, EG&G Berthold) analysiert. Dazu werden in einem
Polypropylen-Messrohrchen 100 ul eines Luziferase Assay Reagent, welches das
entsprechende Substrat der ,firefly“-Luziferase enthalt, mit 5 yl des homogenisierten
Zelllysates versetzt. Die automatische Analyse im Bioluminometer misst das
Biolumineszenzsignal in relativen Luziferaseeinheiten (Saur et al., 2000).

Um die Luziferaseaktivitdt einzelner Proben miteinander vegleichen zu kdnnen, ist
ein Bezug zur Gesamtproteinkonzentration in den jeweiligen Zelllysaten zwingend
erforderlich. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (Colombel et al., 2005)
mit Rinderserumalbumin als Standard gemessen, beruhend auf dem Prinzip einer
Anderung des Absorptionsmaximums von Coomassie Blau von 465 nm nach 595 nm
durch Proteinbindung. Biorad Bradford Reagenz wurde mit sterilem destillierten
Wasser (Fa. Delta Select) 1:5 verdinnt und steril filtriert. AnschlielRend konnten in
einer 96-Well-Platte je 200 ul dieser Reagenz mit 50 pl Standardldsung bzw. mit
einem Gemisch aus je 40 pl destilliertem Wasser und 10 ul Lysatprobe zusammen
pipettiert werden. Der Elisa-Reader Anthos 2001 der Fa. Bio-Rad ermdglicht die
Proteinkonzentrationsbestimmung durch Absorptionsmessung bei 595 nm und
Vergleich der Lysatprobe mit der Absorption von Standardproben mit bekanntem
Proteingehalt (Ausubel et al., 1995).

3.2.2.5 BrdU-Zellproliferations-Assay

Die BrdU-Zellproliferations-Analyse (Cell proliferation Elisa BrdU, Fa. Roche) ist eine
einfache und schnelle Methode zur Messung der Proliferationsaktivitat. Sie basiert
auf der Inkorporation des Pyrimidin-Analogons 5 -bromo-2"-deoxyuridine (BrdU)
anstelle der Base Thymidin in die DNA proliferierender Zellen und anschliel3ender
Detektion und Quantifizierung des BrdU-Einbaus mittels geeigneter BrdU-Antikorper
als Enzyme Immunoassay, ELISA (Porstmann et al., 1985).

Zur Uberprifung des inhibierenden Einflusses der retroviralen Infektion mit
bestimmten Genen wurden MIA PaCa-2- und TD-2 Zellen in 96-Well-Platten zu 1000
Zellen pro Well ausgesét und bei 37 T inkubiert. N ach 24, 48 und 72 Stunden wurde
das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen in Gruppen von jeweils 5 Wells mit
100 pl RCAS-Virus-haltigem Uberstand infiziert. 96 Stunden nach Aussaat erfolgte

die Zugabe von 10 ul BrdU-Inkorporationslosung pro Well und Reinkubation fur 4
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Stunden bei 37 T. Das weitere Vorgehen mit Immunoassay durch Antikorper-
Detektion erfolgte anhand der Anleitungen des Herstellers.

Zur Auswertung wurde der Elisa-Reader Anthos 2001 der Fa. Bio-Rad verwendet mit
photometrischer Absorptionsmessung bei 370 nm 5, 15 bzw. 30 Minuten nach
Zugabe des Reaktionssubstrats. Die 5 Absorptionswerte einer jeden Gruppe dienten
zur Ermittlung eines Mittelwertes als relatives Mal3 fir die Proliferationsaktivitat und

fur den Vergleich mit der Aktivitat von nicht-infizierten Zellen bzw. von Kontrollen.

3.2.3 Induzierte Expression retroviral transferier  ter Gene

Die Expression proliferationshemmender Faktoren durch retrovirale Infektion
behindert das weitere Wachstum transfizierter Zellen bis hin zur Apoptose bereits in
vitro. Ein derartiger Effekt mit Proliferationsblockade gerade der effizient infizierten
Zellen verhindert somit die weitere Verwendung im Mausversuch, da die weniger gut
oder gar nicht infizierten Zellen das weitere Tumorwachstum dominieren wurden.
Aus diesem Grund ware ein System ideal, welches die Expression retroviral
transfizierter Gene in vitro vollstandig inhibiert und ein gezieltes An- bzw. Abschalten
erst nach der Zellinjektion in Mause gestattet.

Eine Mdglichkeit bietet die Etablierung eines Systems mit effektiver Blockade der
Genexpression und tetrazyklin-regulierter Expression. Der H1 Promoter des pENTR /
H1 / TO Entry-Vektors (Invitrogen) verfugt Uber 2 sogenannte Tet Operator
Sequenzen, die aus dem prokaryotischen Tetrazyklin Resistenz Operon von E.coli
entwickelt wurden (siehe Kapitel 3.1.1.3). Fur die Unterdriickung der Expression wird
ein sogenannter Tet-Repressor bendtigt, welcher jeweils als Homodimer mit grol3er
Affinitat an die beiden Tet Operator Sequenzen bindet und damit die Transkription
der darauffolgenden Genabschnitte unterbindet (Hillen und Berens, 1994).

3.2.3.1 Retrovirale Infektion mit dem Tet-Repressor

In diesen Experimenten wurde als Tet-Repressor die rtTA-Sequenz (reverse tetra-
cycline transcriptional transactivator) verwendet, welche in den RCAS-Vektor zu-
sammen mit einem Resistenzgen gegen das Antibiotikum Puromycin kloniert wurde.
Mit diesem RCAS-Plasmid wurden DF-1-Zellen entsprechend der Methode mit

Superfect transfiziert und der entsprechende virushaltige Uberstand zur Infektion von

48



3. Material und Methoden

MIA PaCa-2- bzw. TD-2-Zellen hergenommen. Nach Infektion der Tumorzellen
erfolgte eine Selektion der rtTA-exprimierenden Zellen durch Zugabe des Anti-
biotikums Puromycin in einer Konzentration von 10 ug / ml Medium. Da Rinderserum
Spuren von Tetrazyklin enthalten kann, wurde zu diesem Zeitpunkt umgestellt auf
spezielles, komplett von Tetrazyklin befreites FBS. Durch die Selektion rtTA-
exprimierender MIA PaCa-2- und TD-2-Zellen konnten diese fir in vitro Versuche zur

induzierten tetrazyklin-regulierten Expression von Reportergenen verwendet werden.

3.2.3.2 Prinzip der tetrazyklin-gesteuerten Expression

In Abwesenheit von Tetrazyklin bindet der Tet-Repressor, das Genprodukt von rtTA,
jeweils als Homodimer mit groRer Affinitdt an jede der beiden Tet Operator
Sequenzen im H1 Promotor des pENTR / H1 / TO Entry-Vektors (Hillen und Berens,
1994); in dieser Konfiguration wird die Expression der in den Entry-Vektor klonierten
Gene unterdrickt. Nach Zugabe von Tetrazyklin zum Medium in der empfohlenen
Konzentration von 1 ug / ml (Tetracycline, Invitrogen) bindet Tetrazyklin hochaffin an
den Tet-Repressor in einem stochiometrischen Verhéltnis von 1:1; diese Bindung
verandert die Konformation des Tet-Repressors, sodass er von den Operator-
Sequenzen abdissoziiert und die Transkription der Genabschnitte nach dem H1-
Promotor stattfinden kann. Wird Tetrazyklin entfernt, kann der Tet-Repressor wieder
an die Operator-Sequenzen binden und die Expression nachfolgender Genabschnitte

somit erneut ,abschalten”.

3.2.4 Proteinernte, Proteinkonzentrationsbestimmung

und Western-Blot-Analyse

Die Analyse erfolgte an retroviral infizierten MIA PaCa-2- sowie TD-2-Zellen, welche
in 10 cm Schalen kultiviert wurden. Die Zellen wurden insgesamt 3-mal im Abstand
von ca. 10 Stunden mit je 10 ml virushaltigem Uberstand von transfizierten DF-1-
Zellen infiziert und weitere 24 Stunden nach der letzten Infektion zur Proteinanalyse
abgeerntet. Im Anschluss an Bestimmung und Angleichung des Proteingehaltes
erfolgte eine Western-Blot-Analyse zum Nachweis spezifischer Proteine mit
bestimmtem Molekulargewicht nach dem Prinzip der Antigen-Antikdrper-Interaktion.
Die Proteine wurden uber eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

49



3. Material und Methoden

aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und dort durch Vergleich mit einem

Standard-Proteingemisch und durch Antikrperdetektion nachgewiesen.

3.24.1 Zellernte und Proteinextraktion

Vor der Ernte der Zellen aus den Kulturschalen wurde der Lysispuffer nach der

folgenden Anleitung in Tabelle 9 auf Eis hergestellt:

Tabelle 9: Herstellung von Lysispuffer

Lysispuffer

Tris 100 MM pH 7,6 25 ml
Aqua dest. 19 ml
Triton X 100 550 ul
EDTAO05M 10 1]
Protease-Inhibitor-Cocktail 50 i
B-Mercaptoethanol 4,2 ul
PMSF 100 mM 50 I

Danach wurde das Medium abgesaugt und die Zellen grundlich mit je 10 ml
gekuhltem PBS-Puffer pro Schale gewaschen. AnschlielRend konnten je 400 pl des
auf Eis gelagerten Lysispuffers den Zellen zugegeben und der Zellrasen mit einem
Schaber mechanisch abgelost werden. Die Lysate wurden mit einer 2 ml Spritze
vollstdndig in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt und fr
mindestens 2-3 Stunden bei -80 T eingefroren. Nach vorsichtigem Auftauen auf Eis
mussten die Lysatproben vor Beginn der weiteren Schritte zur Proteinkonzentrations-

bestimmung fur 10 Minuten mit 16000 rpm bei 4 C ze ntrifugiert werden.

3.2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Lysate erfolgte nach der Methode von
Bradford mit Rinderserumalbumin als Standard (Colombel et al., 2005). Nach diesem
Prinzip bewirkt die Proteinbindung eine Verschiebung des Absorptionsmaximums

von Coomassie Blau von 465 auf 595 nm; ein Vergleich mit Absorptionswerten einer
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Standardprobe mit bekanntem Proteingehalt ermdglicht dann die Konzentrations-
bestimmung in den Lysatproben (Ausubel et al., 1995).

Das mit destilliertem Wasser im Verhdltnis 1:5 verdinnte und steril filtrierte Biorad
Bradford Reagenz wurde zu je 250 ul in die benétigten Wells einer 96-Well-Platte
gegeben. Zugefugt wurden die entsprechenden Mengen der Standardreihe mit 0,5
bis 6 pg / ml Protein bzw. je 1 pl der nach dem Auftauen zentrifugierten Lysate. Nach
Absorptionsmessung im Anthos 2001 Elisa Reader und daraus abgeleiteter
Konzentrationsbestimmung konnte der Proteingehalt samtlicher Proben durch

entsprechende Verdinnung mit Lysispuffer exakt angeglichen werden.

3.24.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vor der Auftrennung durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die in ihrem
Proteingehalt angeglichenen Lysatproben durch Zugabe des Ladepuffers Roti-Load
1 (Fa. Roth) im Verhaltnis 1:4 und Erhitzen bei 95 T fur 5 min denaturiert. Das
Prinzip der SDS-PAGE beruht auf der Bindung des stark anionischen Detergenz
Natriumdodecylsulphat (SDS) an die denaturierten Proteine, was eine Auftrennung
der dadurch negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld ermdglicht. Die

verwendeten Polyacrylamidgele wurden nach Tabelle 10 hergestellit:

Tabelle 10: Herstellung von Gelen und Puffern fur die SDS-PAGE

Trenngel 7,5% 9% 12 % 15 %

Aqua dest. 49m  47m  34ml 25ml
Trenngelpuffer 26m 26m 26ml 26ml
Acrylamid 30 % 2,5 mi 2,7 mi 4,0 mi 5,0 mi
SDS 10% 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
APS (Ammoniumpersulfat) 10 % 50 pl 50 pl 50 i 50 pl
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 15 pl 15 pl 15 pl 15 pl

Trenngelpuffer

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) 1,5 M 36,39
HCI auf pH 8,9 einstellen
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Sammelgel Sammelgelpuffer

Aqua dest. 3,0ml TRIS0,5M 12,1g
Sammelgelpuffer 1,3 ml (Tris(hydroxymethyl)-
Acrylamid 30 % 750 pl aminomethan)

SDS 10 % 50 pl HCI auf pH 6,8

APS (Ammoniumpersulfat) 10 % 25 ul einstellen

TEMED (Tetramethylethylendiamin) 10 pl

Das Trenngel wurde nach Initierung der Polymerisation durch die Zugabe von
TEMED zigig in eine BioRad Minigel Apparatur gegossen und zur Erzeugung einer
horizontal geraden Oberflache mit 1 ml 100 % Ethanol Gberschichtet. Wahrend der
Polymerisation konnten die Substanzen fur das Sammelgel entsprechend der
Anleitung zusammenpipettiert werden. Nach ca. 30 min Aushartung des Trenngels
konnte der Ethanol entfernt und die Reaktion des Sammelgels durch TEMED
gestartet werden. Das Sammelgel wurde rasch auf das auspolymerisierte Trenngel
gefullt und fur die Erzeugung von Taschen ein Kamm mit 10 Z&hnen eingesetzt.

Das fertig gegossene und gehartete Gel konnte dem Giel3stand entnommen und in
einer horizontalen Gelelektrophoresekammer fixiert werden, welche mit Laufpuffer
gefullt war (Glycin 0,2 M; TRIS 0,025 M; SDS 0,1 %). AnschlieRend wurden die
Kamme aus den Sammelgelen entfernt und die Taschen mit je 40 pl der
denaturierten Lysatproben geflllt; dabei flankierte der Marker Precision Plus Protein
All blue Standard (Fa. BioRad) die Proben. Die Auftrennung der Proteine wurde
durch Anlegen einer Spannung von 120 mV gestartet und der Verlauf der
Gelelektrophorese anhand der blau gefarbten Front standig kontrolliert.

3.24.4 Western-Blot-Analyse und immunologische Detektion

Im Anschluss an die gelelektrophoretische Auftrennung wurden die Proteine vom Gel
mittels Elektroblotting auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran (Fa. BioRad)
Ubertragen. Der Transfer erfolgte in der Apparatur Protean Il (Fa. BioRad) unter der
Verwendung von Transferpuffer (Glycin 0,04 M; TRIS 0,05 M; Ethanol 20 %; SDS
0,04 %) (Towbin et al., 1979; Burnette et al., 1981). Die kurz in Methanol aktivierte

und in Agqua dest. gewaschene PVDF-Membran wurde auf drei in Transferpuffer
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getrankte Whatman-Papiere platziert und mit dem Polyacrylamidgel luftblasenfrei
bedeckt. Nach Uberschichtung mit nochmal drei in Transferpuffer getrankten
Whatman-Papieren wurde das Elektroblotting mit 150 mA pro Gel fiir 20 min (p16™*2
und p19”%F), 1 Stunde (p53, c-myc) bzw. 2 Stunden (EGF-R) begonnen.

Nach dem Elektrotransfer wurde die Membran fir 45 min in Odyssey Blocking-Puffer
(Fa. Li-Cor) geschwenkt, um durch Blockierung von Proteinbindungsstellen an der
Membran einer unspezifischen Antikérperdetektion vorzubeugen. Danach wurde die
Membran mit dem jeweiligen, in Blocking-Puffer verdinnten primaren Antikérper
(siehe Tabelle 11) tber Nacht bei 4 T unter Schwen ken inkubiert. Am folgenden
Tag musste die Membran mit TBS-Puffer (TRIS 200 mM; NaCl 1,37 M; HCI auf pH
7,6 einstellen; NP-40 0,1 %) in drei Schritten fr jeweils 15 min grindlich gewaschen
werden. Die Inkubation mit dem ebenfalls in Blocking-Puffer verdiinnten sekundaren
Antikorper erfolgte lichtgeschitzt fur 2 Stunden bei Raumtemperatur. Eingesetzt
wurden Alexa680-gekoppelte (Fa. Molecular Probes) bzw. IRDeye800-gekoppelte
(Fa. Rockland) sekundare Antikérper. Abschlieend wurde die Membran erneut
dreimal 15 min mit TBS-Puffer gereinigt und die Membran unter Verwendung des
Odyssey Infrared Imaging System (Fa. Li-Cor) gescannt. Das Prinzip der Antigen-
Antikorper-Reaktion beruht auf der Detektion eines an den sekundaren Antikorper
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes. Die gescannte Detektion wurde mit Hilfe der

Software Odyssey R 1.2 ausgewertet.

Tabelle 11: Fur Western-Blot-Analyse verwendete priméare Antikdrper

Produktname Firma Ursprung Verdinnung
anti-p53 554166 BD PharMingen Maus 1:1000
anti-p16 (M-156): sc-1207 | Santa Cruz Biotechnology | Hase 1:200
anti-p19 556426 BD PharMingen Maus 1:1000
anti-EGF-R #2232 Cell Signaling Technology | Hase 1:1000
anti-c-myc (C-19): sc-788 | Santa Cruz Biotechnology | Hase 1:200
anti-B-actin A5316 Sigma Maus 1:2000
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3.3 In vivo -Versuche
3.3.1 Verwendeter Mausstamm und Tierhaltung
3.31.1 Nacktmausstamm Swiss nu / nu, Charles River

Bei den Tieren in den in vivo-Experimenten handelte es sich um ausschlief3lich
weibliche Nacktméause der Gattung Swiss nu / nu, welche von Charles River
(Sulzbach, Deutschland) aus spezifisch pathogenfreier Zucht zur Verfigung gestellt
wurden. Die immunodefizienten Mause sind aufgrund einer autosomal-rezessiven

Mutation des Nude-Gens haarlos, athym und T-Zell-defizient.

3.3.1.2 Haltung der Mause

Die bei ihrer Ankunft etwa 6 Wochen alten weiblichen Nacktméuse wurden zu je 3-5
Tieren in artgerechten Kéfigen des ZPF-Tierstalls des Klinikums rechts der Isar
untergebracht. Die Haltung erfolgte bei ca. 26 T und 50-60 % Luftfeuchtigkeit, mit
einer Versorgung der Tiere durch Leitungswasser und das Standardfuttermittel
Altromin 1314. Die Versuche wurden frihestens 14 Tage nach der Einstallung

begonnen, als die Mause ein Gewicht von ca. 18-22 g erreicht hatten.

3.3.2 Tierexperimentelle Methoden

Die Tiere wurden im Alter von 8-10 Wochen fir die in vivo-Versuche hergenommen.
Die orthotope Injektion der Tumorzellen erfolgte unter Inhalationsnarkose mit
Isofluran sowie begleitender Analgesie. 5 Tage nach der Operation wurden die
Mause unter Injektionsnarkose erstmals mit einer Charged Coupled Device (CCD) -
Kamera der Firma Hamamatsu auf das in vivo-Biolumineszenzsignal der Tumor-
zellen untersucht und anschlieRend in Versuchsgruppen eingeteilt. Die retrovirale
Infektion der Tumorzellen in vivo erfolgte durch intraperitoneale Injektion der RCAS-
Virus-produzierenden DF-1-Zellen. Danach konnte die Progression der Tumoren in
den Nacktmausen durch Biolumineszenz-lmaging longitudinal im Verlauf analysiert
werden. Im Stadium der ausgepragten Tumorausdehnung mit Aszitesbildung wurden

die Tiere getdtet und das Gewicht der gewachsenen Tumoren bestimmt. Die
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Auswertung geschah durch vergleichende Analysen von Ausgangs- und Endwert des
Biolumineszenzsignals unter der Bedingung einer aussagekraftigen Korrelation

zwischen in vivo-Signalstarke und dem Gewicht der isolierten Tumoren.

3.3.2.1 Verwendete Apparaturen, Narkotika und Analgetika

Tabelle 12: Materialien und Substanzen fir die Mausnarkose

Inhalationsnarkose

Narkosegerat mit Verdampfer, Fa. Volker, Kaltenkirchen
Ventilator Voltcraft PS 152 A

Reiner Sauerstoff O,-Medica (SW Sauerstoffwerk Friedrichshafen)
Isofluran Forene® (Fa. Abbott) 250 ml Flasche

Atemkalk Dragersorb® Free (Fa. Drager)

Schmerzmittel und andere Substanzen

Metamizol (Novalgin®) 10 pl/ g KG 30 min praoperativ
Meloxicam (Metacam®) 10 ul/g KG unmittelbar postoperativ
Dexpanthenol (Bepanthen®) Augensalbe

NaCl 0,9% Gebrauchslésung DeltaSelect

Vollstdndig antagonisierbare Anasthesie (VAA) bei der Maus (Henke et al., 2002):

Injektionsnarkotikum MMF

Medetomidin (Domitor®) 0,5 mg/ kg KG
Midazolam (Dormicum®) 5,0 mg / kg KG
Fentanyl (Fentanyl Curamed®) 0,05 mg / kg KG

Antagonisierung AFN

Atipamezol (Antisedan®) 2,5mg/ kg KG
Flumazenil (Anexate®) 0,5 mg / kg KG
Naloxon (Naloselect®) 1,2 mg/ kg KG

55



3. Material und Methoden

3.3.2.2 Orthotope Implantation von Tumorzellen in das Pankreas

Die orthotope Injektion beschreibt die intrapankreatische Injektion der MIA PaCa-2-
bzw. TD-2-Zellen in Nacktmause. Die Operation der Versuchstiere erfolgt als laterale
Laparotomie unter Inhalationsnarkose mit Isofluran und begleitender Analgesie.
Injiziert wurde jeweils ein Volumen von 25 pl der in serumfreiem Medium

resuspendierten Zellen.

3.3.2.2.1  Vorbereitung der Zellen

Fur die orthotope Injektion wurden die Tumorzellen als Dauerkulturen frisch ausgesat
und Uber 2 Passagen in groRe 175 cm? Kulturflaschen umgesetzt. Im Stadium der
Konfluenz konnten die Zellen mit Trypsin-EDTA geerntet werden. Nach
Resuspension mit frischem Medium und Zentrifugation fir 5 min mit 2000 rpm bei 25
T wurde die Zellzahl der Suspension durch Einsatz von Neubauer-Zahlkammern
ermittelt. Danach konnte die gewlnschte Anzahl Tumorzellen in jeweils
entsprechenden Mengen serumfreien Mediums gel6ést werden: MIA PaCa-2 wurden
in einer Anzahl von 1x10° bzw. 5x10° Zellen pro 25 pl Zellsuspension verwendet, die

TD-2 in der deutlich geringeren Menge von 1x10* Zellen pro 25 ul Suspension.

3.3.2.2.2  Lagerung, Anasthesie und Analgesie der Mause

Eine fur operative Eingriffe an kleinen Nagern geeignete Form der gut steuerbaren
Anésthesie ist die Inhalationsanasthesie, welche sich zudem durch eine reduzierte
Mortalitdt auszeichnet (Wixson, 1994). Verwendet wurde hierflr ein geschlossenes
Kreissystem mit vorgeschaltetem Prazisionsverdampfer der Fa. Volker GmbH.

Das volatile Anasthetikum Isofluran Forene® (Fa. Abbott) wird aufgrund seines
niedrigen Blut/Gas-Verteilungskoeffizienten schnell an- bzw. abgeflutet und erlaubt
eine gute Steuerbarkeit der Narkose bei geringer Toxizitat sowie vernachléassigbarer
Mutagenitat und Teratogenitat (Eger, 1981).

Reiner Sauerstoff dient als Tragergas und wird Uber ein geeignetes Flowmeter dem
Verdampfer zugefiihrt. Das erzeugte Tragergas-Anasthetikum-Gemisch gelangt Gber
die Geblase-Einheit des Ventilators und den Inspirationsschlauch zur Kopfkammer,

in welche die Schnauze des Tieres platziert wird. Die Ausatemluft wird nach CO.-
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Absorption im Atemkalkbehéalter mit Frischgas vermischt und erneut dem
Inspirationsschenkel zugefiuhrt (Ginder, 2000).

Der Einsatz einer Kopfkammer gewdahrleistet bei guter Lage der Tierschnauze eine
effiziente Inhalation des Anasthetikums bei gleichzeitig freiem Zugang zum Korper
der Maus. Die Tiere sind fur die Operation auf dem Rucken gelagert und an den
Extremitaten durch Klebestreifen ausreichend an der Unterlage fixiert.

Die begleitende Analgesie der Mause setzt sich zusammen aus der i.p.-Injektion von
Metamizol (Novalgin®) 10 pl / g KG ca. 30 min vor Beginn der Operation sowie der

raschen postoperativen Gabe von Meloxicam (Metacam®) 10 ul / g KG.

3.3.2.2.3 Intrapankreatische Injektion der Tumorzellen

Die Operation beginnt bei ausreichender Narkose mit einer lateralen Laparotomie
von ca. 1 cm Lange knapp unterhalb des linken Rippenbogens. Nach sorgfaltiger
Praparation des subkutanen Gewebes wird das Peritoneum auf einer Lange von ca.
0,6 cm ventral der durchschimmernden Milz erdffnet. Bei leichtem Zug an der Milz
mit einer Pinzette kann nun die bei Ma&ausen intraperitoneal gelegene
Bauchspeicheldrise dargestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt werden 25 ul
Zellsuspension in einer geeigneten Injektionsspritze (Hamilton Microliter Syringus,
Gastight 0,05 ml) aufgezogen und anschlieend bei leichtem ventralem Zug am
Pankreasgewebe mit einer stumpfen Pinzette moglichst senkrecht von oben injiziert.
Als direktes Zeichen der erfolgreichen Injektion entsteht dabei haufig eine sichtbare
kleine intrapankreatische Blase. Dennoch besteht das grof3te Problem in der
schwierigen Beurteilung der korrekten intrapankreatischen Injektion der
Zellsuspension ohne Durchspieung des Pankreas mit folgender intraperitonealer
Zellaussaat. Um die Gefahr dieser Zelldissimination zu verringern, wird die Nadel der
Spritze nach Injektion noch ca. 1 min in der entsprechenden Position belassen.
Danach wird das Operationsgebiet mit steriler Kochsalzldsung gespiilt, der natirliche
Situs von Pankreas und Milz wiederhergestellt und das Peritoneum mit 2
Einzelndhten verschlossen. Der Hautverschluss erfolgt als Kombination von 3-4
Klammern mit Einzelndhten zur Prophylaxe offener Wunden nach Wiedererwachen
der Tiere. Die vom Ubrigen Wundverschluss getrennte, eigene Naht des Peritoneums
vermindert die Rate an postoperativen Nachblutungen erheblich. Nach Beendigung
von Operation und Narkose wird jeder Maus 300 ul sterile 0,9 % NaCl-Losung s.c.
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injiziert. Im Falle einer starkeren Nachblutung aus der Wundgegend muss das
Operationsfeld umgehend revidiert und die Wunde effizient verschlossen werden.

»

a) Eroffnung des Peritoneums nach lateraler Lapariet und Lokalisation der Milz. b) Darstellung
der intraperitoneal gelegenen Bauchspeicheldr{idetrapankreatische Injektion der Tumorzellgn.
d) Getrennter Verschluss des Peritoneums durclekimapfnéahte.

Abbildung 15: orthotope Injektion der Tumorzellen unter Inhalationsnarkose

3.3.2.3 Intraperitoneale Injektion von DF-1-Zellen

Die intraperitoneale Injektion von RCAS-Virus-produzierenden DF-1-Zellen ist eine
Alternative  zur retroviralen Infektion bereits in vitro mit induzierter,
tetrazyklinregulierter Expression. Das Prinzip beruht auf einer ,in vivo-Infektion* der
zuvor orthotop injizierten Tumorzellen. Dazu werden die mit einem bestimmten
RCAS-Plasmid transfizierten DF-1-Zellen (siehe Kapitel 3.2.2.1) in groRen Mengen
kultiviert, mit Trypsin-EDTA geerntet und in frischem Medium resuspendiert; durch
Analyse der Zelldichte mit Neubauer-Zdhlkammern kdnnen die DF-1-Zellen dann in
einer Anzahl von insgesamt 2 x 10" Zellen pro 500 ul serumfreien DMEM-Mediums
gespritzt werden. Die i.p.-injizierten DF-1-Zellen produzieren den entsprechenden
RCAS-Virus weiter als Bedingung fur eine erfolgreiche retrovirale Infektion in vivo.

3.3.3 In vivo -Biolumineszenz-Imaging (BLI)

Das BLI beruht auf einer Lichtemission durch enzymatische Reaktion von Luziferase
mit seinem Substrat D-Luziferin. Dazu wurde den Mé&ausen D-Luziferin in einer

Konzentration von 150 mg / kg KG zusammen mit den Injektionsnarkotika injiziert
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und das Biolumineszenzsignal der enzymatischen Reaktion nach ca. 10 min
nichtinvasiv analysiert. Die emittierten Lichtsignale konnten durch eine hochsensitive
CCD-Kamera detektiert und mittels geeigneter Computer-Software direkt dargestellt

und verarbeitet werden (Saur et al., 2005).

3.3.3.1 Injektionsnarkose der Mause (VAA)

Die Narkose der Méause fur die Detektion des Biolumineszenzsignals unter der CCD-
Kamera erfolgte als vollstandig antagonisierbare Injektionsanasthesie (VAA). Die als
MMF bezeichnete Kombination des o®Agonisten Medetomidin (Domitor®), des
Benzodiazepins Midazolam (Dormicum® und des Opioids Fentanyl (Fentanyl
Curamed®) mit den in Kapitel 3.3.1.2 angegebenen Dosierungen (Henke et al., 2002)
wird gemeinsam mit D-Luziferin in einer 1 ml Tuberkulin-Spritze aufgezogen und i.p.
injiziert. Vorteil der VAA durch MMF ist die Mdglichkeit der einfachen und
vollstdndigen Antagonisierung durch AFN, eine Kombination aus Atipamizol
(Antisedan®), Flumazenil (Anexate®) und Naloxon (Naloselect®). Nach Beendigung
des BLI wird AFN ebenfalls i.p. injiziert, und die M&ause werden fur die Aufwachphase

in eine Warmekammer (Fa. Heraeus) gebracht.

3.3.3.2 Verwendete Materialien und Aufnahmetechnik

Biolumineszenz-Imaging

Cc4742 - LAG-2 CCD-Kamera, Fa. Hamamatsu Photonics K.K, Herrsching
D-Luziferin (Fa. Synchem, Kassel) 150 mg/ kg KG

Als Substrat fur die Luziferase-Reaktion in vivo diente D-Luziferin (Fa. Synchem). Es
wurde den Mausen in einer Dosierung von 150 mg / kg KG gemeinsam mit dem
Kombinationsanasthetikum MMF mindestens 10 min vor Beginn der Aufnahmen i.p.
injiziert, um eine ausreichende Verteilung im Korper zu gewahrleisten.

Die Analyse des Biolumineszenzsignals mit Bildaufnahme erfolgte mit dem Gerat
Cc4742 — LAG-2 der Fa. Hamamatsu Photonics K.K. Diese CCD (charged coupled
device) Kamera mit back-thinned Technologie ermdglicht eine hochsensitive und

effektive Bilddetektion in einem grof3en Wellenldngenbereich vom nahen Infrarot- bis
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zum UV-Spektrum. Zudem zeichnet sich das Gerat durch ein grof3es Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis aus, was die Sensitivitat des BLI erh6ht. Eine Kuhlung auf bis zu -
80 T erlaubt den Einsatz auch bei geringer &uf3erer Lichtintensitat. Die Aufnahmen
konnten anschlieRend direkt an einen angeschlossenen PC Ubermittelt und mit Hilfe
des Software-Programms Simple PCI von Compix C. imaging Systems dargestellt

und verarbeitet werden.

3.3.3.3 Auswertung der BLI-Aufnahmen

Die Darstellung der Bildaufnahmen am angeschlossenen Computer erfolgte als
Grauwerte entsprechend der Intensitdt und Lokalisation des detektierten
Biolumineszenzsignals. Das Programm Simple PCl ermoglichte eine Projektion
dieser Grauwerte auf Leerbilder der Maus mit einer graphischen Darstellung in
Pseudofarben. Aul3erdem erlaubte die Software eine semiquantitative Analyse der
Signalintensitaten durch Erfassung der Grauwert-Intensitat mit Angabe als relative
Luziferaseaktivitat. Dazu wurde die Starke der dem Biolumineszenzsignal
entsprechenden Flachen der Aufnahme gemessen und von dieser der Leerwert des

nicht lumineszierenden Hintergrundes subtrahiert.

3.34 Ablauf der Versuchsreihen

Ziele der in vivo-Versuche sind eine Verlaufsbeobachtung des Wachstums orthotop
implantierter Pankreaskarzinomzellen mit der Methode des BLI sowie die retrovirale
Expression von Genen durch Einsatz des RCAS-TVA-Systems. Aul3erdem sollen
durch Infektion mit unterschiedlichen RCAS-Plasmiden proliferationshemmende
Faktoren in vivo charakterisiert werden. Die notige Einteilung der Ma&use in
Versuchsgruppen kann dabei entweder vor oder nach der ersten BLI-Analyse
vorgenommen werden. AnschlieBend wird das Tumorwachstum der Tiere durch BLI
longitudinal im Verlauf nichtinvasiv verfolgt und gegenuberstellend ausgewertet. Im
Stadium der fortgeschrittenen Tumorerkrankung werden die Tiere getotet, gefolgt
von einer Gewichtsbestimmung der Tumoren, Visualisierung des EGFP-Signals

sowie einer B-Galactosidase-Farbung nach Infektion mit RCAS lacZ.

60



3. Material und Methoden

3.34.1 Gruppierung der Mause

Die mit MIA PaCa-2-Zellen injizierten Mause wurden bereits vor der orthotopen
Injektion in einzelne Versuchsgruppen aufgeteilt, wobei die Tiere einer Gruppe alle
genau denselben Zellklon aus der jeweiligen Kulturflasche erhielten. Fir die
Untersuchung der Effekte einer retroviralen Infektion mit RCAS p53, p16 "™ p19~RF
und lacZ (Kontrolle) wurden 3 Gruppen mit jeweils 4 Tieren gebildet. Aufgrund der
Wachstumseigenschaften humaner MIA PaCa-2-Zellen in Nacktmausen konnte die
in vivo-Infektion jedoch erst sehr spat durchgefuhrt werden (siehe Kapitel 4.3).

In den Experimenten mit orthotop injizierten TD-2-Zellen wurden die einzelnen
Mause erst nach der ersten BLI-Analyse am 5. postoperativen Tag auf die
Versuchsgruppen aufgeteilt. Ziel war die Gruppierung von Mausen mit mdglichst
ahnlichen BLI-Signalintensitaten fir eine besser zu beurteilende Verlaufs-
beobachtung innerhalb der Gruppen, da die Ausgangswerte trotz gleicher Anzahl von
orthotop implantierten Zellen z.T. erheblich variierten. Uberprift wurden die Effekte
einer retroviralen Infektion mit RCAS p16"™% p19°7F und lacZ (Kontrolle) mit 3
Gruppen zu je 3 Mausen, eine Gegenuberstellung von RCAS p53 und lacZ
(Kontrolle) in 2 Gruppen zu je 6 Mausen sowie der knockdown mit RCAS shRNA
EGF-R, shRNA c-myc und shRNA Co (Kontrolle) in 3 Gruppen zu je 3 Mausen.

3.34.2 Totung der Tiere, Tumorentnahme und Gewichtsbestimmung

Bei weit fortgeschrittenem Tumorstadium mit starker Aszitesbildung wurden die
Mause unter ausreichender Injektionsnarkose mit MMF durch mechanischen
Genickbruch getttet. Fur eine abschlieRende Erfassung des Luziferasesignals der
Tumoren war den Tieren 10 min vor dem Exitus D-Luziferin gemeinsam mit den
Narkotika verabreicht worden. Hierdurch konnten noch einmal in vivo-Aufnahmen mit
Analyse des Biolumineszenzsignals vorgenommen werden. Danach wurde das
Abdomen der gettteten Mause mit einer langen medianen Laparotomie erdffnet und
der Primartumor sowie eventuell makroskopisch sichtbare metastatische
Absiedelungen entsprechend der BLI-Bilder lokalisiert. Samtliche Tumoranteile
wurden mit Pinzette und Skalpell entnommen, von anderen Geweben, wie Anteilen
der Milz, isoliert und mit einer Feinwaage gewogen, um das Gewicht des

Gesamttumors als relatives Mal} fir seine Ausdehnung zu erhalten.
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Erganzend zum BLI wurde ex vivo das EGFP-Signal der resezierten Tumoren unter
einer Blaulicht-Lampe bei einer Wellenlange von ca. 480 nm detektiert. Die EGFP-
Analyse erméglichte die exakte Lokalisation der Tumoren und eventuell vorhandener
groerer Absiedelungen im Abdomen aufgrund des Fluoreszenzsignals der stabil mit
EGFP transfizierten Zellen. Zudem erleichterte sie eine Abpraparation tumorfremder

Gewebe, wie z.B. von Anteilen der Milz, vor der Gewichtsbestimmung der Tumoren.

3.3.4.3 B-Galactosidase-Farbung entnommener Gewebe

Eine retrovirale Infektion der Tumorzellen in vivo mit RCAS lacZ ermdglicht eine
Kontrolle der Infektionseffizienz durch [(-Galactosidase-Farbung ex vivo
entnommener Gewebe. Das Prinzip beruht wie bei der in vitro-Farbung einzelner
Zellen auf der Umsetzung des Substrates X-Gal durch das von lacZ exprimierte

Enzym B-Galactosidase mit sichtbarer Blaufarbung (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Losungen und Puffer fur die B-Galactosidase-Farbung von Geweben

lacZ-Fixationslésung 25 ml

Gibco D-PBS 21,9 ml
Magnesium-Chlorid-Lésung MgCl, 1M 2,5 mi
Glutaraldehyd 50 % 0,1 mi
EDTA 250 mM 0,5 ml
lacZ-Waschpuffer 125 ml

Gibco D-PBS 1225 ml
Magnesium-Chlorid-Lésung MgCI2 1M 250 I
Natrium-Deoxycholat 1 % 1,25 ml
NP-40 2 % 1,25 ml
lacZ-Farbelbsung 25 ml

lacZ Waschpuffer 23,5 ml
X-Gal 20 mg / ml in DMF gel6st 1 mi
Kalium-Ferrocyanid K4[Fe(CN)g] 500 mM 250 Ml
Kalium-Ferricyanid K3[Fe(CN)s] 500 mM 250 I
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Die aus den getoteten Tieren resezierten Tumoren wurden gemeinsam mit Anteilen
von Leber oder Milz griindlich mit Gibco-PBS gewaschen und mit dem Skalpell zur
Schaffung einer Schnittflache durch den gesamten Tumor halbiert. Danach konnten
die Proben durch Zugabe von lacZ-Fixationsldsung fir mindestens 4 Stunden unter
Schitteln bei 4 T fixiert werden. AnschlieRend wur den die Gewebe dreimal je 20
min grundlich in lacZ-Waschpuffer gewaschen und dann Gber Nacht lichtgeschtzt in
lacZ-Farbelosung bei Raumtemperatur gelagert. Am folgenden Tag konnte das

Ergebnis anhand der Blaufarbung beurteilt werden.

3.35 Statistische Methoden

Das gesamte Datenmaterial der in vivo-Versuche wurde von jeweils mindestens 3
voneinander unabhangigen Experimenten bezogen. Fir die Auswertung und
statistische Analyse wurde das Programm Sigma Plot® 8.0 eingesetzt mit Darstellung
der Ergebnisse als Mittelwerte sowie Ergdnzung durch die jeweiligen
Standardabweichungen. Beim Vergleich zweier Mittelwerte wurde zur Berechnung
der Signifikanzen nach Varianzanalyse ein zweiseitiger Student’s t-Test fur
unabhangige Stichproben verwendet, wobei Werte von p < 0,05 als statistisch

signifikant bewertet wurden.
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4. Ergebnisse

4.1 Etablierung des RCAS-TVA-vermittelten

retroviralen Gentransfers in vitro

4.1.1 Infektion TVA-exprimierender Zelllinien mit RCAS lacZ

Die fur das Reportergen lacZ kodierende DNA-Sequenz wurde in den Gateway-
kompatiblen ,destination“-Vektor RCAS BP (A) kloniert und als RCAS lacZ-Plasmid
fur die Transfektion von DF-1-Zellen verwendet. Etwa 1 Woche nach Transfektion
konnte virushaltiger Zelluberstand geerntet werden. Nach Zentrifugation und
Filtration diente der RCAS-haltige Uberstand zur Infektion der in 6-Well-Platten diinn
ausgesaten MIA PaCa-25CFPMeTVA hzy. TD-2ECFPMUCTVA 7allen. Die retrovirale
Infektion erfolgte tber einen Zeitraum von 5 Tagen mit Zugabe von frisch geerntetem
virushaltigen Uberstand jeweils im Abstand von ca. 12 Stunden. AbschlieRend
wurden die infizierten Tumorzellen in den 6-Well-Platten fixiert und unter
Verwendung des B-Gal Staining Kit der Fa. Invitrogen gefarbt. Die bei der
enzymatischen Reaktion auftretende Blaufarbung wurde nach 3-stiindiger Inkubation
lichtmikroskopisch beurteilt. Sie diente zur Analyse der Infektionseffizienz nach dem
Verhéltnis blau-gefarbter, erfolgreich retroviral-infizierter Zellen in Relation zur
Gesamtzelldichte in den 6-Well-Kulturgefal3en (siehe Abbildung 16).

| o,
4 »
7y g ‘:'“ — - NGl s

a) MIA PaCa-2°F"™“VA_zellen nach 5-tagiger Infektion mit RCAS lacZ uanischlieRende-
Galactosidase-Farbung. Die Blaufarbung des Zytopdas kennzeichnet erfolgreich infizierte
Zellen mit Expression dekacZ-Genproduktegl-Galactosidase. Annéhernd 100 % aller Zellen
exprimieren das retroviral transferierte Reporterge
b) B-Galactosidase-Farbung von TB™ VA Zellen nach 5-tagiger Infektion mit RCAS lacZ:
Geringere Infektionseffizienz als bei MIA PaCa-2-80 % aller TD-2-Zellen exprimierdacZ.

.,:.‘

64



4. Ergebnisse

Abbildung 16: Transduktionseffizienz von MIA PaCa-2F¢PMe™VA pzw, TD-
2ECFPuc-TVA_Zellen nach Infektion mit RCAS lacZ

MIA PaCa-2- zeigen bei diesem in vitro-Versuch eine hohere Infektionsrate als TD-2-
Zellen. Wahrend nahezu 100 % aller MIA PaCa-2-Zellen eine Blaufarbung als
Beweis fur eine erfolgreiche retrovirale Infektion mit Expression des Reportergens

lacZ aufweisen, sind dies bei murinen TD-2-Zellen nur etwa 70-80 % aller Zellen.

4.1.2 Knockdown der Reportergene EGFP und fluc

Die Blockade der Genexpression von EGFP und fluc erfolgte nach dem RNAI-Prinzip
(siehe Kapitel 1.6). Hierzu wurden doppelstrangige shRNAs, welche Sequenzen flr
die Erkennung homologer Abschnitte der jeweiligen mRNA beinhalten, in den
.destination“-Vektor RCAS BP (A) kloniert und mit Superfect in DF-1-Zellen
transfiziert. Nach entsprechender Passagierung wurde virushaltiger Uberstand der
DF-1-Zellen geerntet. Fir die retrovirale Infektion wurden MIA PaCa-25CFP/luc-TVA,
und TD-25CFPMUCTVA Zollen in 6-Well-GefaRen dinn ausgesat und Uber einen
Zeitraum von 4 Tagen jeweils taglich frisch geernteter und filtrierter Uberstand
zugesetzt. Fur die Beurteilung des Hemmeffektes einer Infektion mit RCAS shRNA
EGFP auf die Expression des fluoreszierenden Reportergens wurden die Zellen
fluoreszenzmikroskopisch unter einer Blaulichtlampe mit ca. 480 nm Wellenlange
angeregt; die emittierte Fluoreszenz wurde bei 530 nm Wellenlange detektiert.
Abbildung 17 zeigt den Effekt des Knockdown nach 4-tagiger Infektion in Relation zur
EGFP-Expression nach 4-tagiger retroviraler Infektion mit der Kontrolle RCAS
shRNA Co. Die Aufnahmen wurden aufgrund der langen spezifischen Halbwertszeit

des EGFP-Proteins jeweils 5 Tage nach Abschluss der Infektion angefertigt.
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a) MIA PaCa-8CFP™TVA nicht retroviral infiziert mit reguldrer, homogere®GFP-Expression.

b) MIA PaCa-2°F"“™VAnach 4-tagiger Infektion mit RCAS shRNA EGFP: Feswenzmikro-
skopische Darstellung des spezifischen KnockdownB@FP durch das RNAI-Prinzip.

c) MIA PaCa-8¢FPMeTVAnach 4-tagiger Infektion mit RCAS shRNA Co. Homogdixpression
des fluoreszierenden EGFP entsprechend den niitieiten MIA PaCa-2¢7""cVAzellen. Der
Einsatz von shRNAs erlaubt eine spezifische, passieriptionelle Regulation der Genexpressid

d) TD-ZCFPMUCTVA nicht retroviral infiziert mit homogen&GFP-Expression.

e) TD-FCFPMeTVA nach 4-tagiger Infektion mit RCAS shRNA EGFP. Sfszher Knockdown
des fluoreszierenden Proteins EGFP nach dem RNAZBr

f) TD-25CFPMcTVA nach 4-tagiger Infektion mit der Kontrolle RCASRSWA Co. Bei retroviraler
Infektion mit Transfer der Kontroll-shRNA Darstatig einer homogendeGFP-Expression.

Abbildung 17: Knockdown von EGFP in MIA PaCa-25C¢FPMec™VAL ynd TD-

2ECFPMUC-TVA_7allen nach Infektion mit RCAS shRNA EGFP

Die Beurteilung der Expressionshemmung des Reportergens fluc erfolgte durch
quantitative Analyse der Luziferaseaktivitat infizierter bzw. nicht infizierter Zellen.
Hierzu wurden die Zellen nach Abschluss der 4-tagigen Infektion aus den 6-Well-

Platten mit passiver Lyse gewonnen und nach Zugabe der Substrate D-Luziferin und

n.

ATP im Bioluminometer auf ihre Luziferaseaktivitdt untersucht. Die Angabe der

Aktivitat erfolgte nach Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der Lysatproben als

relative Luziferaseaktivitat pro ug Protein (siehe Abbildung 18).
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nicht infiziert ~ shRNA fluc nicht infiziert ~ shRNA fluc
MIA PaCa-ZCFPMTVA_ ynd TD-FCFPMU“TVA_ 7Zellen nach 4-tagiger Infektion mit RCAS shRNA
fluc im Vergleich zu nicht infizierten Zellen: Anale der Luziferaseexpression durch Messling
der relativen Luziferaseaktivitat ppg Protein, angegeben in ,relative light units* (RLU
a) MIA PaCa-2°""™=TVA7allen nach 4-tagiger Infektion mit RCAS shRNAdlim Vergleich zu
nicht-transduzierten Zellen: Reduktion der Luzigsraktivitat auf ca. 33 %.
b) TD-ZC¢FMeTVA7allen nach 4-tagiger Infektion mit RCAS shRNAdlim Vergleich zu nicht-
transduzierten Zellen: Reduktion der Luziferaseskii auf ca. 50 %.

o

Abbildung 18: Knockdown von fluc in MIA PaCa-2ECFPMUcTVA ng Tp-2ECHP/uc
TVA_Zellen nach Infektion mit RCAS shRNA fluc

Die Analyse der EGFP-Expression durch Fluoreszenzmikroskopie erméglicht eine
bildliche Darstellung des spezifischen Knockdown von EGFP durch retrovirale
Infektion mit RCAS shRNA EGFP; ein Transfer der Kontroll-shRNA vermindert die
Genexpression dagegen nicht, erkennbar am homogenen Fluoreszenzsignal der
Zellen. Durch Messung der relativen Luziferaseaktivitat von MIA PaCa-2- und TD-2-
Zellen lasst sich die durch retrovirale Infektion mit RCAS shRNA fluc maximal
erreichte Reduktion der Luziferaseexpression quantitativ bestimmen. Dabei ist der
maximal erreichbare Knockdown der fluc-Expression im Vergleich zu nicht-infizierten
Zellen bei MIA PaCa-2- starker ausgepragt als bei TD-2-Zellen, mit einer Reduktion
auf ca. 33 % bei MIA PaCa-2 gegenuber einer Reduktion auf ca. 50 % bei TD-2.

4.1.3 Tetrazyklin-regulierte Genexpression  in vitro

Fur die Validierung therapeutischer Targets auf genetischer Ebene in vivo ist die
Etablierung eines Systems zur gezielten, induzierten Genexpression winschenswert.

In dieser Arbeit wurde hierflr das Prinzip der tetrazyklin-regulierten Genexpression
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getestet (siehe Kapitel 3.2.3). Dazu wurde die fur den Tet-Repressor kodierende
Sequenz rtTA (reverse tetracycline transcriptional transactivator) gemeinsam mit
einem Puromycin-Resistenzgen in den RCAS BP (A)-Vektor kloniert (RCAS rtTA
IRES Puromycin) und mit der RCAS-TVA-basierten Methode der retroviralen
Infektion in TD-2F¢FPMUeTVA 7gllen transferiert. Nach Selektionierung erfolgreich
infizierter Zellen wurde die Mdoglichkeit der gesteuerten Expression bei retroviraler
Infektion der Zellen mit RCAS CMV Tet-Operator lacZ bzw. der Genblockade durch
RCAS H1 Tet-Operator shRNA fluc Uberprift. Der Tet-Repressor in den rtTA-
positiven TD-2 bindet mit hoher Affinitdt an die Tet-Operator-Sequenzen im CMV-
bzw. H1-Promotor, welche dem lacZ-Gen bzw. der shRNA vorgeschaltet sind, und
unterdriickt damit deren Expression (Hillen und Berens, 1994; siehe Kapitel 3.2.3).
Durch Zugabe von Tetrazyklin wird die Blockade durch den Tet-Repressor aufge-
hoben und die Genexpression induziert. Abbildung 19 zeigt die Hemmwirkung durch
den Tet-Repressor in TD-2ECFPMUCTVATTA 7allen nach 5-tagiger Infektion mit RCAS
CMV Tet-Operator lacZ und nach B-Galactosidasefarbung. Zudem ist der Effekt der
tetrazyklin-regulierten Expression mit gezieltem Knockdown der Luziferaseaktivitat

nach retroviralem Transfer von RCAS H1 Tet-Operator shRNA fluc dargestellt.

b
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0,0

TD-2-1TA TD-2-"TA TD-2-1TA
- et nicht infiziert shRNA fluc shRNA fluc
Lt id LR e ohne Tet mit Tet

;

TD-2""
lacZ
mit Tet

;

RLU firefly Luziferase / pg Protein ~~
N
7

a) TD-FCFPMTVATTA 7allen nach 5-tagiger Infektion mit RCAS CMV Tepé€rator lacZ mit
bzw. ohne Zugabe von Tetrazyklin: NagtGalactosidasefarbung Blaufarbung als Nachweis|der
erfolgreichen Genexpression bei ca. 80 % der Tueflerz, allerdings zeigt sich auch ohpe
Zugabe des Induktors Tetrazyklin bei ca. 20-30 ¥oZédlen eine Expression dexZ-Gens.

b) TD-ZFCFPMueTVATTA 7allen nach 4-tagiger Infektion mit RCAS H1 T@perator shRNA fluc:
Durch Zugabe von Tetrazyklin Reduktion der Luzigsaktivitat auf ca. 58% in Relation zu nich
infizierten Zellen als Zeichen der Induktion derR&IA-Expression, allerdings auch ohne
Tetrazyklin Nachweis einer Verminderung der rekivLuziferaseaktivitat der TDES/ue-TVA-
"TA_Zellen um ca. 18 % in Relation zu nicht-infizierteumorzellen auf ca. 82 %.

—
]
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Abbildung 19: Tetrazyklin-regulierte Expression von lacZ bzw. shRNA fluc in

vitro

Nach p-Galactosidasefarbung der mit RCAS CMV Tet-Operator lacZ-infizierten
Zellen weisen trotz rtTA- bzw. Repressor-Expression ca. 20-30 % der Tumorzellen
eine Blaufarbung als Zeichen fir die lacZ-Expression auf. Nach Infektion von TD-
2ECFPIMuc-TVATTA_7allen mit RCAS H1 Tet-Operator shRNA fluc wird durch Tetrazyklin
die relative Luziferaseaktivitat auf ca. 58 % vermindert in Relation zu nicht-infizierten
Zellen - als Zeichen einer Induktion der shRNA fluc-Expression. Jedoch zeigen auch
infizierte Zellen ohne Zugabe von Tetrazyklin eine Reduktion der Luziferaseaktivitat
auf ca. 82 %. Das System ist nicht in der Lage, die Expression von Reportergenen
bzw. shRNAs vollstdndig zu blockieren bzw. zu aktivieren. Aus diesem Grund ist eine
Verwendung der Methode mit dem Ziel einer kontrollierten Genexpression in
Tumorzelllinien nicht praktikabel, da die Transkription von proliferationshemmenden
Faktoren bereits in vitro nicht ausreichend gehemmt wirde. Die Alternative in der
vorliegenden Arbeit ist daher das Prinzip der intraperitonealen in vivo-Infektion einige

Tage nach der orthotopen Implantation der Tumorzellen in die Versuchstiere.

4.2 Korrelation von Biolumineszenzsignal in vivo

und Tumorgewicht ex vivo

Die Methode der nichtinvasiven Biolumineszenzbildgebung (BLI) gestattet eine
sensitive Detektion fluc-exprimierender Tumorzellen in vivo. Allerdings lasst sich die
Starke des Signals nur semiquantitativ bestimmen als Angabe relativer Luziferase-
einheiten (siehe Kapitel 1.4.2). Um aus dem registrierten Signal valide Aussagen
Uber die tatsachliche Tumorausdehnung ziehen und damit therapeutische Effekte
wahrend longitudinaler Verlaufsstudien beurteilen zu kodnnen, ist eine enge
Korrelation zwischen der Intensitéat des BLI-Signals in vivo und dem Tumorgewicht ex
vivo erforderlich. Aus diesem Grund wurde von insgesamt 23 Versuchsmausen mit
Tumoren unterschiedlicher Grol3e die Starke des Biolumineszenzsignals in vivo
bestimmt und anschlieend mit den Parametern Tumorgewicht, Biolumineszenz-
(BLI) sowie Fluoreszenzsignal (FLI) ex vivo korreliert. Nach Tétung der Tiere erfolgte

die sorgfaltige und vollstandige Entnahme des gesamten Tumorgewebes unter
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Zuhilfe-nahme eines Fluoreszenzstereomikroskops zur Detektion der EGFP-
exprimierenden Tumorzellen. Abbildung 20 verdeutlicht die beiden angewandten
Techniken des BLI und FLI an Mausen mit unterschiedlich grof3en Tumoren. An den
drei beispielhaft dargestellten Fallen wird bereits erkennbar, dass sich aus der Starke
des in vivo gemessenen Signals Rickschlisse auf die Ausdehnung und Masse der
Tumoren ziehen lassen. Da jedoch zahlreiche Mause besonders im Stadium des
fortgeschrittenen Tumorwachstums eine zunehmende Ansammlung von Aszites
aufweisen, missen diese Tiere gesondert betrachtet werden. Insbesondere grol3ere
Mengen Aszites erhdhen die Absorption des Biolumineszenzsignals der darunter
liegenden Tumoren und vermindern die gemessene Luziferaseaktivitat; zudem zeigt
der Aszites selbst haufig ein diffuses Signal aufgrund der darin befindlichen
lumineszierenden Tumorzellen (siehe Abbildung 21). Daher wurde eine eigene
Korrelation fur insgesamt 17 Tumoren ohne Aszitesbildung angefertigt mit
Gegenuberstellung von relativer Luziferaseaktivitat in vivo - gemessen in ,relative
light units* (RLU) - und dem in Gramm angegebenen Tumorgewicht ex vivo (siehe
Abbildung 22 a): Sie bestétigt die grol3e Aussagekraft der Biolumineszenzbildgebung
bzgl. der tatséchlichen Tumorgro3e, insbesondere im kleinen und mittleren
GroRenbereich mit einem Korrelationskoeffizienten von r* = 0,9314. Die in diesem
Nacktmausmodell erhobenen Daten validieren das Biolumineszenzimaging als
aussagekraftige Methode fir eine longitudinale Analytik der Progression von orthotop
implantierten Pankreaskarzinomzellen in vivo.

Werden dagegen Mause mit Aszitesbildung in die Berechnung mit einbezogen, so
sinkt der Korrelationskoeffizient erheblich (siehe Abbildung 22 b). Da sich Aszites
allerdings erst im Endstadium der Tumorerkrankung in Mausen bildet und die
Versuchstiere bei weit fortgeschrittener Tumorprogression getétet werden, ist dieser
Umstand in der vorliegenden Arbeit von untergeordneter Bedeutung bei der

longitudinalen Verlaufsbeobachtung der Tumorprogression in vivo.
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kleiner Tumor mittelgrof3er Tumor grol3er Tumor
BLI
in vivo
)
BLI
- -
Weisslicht l
ex Vivo
FLI
ex vivo
Tumor-
gewicht 179 399 6.79
RLU 2,99 x 10’ 1,19 x 10° 2,47 x 10°
Abbildung 20: Korrelation von BLI in vivo mit BLI, FLI und Tumorgewicht ex vivo
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BLI in vivo BLI ex vivo Weisslicht bzw. FLI ex vivo
){f{#‘
P32 2 y
RLU 7,40 x 10’ Tumorgewicht 6,5 g

Abbildung 21: BLI und FLI bei Aszitesbildung
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Abbildung 22: graphische Darstellung der Korrelation von Biolumineszenzsignal

(BLI) in vivo und Tumorgewicht ex vivo
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4.3 Wachstumsverhalten orthotop implantierter

Pankreaskarzinomzellen

Nachdem bei Versuchstieren ohne Aszitesbildung eine enge Korrelation von BLI-
Signalintensitat in vivo und Tumorgewicht ex vivo gezeigt werden konnte (siehe
Kapitel 4.2), sind valide Aussagen Uber das Wachstum orthotop implantierter Zellen
mit longitudinaler Verlaufsbeobachtung durch die Methode des Biolumineszenz-
Imaging moglich. Bemerkenswert sind dabei insbesondere Unterschiede in der
Progression von Tumoren humaner respektive muriner Zellen. Abbildung 23 zeigt
reprasentativ das Wachstum der humanen Pankreaskarzinomzellen MIA PaCa-
2ECFPMuc-TVA nach orthotoper Injektion von 5x10° Zellen in Nacktmausen. Die
Intensitat des BLI-Signals als Zeichen fir Tumorausdehnung bzw. Zellzahl nimmt
zunachst Uber einen Zeitraum von 25-30 Tagen nach der Implantation ab. Dies zeigt,
dass nur wenige der implantierten Zellen in vivo Uberleben und die Tumoren erst
nach uber einem Monat eine kontinuierliche GréRRenzunahme aufweisen. Die
Ursache hierfur ist vermutlich eine AbstoRung humaner MIA PaCa-2-Zellen in den
Nacktmausen. Daher ist der Einsatz der intraperitonealen in vivo-Infektion fur
vergleichende Studien therapeutischer Effekte erst ca. 40-45 Tage nach Implantation

im Stadium des kontinuierlichen Tumorwachstums sinnvoll.

BLI der Progression orthotop implantierter, humaMiA PaCa-Z°F"™“™A im Nacktmaus-
modell (implantierte Zellzahl 5x£) Longitudinale Verlaufsbeobachtung des Tumorwaghsin
vivoa) 5 Tage, b) 14 Ta, c) 21 Tage, d) 30 Tage, e) 42 Tage und f) 55 Tagh Implantatiol

Abbildung 23: Tumorprogression orthotop implantierter MIA PaCa-2 in vivo

2EGFP/f|uc-TVA

Das Wachstum der murinen Tumorzellen TD- in Nacktmdusen nach

orthotoper Implantation unterscheidet sich stark von humanen MIA PaCa-2 (siehe
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Abbildung 24). Murine TD-2-Zellen kbnnen in sehr geringen Mengen mit einer
Zellzahl von 1x10* implantiert werden und zeigen dennoch eine kontinuierliche
Progression im Verlauf ohne Zeichen der Transplantatabstof3ung. Daher erlauben
TD-2 im Gegensatz zu MIA PaCa-2 eine frihzeitige in vivo-Infektion bereits im

Anfangsstadium des Tumorwachstums im Mausmodell.

_2EG FP/flu-TVA

BLI der Progression orthotop implantierter, murin€D im Nacktmausmodel
(implantierte Zellzahl 1x1Y. Longitudinale Verlaufsbeobachtung des Tumorwaghsin vivo a)
5 Tage, b) 14 Tage, c) 21 Tage, d) 30 Tage, e)afe Tind f) 55 Tage nach Implantation.

Abbildung 24: Tumorprogression orthotop implantierter TD-2 in vivo

4.4 Etablierung des RCAS-TVA-basierten retrovirale n

Gentransfers in vivo

4.4.1 Prinzip der in vivo -Infektion

Die unvollstandige Blockade der Expression retroviral transferierter Gene durch den
Tet-Repressor verhindert den Einsatz der tetrazyklin-regulierten Expression mit Hilfe
des RCAS-TVA-Systems in dem Versuchsansatz der vorliegenden Arbeit (siehe
Kapitel 4.1.3). Daher kann die retrovirale Infektion der Tumorzellen erst nach
orthotoper Implantation der Zellen in vivo erfolgen. Zur Produktion der RCAS-Viren in
vivo dienen DF-1-Zellen, welche in vitro mit dem entsprechenden RCAS-Vektor
transfiziert wurden und zur Erzeugung hoher Virustiter befahigt sind (siehe Kapitel
1.5). Die Darstellung in Abbildung 25 verdeutlicht, dass intraperitoneal injizierte,
aufgrund einer fluc-Expression durch BLI detektierbare DF-1-Zellen etwa 1 Woche in
vivo nachweisbar sind und in den verwendeten, immunodefizienten Nacktmausen

keine Tumoren formieren.
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i.p. DF-1-
RCAS fluc

a) Intraperitoneale Injektion von DF-1 RCAS fluc Macktmausmodell (Zellzahl 2x0 BLI mit
Detektion der lumineszierenden DF-1 RCAS fluc b)Mifuten, ¢) 2 Tage, d) 5 Tage, e) 8 Tage
und f) 14 Tage nach i.p.-Injektion. Keine Tumorfation durch DF-1-Zellen in Nacktmausen.

Abbildung 25: In vivo-Bildgebung i.p.-injizierter DF-1 RCAS fluc in Nacktm&ausen

4.4.2 Retroviraler Gentransfer des lacZ-Reportergens in vivo

Fur die retrovirale Infektion von Tumorzellen mit dem Reportergen lacZ in vivo
wurden DF-1-Zellen mit dem Vektor RCAS lacZ transfiziert und in einer Anzahl von
2x10’ Zellen pro Nacktmaus i.p. injiziert. Den Tieren waren 5 Tage zuvor 5x10° MIA
PaCa-25CFPMeTVA hzw. 1x10% TD-2ECFPMUCTVA Zallen orthotop implantiert worden. Im
Stadium der fortgeschrittenen Tumorerkrankung wurden die Versuchstiere getotet
und anschlieBend das isolierte Tumorgewebe durch B-Galactosidasefarbung
analysiert (siehe Kapitel 3.3.4.3). Die Abbildungen 26 bzw. 27 zeigen die Infektion
von humanen MIA PaCa-25¢FPMeVA hzw, murinen TD-25¢FPMCTVA Tumoren mit

Blaufarbung erfolgreich retroviral infizierter Tumorzellen.

ungefarbte

ungefarbtes
Areale Lebergewebe

Infektion von MIA PaCa-Z™™™A_Tumoren durchin vivo-Infektion nach i.p.-Injektion vor
DF-1 RCAS lacz-Zellen im Nacktmausmodell. af5alactosidasefarbung des vivo isolierten
Primartumors. b) Nach Farbung angefertigte Schéutte: Keine Blaufarbung des innerén
Anteils des Tumors bei mangelnder Penetration dgbdfosung. c) Darstellung ungefarbter
Tumorareale ohne retrovirale Infektion sowie nidiizierten Lebergewebes als Kontrolle.
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Abbildung 26: In vivo-Infektion von MIA PaCa-25¢FP1cTVA 7e|len mit RCAS lacz

a)

Tumor infiziert mit Schnittflache Schnittflache
RCAS shRNA Co nach Farbung angefertigt vor Farbung angefertigt

Infektion von TD-Z¢F™“™VA_Tymoren durchin vivo-Infektion nach i.p.-Injektion von DF-1
RCAS lacZ-Zellen im Nacktmausmodell. @}Galactosidasefarbung eines mit RCAS lacZ
infizierten Tumors im Vergleich zu einem TD-2-Tumpach retroviraler Infektion mit eingr
Kontroll-shRNA: Auftreten der Farbung lediglichRCAS lacZ-, nicht aber in RCAS shRNA Co-
infizierten Tumoren. b) Darstellung einer nach k& angefertigten Schnittflache mit
mangelnder Penetration der Farbelésung in das Tinnee. c) Homogene Blaufarbung einer vor
Farbung angefertigten Schnittflache als Zeichenéiiie erfolgreiche retrovirale Infektion mijt
lacZ-Expression auch in den inneren Tumoranteilen.

Abbildung 27: In vivo-Infektion von TD-2E¢FPMCTVA 7allen mit RCAS lacZ

Die Blaufarbung grof3er Anteile der Tumoren bei fehlender Farbung von Leber oder
nicht mit RCAS lacZ infizierten Tumoren zeigt die Effizienz der gezielten retroviralen

Infektion von MIA PaCa-2 und TD-2 in vivo mit Expression des transferierten Gens.

4.4.3 Knockdown der fluc -Expression mittels RNAiI in vivo

Als ,proof of principle* eines Knockdown der Genexpression in vivo wurde die
Expression des Reportergens fluc in 1x10° orthotop implantierten MIA PaCa-25¢7P/lue-
TVA_Zellen durch in vivo-Infektion mit i.p.-injizierten DF-1-RCAS shRNA fluc-Zellen
herabreguliert. Fur die Bewertung des durch RNAI erreichbaren Knockdown in vivo
wurden insgesamt 3 Versuchspaare gebildet mit Gegentiberstellung von jeweils einer
retroviral infizierten mit einer nicht infizierten Maus. Dabei geschah die Injektion der
RCAS-produzierenden DF-1-Zellen zunachst zu einem friihen Zeitpunkt bereits am
2. Tag nach Implantation, unmittelbar nach der ersten Biolumineszenzbildgebung.
Die beiden Bilderreihen in Abbildung 28 verdeutlichen den Effekt der Genblockade

an einem reprasentativen Versuchspaar.
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3

20 A

0 5 10 15 20 2 3 MIA PaCa-2  MIA PaCa-2
Tagen.l. nicht infiziert RCAS shRNA fluc

In vivo-Infektion von 1x16 MIA PaCa-Z°¢F"™"™VA_7Zellen mit RCAS shRNA fluc am 2. Tag nad
orthotoper Implantation im Nacktmausmodell. Datsteg des spezifischen Knockdown d
Luziferaseexpression in der oberen Bildreihe apgel b) 6 Tage, c) 10 Tage, d) 15 Tage, €)
Tage und f) 30 Tage nach orthotoper ImplantatianTdgnorzellen. In der unteren Bildreihe zu
Vergleich BLI von MIA PaCa-Z ""“™A7ellen ohne retrovirale Infektion der Zellen.

g) Longitudinale BLI-Analyse mit Angabe der Luziéseaktivitdt prozentual zum jeweiligg
Ausgangswert der Verlaufsbeobachtung am Tag 2:nlelveils 3 Mause wurden mit RCA
shRNA fluc infiziert (gestrichelte Linie) und in Rdion zu nicht-infizierten, orthotog
implantierten MIA PaCaZ " ™VAzellen (durchgezogene Linie) mittels BLI analysier

f) Relative Luziferaseaktivitdat am 30. Tag n. Indckdown defluc-Expression auf ca. 23 % d§g
Ausgangswertes am Tag 2 baivivo-Infektion mit RCAS shRNA fluc im Vergleich zu nith
infizierten MIA PaC-2-Tumoren (Student «Test,” p < 0,001 vs. nickinfiziert).
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Abbildung 28: Herabregulation der fluc-Expression in MIA PaCa-2EC¢FP/lue-TVA,

Zellen durch RNAI nach in vivo-Infektion mit RCAS shRNA fluc

Die spezifische Herabregulation der fluc-Expression spiegelt sich wider in der
prozentualen relativen Luziferaseaktivitat von RCAS shRNA fluc-infizierten Tumoren
am Tag 30 nach Implantation in Relation zum Ausgangswert am Tag 2. Im Vergleich
zu nicht-infizierten Mausen zeigt sich eine deutliche Reduktion der Luziferaseaktivitat
auf ca. 23 % des Ausgangswertes (Student’s t-Test, p < 0,001 vs. nicht-infiziert).

Abbildung 29 demonstriert die Blockade der fluc-Expression bei spater in vivo-
Infektion von MIA PaCa-25¢FPMCTVATymoren erst am 72. Tag nach orthotoper
Implantation der Zellen. Der Vergleich mit einem Versuchstier bei retroviraler
Infektion mit einer Kontroll-shRNA bestatigt den spezifischen Knockdown der

Luziferaseexpression in vivo durch RNA..

DF-1 RCAS
shRNA fluc

\ @
*
DF-1 RCAS
SshRNA Co

In vivo-Infektion von MIA PaCa-Z™“™A mit RCAS shRNA fluc (obere Reihe) bzw. Kontrol
shRNA (untere Reihe) mit BLI-Analyse a) 60 Tage7B)Tage, c) 80 Tage und d) 94 Tage n. I.
e) Inhomogenduc-Expression des grossen Tumors nach Infektion @AR shRNA fluc.

f), g) EGFP-Expression in allen Tumoranteilen bei spezifischamckdown defluc-Expression.

Abbildung 29: Knockdown der fluc-Expression in MIA PaCa-25CFPMec™VA qyrch

RNAI nach in vivo-Infektion mit RCAS shRNA fluc am 72. Tag n. I.
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4.5 Funktionelle Genanalyse mittels RCAS-TVA-

vermitteltem retroviralen Gentransfer IN vitro

45.1 Proliferationsanalyse nach Rekonstitution von p53,
p16™* und p19”**F bzw. Knockdown von EGF-R und c-

myc

Die Untersuchung der Proliferation von MIA PaCa-25¢FF/MeTVA. ynd TD-2ECFP/lucTVA,

Zellen nach retroviraler Infektion mit Expressionskassetten fr die Tumorsuppressor-

6™ und p19”*F bzw. shRNAs gegen EGF-R und c-myc erfolgte mittels

gene p53, pl
BrdU-Assay. Fur das Experiment wurden die cDNA-Sequenzen bzw. shRNAs sowie
die entsprechenden Kontrollen - eine Expressionskassette fur lacZ bzw. eine
Kontroll-shRNA - in den RCAS-Vektor kloniert und fir die Transfektion von DF-1-
Zellen verwendet. Die Tumorzellen wurden in 96-Well-Platten zu je 1000 Zellen pro
Well ausgesat und nach 24, 48 und 72 Stunden mit je 100 pl des von DF-1-Zellen
produzierten virushaltigen Uberstandes infiziert. In Abbildung 30 ist der proliferations-
hemmende Effekt bei Infektion von MIA PaCa-25CFPMUCTVA Zallen mit RCAS p53,
p16™* und p19""F sowie RCAS lacZ als Kontrolle dargestellt. Die Berechnung
erfolgte aus drei unabhangigen Versuchen, wobei fur die Analyse eines jeden
Einzelversuches der Mittelwert aus 5 Replikaten gebildet wurde. Wahrend die
Proliferation bei retroviralem Transfer von lacZ unverandert bleibt, nimmt sie bei
Expression von p53 auf 51,7 %, bei p16'™* auf 68,5 % (Student’s t-Test, "p < 0,001
vs. Kontrolle) und bei p19”°f* auf 80 % (Student’s t-Test, 'p < 0,05 vs. Kontrolle) in
Relation zu nicht-retroviral-infizierten MIA PaCa-25¢F"MeTVA Zellen ab.

Die Analyse der Proliferation von murinen TD-2E€FPMCTVA 7ellen wurde zusétzlich
bei retroviraler Infektion mit shRNAs gegen EGF-R und c-myc vorgenommen (siehe
Abbildung 31). Der Effekt der Proliferationshemmung durch ektope Expression von
p53, p16"™“® und p19”°"F ist schwacher ausgepragt als bei humanen MIA PaCa-
2ECFPMuc-TVA_Zellen, aber ebenso signifikant. Die Infektion mit RCAS lacZ oder der
Kontroll-shRNA zeigt keine Wirkung im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen. Die
Blockade der Zellproliferation ist am deutlichsten bei retroviraler Infektion mit RCAS
p16™*2 (75,4 %) und RCAS p53 (75,9 %) in Relation zur Kontrolle (Student’s t-Test,

9ARF

“p < 0,001 vs. Kontrolle). Die Expression von pl vermindert die Proliferation auf
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87,6 %. Durch Transfer der beiden shRNAs gegen EGF-R wurde die Proliferation auf
86,6 % bzw. 82,3 % vermindert; die beiden shRNAs gegen c-myc reduzierten die
Proliferation auf 77,2 % bzw. 77,4 % (Student’s t-Test, 'p < 0,05 vs. Kontrolle).

100 - BrdU-Proliferationsanalyse vo

MIA PaCa-Z°FMe™Azellen:
Darstellung der Proliferations

80 aktivitat in Relation zu den nicht
infizierten Zellen bzw. den mi

RCAS lacZ-infizierten Kontroll-

60 zellen. Ausgepragte Reduktio
der Proliferationsaktivitat be

retroviraler Infektion mit RCAS

40 p53 und RCAS16™*? deutlich
geringere Hemmung der Pro

liferation im Falle einer Infektion

20 mit RCAS p19%". Keine Pro-
liferationshemmung bei eing

0 retroviralen Infektion mit RCAS

lacZ im Vergleich zu den dreji
nicht RCAS  RCAS RCAS  RCAS
infiziert lacZ p53 p19"*  p1g™* Tumorsuppressorgenen.

—

%
|
>

=

Abbildung 30: BrdU-Proliferationsanalyse nach retroviraler Infektion von MIA
PaCa-25CFPMUeTVA_ 7allen mit RCAS p53, p16™4 und p19”RF

100 -
* *
* *
*
80 ] *% **
60
X
40 -
20 -
0
nicht RCAS RCAS RCAS RCAS RCAS RCAS RCAS RCAS  RCAS
infiziert  lacz shCo shEGF-R ShEGF-R shc-myc shc-myc — p53 p16™*  p19°FF
49 801 680 755
BrdU-Proliferationsanalyse von TO-Z " ™VA_Zellen: Darstellung der Proliferation nach Trans{
fer von RCAS p53, p1%*® und p19~F sowie von shRNAs gegeEGF-R undc-myc in Relation
Zu nicht-infizierten bzw. mit RCAS lacZ- oder RCABRNA Co-infizierten Kontrollzellen.
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Abbildung 31: BrdU-Proliferationsanalyse nach retroviraler Infektion von TD-
QFCFPMUCTVA 7ellen mit RCAS p53, p16™*® und p19°°" bzw.
shRNAs gegen EGF-R und c-myc

4.5.2 Western-Blot-Analyse der p53-, p16"™“2- und p19”%*- bzw.
EGF-R- und c-myc-Expression nach RCAS-TVA-

vermitteltem retroviralen Gentransfer

Der Nachweis einer durch retrovirale Infektion bedingten ektopen Genexpression
geschah ebenso wie die Darstellung einer Expressionsblockade durch RNAI mittels
Western-Blot-Analyse infizierter MIA PaCa-25CFPMUecTVA. ynd TD-2ECFPAUCTVA 7glen,
Nach retroviraler Infektion in vitro mit Transfer der Tumorsuppressorgene p53,
p16™* und p19°"* sowie shRNAs gegen die Onkogene EGF-R und c-myc wurden
die Zellen geernet und die Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt (siehe Kapitel 3.2.4). Nach Ubertragung auf geeignete Membranen
konnten mittels Antigen-Antikorper-Interaktion einzelne Proteine und damit die
Produkte transferierter bzw. blockierter Gene spezifisch nachgewiesen werden.
Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse infizierter MIA PaCa-
QECFPMUCTVA hzw. TD-2ECFPMUcTVA Zallen und verdeutlicht die Reexpression der
Tumorsuppressorgene p53, p16™“® und p19°"* sowie den spezifischen Knockdown
der Onkogene EGF-R und c-myc nach retroviralem Gentransfer mittels RCAS-TVA-
System. Als entsprechende Kontrollen wurde eine retrovirale Infektion mit dem
Reportergen lacZ bzw. der Transfer einer Kontroll-shRNA-Kassette (RCAS shRNA
Co) verwendet.

Die humanen Pankreaskarzinomzellen MIA PaCa-2 exprimieren ein stabilisiertes,
mutiertes p53-Protein (siehe Kapitel 1.2.5), wodurch der Expressionsnachweis in

Kontroll-infizierten Zellen erklart wird.
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a) TD-ECFP/uc-
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d) e)
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Western-Blot-Analyse nach retroviraler InfektiomnviblIA PaCa-2CF" VA, bz, TD-FOEFP/ue

a) Reexpression des TumorsuppressorgBasn TD-2¢7"TVA 7e|len bei retroviraler Infektion
mit RCAS p53; MIA PaCaZ™™“TVA zellen exprimieren ein stabilisiertes, mutierté8p

b) und c) Ektope Expression der Flag-Tag-markieffemorsuppressorgergl6é™® (b) bzw.
p19"¥(c) in beiden Zelllinien; Detektion mit einem gedelag gerichteten Antikdrper.

d) und e) Knockdown der Onkoge&&F-R (d) bzw.c-myc (e) in TD-FCFMeTVAZallen durch
retrovirale Infektion mit RCAS shRNA EGF-R-490 bzvR01 und RCAS shRNA c-myc-68
bzw. -755. Nachweis der spezifischen Herabregulatier Genexpression in Relation zym
fehlenden Knockdown bei retroviraler Infektion mér Kontroll-shRNA (RCAS shRNA Co).
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Abbildung 32:

bZW. TD_ZEGFP/ﬂUC-TVA_Ze”en
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4.6 Funktionelle Genanalyse in einem murinen

Transplantationsmodell des Pankreaskarzinoms

Die in Kapitel 4.3 demonstrierten Vorversuche zum longitudinalen Monitoring der
Tumorprogession orthotop implantierter Pankreaskarzinomzellen hatten ein
kontinuierliches Tumorwachstum nach Implantation in Nacktmause nur fir murine
TD-2ECFPMucTVA_ Hiedoch nicht fur humane MIA PaCa-25CFPMUcTVA zallen gezeigt. Fir
longitudinale Interventionsstudien zur funktionellen Genanalyse in vivo wurde daher
lediglich die murine Tumorzelllinie verwendet.

In diesen Experimenten wurde der therapeutische Effekt in vivo bei retroviralem Gen-
transfer von Expressionskassetten fur p53, p16™“® und p19°*F bzw. shRNA-
Kassetten gegen EGF-R und c-myc mittels RCAS-TVA-System validiert: Insgesamt
wurden je 6 Mause mit RCAS p53 und als Kontrolle RCAS lacZ, je 3 Mause mit
RCAS p16™% und RCAS p19”*F sowie je 3 Mause mit RCAS shRNA EGF-R, RCAS
shRNA c-myc und RCAS shRNA Co (Kontrolle) infiziert. Die TD-25¢7PM™VA_ wurden
in einer Anzahl von 1x10* Zellen pro Nacktmaus orthotop implantiert. Die intra-
peritoneale in vivo-Infektion folgte unmittelbar auf die erste BLI-Analyse am 5. Tag
nach Implantation. Das Wachstum der Tumoren wurde mittels BLI longitudinal im
Verlauf registriert. Im fortgeschrittenen Tumorstadium bei beginnender Aszites-
bildung wurden die Nacktmause getdtet und das Gewicht der isolierten Tumoren
bestimmt. Abschlieend wurden die BLI-Signalintensitaten bei jeder Maus semi-
quantitativ ermittelt und in Relation zum jeweiligen Ausgangswert am 5. Tag nach
orthotoper Implantation gesetzt. Abbildung 33 zeigt Bilder einer repréasentativen
Versuchsreihe von RCAS p53- und RCAS lacz-infizierten TD-25¢FPMeTVA Tymoren
mit Auswertung des therapeutischen Effektes bei Reexpression von p53.

Durch in vivo-Infektion von orthotopen TD-25¢7PM VA Tymoren mit RCAS p53 lasst
sich das weitere Tumorwachstum im Vergleich zu Kontroll-infizierten Tumoren
(RCAS lacZz) deutlich vermindern. Wahrend die Luziferaseaktivitdt am 55. Tag nach
Implantation bei retroviralem Transfer von lacZ das 79,0-fache des Ausgangswertes
betragt, ist der Aktivitatsanstieg bei Reexpression von p53 signifikant geringer mit
dem 6,7-fachen des Ausgangswertes. Die Intensitat des BLI-Signals RCAS p53-
infizierter Mause nimmt in Relation zu Kontroll-infizierten Mausen (RCAS lacZ)

kontinuierlich ab: Sie sinkt von 93,7 % zu Versuchsbeginn am 5. Tag n. I. signifikant
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auf 41,4 %, 18,1 % und schliel3lich 13,7 % bei der letzten Auswertung am 55. Tag

nach Implantation (Student’s t-Test, “p < 0,001 vs. Kontrolle).

TD-2FCFPMUc-TVA retroviral infiziert mit RCAS lacZ (Kontrolle)

5. Tag n.l. 14. Tag n.l. 30. Tag n.l. 55. Tag n.l.

a)

TD-2ECFPMuc-TVA retroviral infiziert mit RCAS p53

5. Tag n.l. 14. Tag n.l. 30. Tag n.l. 55. Tag n.l.

120
b) 1. - c)
—e— TD-2 infiziert mit RCAS lacZ
-0 TD-2 infiziert mit RCAS p53 100
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0 10 20 30 40 50 60 5. Tag 14. Tag 30. Tag 55. Tag
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a) In vivo-Infektion von je 1x160 TD-25¢FPMTVA_7gllen am 5. Tag nach orthotoper Implantatipn
mit RCAS lacZ (Kontrolle) bzw. RCAS p53: Darstelguriner reprasentativen Versuchsreihe it
vergleichender, longitudinaler BLI-Analyse am %,,130. und 55. Tag nach Implantation.

b) Graphische Darstellung des x-fachen Anstiegsalativen Luziferaseaktivitat im Verlauf nac
retroviraler Infektion. Jeweils 6 Mause wurden MRICAS lacZ als Kontrolle (durchgezogerje
Linie) bzw. RCAS p53 (gestrichelte Linie) retrovimafiziert und mittels BLI analysiert.

¢) Relative Luziferaseaktivitdt der mit RCAS p53idrerten Mause in Relation zu RCAS lacZ-
infizierten Kontrollmausen: Reduktion der BLI-In®téat im Verlauf auf 41,4 %, 18,1 % un
schlie3lich 13,7 % am 55. Tag nach ImplantationReexpression des Tumorsuppressorgsis
im Vergleich zu den Kontrolltieren (Student’s t-T€g < 0,001 vs. Kontrolle).
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Abbildung 33: In vivo-Infektion von TD-2ECFPMUCTVATymoren mit RCAS p53 bzw.
RCAS lacZ als Kontrolle

Im Gegensatz zur retroviralen Infektion mit RCAS p53 zeigt sich weder bei ektoper

6Ink4a 9ARF

Expression von pl noch von pl eine wachstumshemmende Wirkung auf

TD-2ECFPACTVATymoren im Nacktmausmodell (siehe Abbildung 34). Zum Zeitpunkt

6|nk4a um

der letzten BLI-Analyse ist die Luziferaseaktivitat bei Infektion mit RCAS pl
das 98,3-fache und bei RCAS p19°fF um das 113,3-fache vervielfaltigt im Vergleich

zu einem 96,7-fachen Anstieg bei den RCAS lacZ-infizierten Kontrollmausen.

In vivo-Infektion von je 1x16 TD-

QFCFPMucTVA 7allen am 5. Tag nach

2007 orthotoper Implantation mit RCAS lacZ
e itanaa| | (Konwolle) bzw. RCAS p18* und
1501 | ——e—- TD-2 infiziert mit ROAS p19ARF RCAS p19~F. Graphische Darstellung
des x-fachen Anstiegs der relative

Luziferaseaktivitdt im Verlauf nach
retroviraler Infektion. Jeweils 3 Mause
wurden mit RCAS lacZ als Kontrolle
(durchgezogene Linie) bzw. RCAB
p16™“? (gestrichelte schwarze Linie) und
RCAS p19~F (gestrichelte graue Linie
retroviral infiziert und mittels BLI
analysiert: Keine signifikante Reduktign
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Abbildung 34: In vivo-Infektion von TD-25¢7PM ™A Tymoren mit RCAS p16"™*2
bzw. RCAS p19°"F sowie RCAS lacZ als Kontrolle

Die Evaluierung der proliferationshemmenden Potenz von shRNAs, welche gegen
die Onkogene EGF-R und c-myc gerichtet sind, erfolgte nach den gleichen
Versuchsbedingungen wie bei retroviraler Infektion mit den Tumorsuppressorgenen
p53, p16™4? und p19°RF. Mit RCAS shRNA EGF-R 801 und RCAS shRNA c-myc
755 wurden die beiden shRNAs verwendet, die im BrdU-Proliferationsassay in vitro
jeweils die starkere Wirkung gezeigt hatten (siehe Kapitel 4.5.1). Die BLI-Aufnahmen
einer reprasentativen Versuchsreihe und die zusammenfassenden Berechnungen
von je 3 Mausen, welche mit RCAS shRNA EGF-R bzw. einer Kontroll-shRNA
(RCAS shRNA Co) infiziert wurden, sind in Abbildung 35 dargestellt.
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a)  TD-2FCFPMuc-TVA ratroviral infiziert mit RCAS shRNA Co (Kontrolle)
5. Tagn.l 14. Tag n.l. 30. Tag n.I. 55. Tag n.I.

g ;
4
v

TD-2ECFPMue-TVA retroviral infiziert mit RCAS shRNA EGF-R
5. Tagn.l 14. Tag n.l. 30. Tag n.l. 55. Tag n.l.

b) c)
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a) In vivo-Infektion von je 1x16 TD-25¢FPM“VA_7Zallen am 5. Tag nach orthotoper Implantati
mit RCAS shRNA Co (Kontrolle) bzw. RCAS shRNA EGFE-BRarstellung einer reprasentativg
Versuchsreihe mit vergleichender, longitudinaled-Blhalyse am 5., 14., 30. und 55. Tag n. ..

b) Graphische Darstellung des x-fachen Anstiegsrdetiven Luziferaseaktivitat im Verlauf:

Jeweils 3 Mause wurden mit RCAS shRNA Co als Kdlgr@urchgezogene Linie) bzw. RCA
shRNA EGF-R (gestrichelte Linie) retroviral infirieind mittels BLI analysiert.
c) Relative Luziferaseaktivitat der mit RCAS shRNEGF-R-infizierten Mause in Relation z
RCAS shRNA Co-infizierten Kontrollméausen: Signifike Reduktion der BLI-Intensitat in
Verlauf auf 43,1 % am 30. und schlie3lich 37,3 %%mTag nach Implantation bei spezifisch
Herabregulation des epidermalen WachstumsfaktqrtereEGF-R mittels RNAi im Vergleich

N

= C

er

zu den Kontrolltieren (Student’s t-Test,< 0,05 vs. Kontrolle).
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Abbildung 35: In vivo-Infektion von TD-25CFPMCT™VATymoren mit RCAS shRNA
EGF-R bzw. RCAS shRNA Co als Kontrolle

Die Genblockade des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors EGF-R durch das
RNAI-Prinzip vermindert die Tumorprogression von orthotop implantierten TD-
2ECFPuc-TVA in vivo signifikant in Relation zu den Kontrolltieren. Bis zur Analyse am
55. Tag nach Implantation steigt die relative Luziferaseaktivitéat der mit RCAS shRNA
EGF-R-infizierten Mause auf das 23,9-fache des Ausgangswertes am 5. Tag nach
Implantation, wahrend bei den Kontrollmdusen ein Aktivitdtsanstieg um das 80,7-
fache des Ausgangswertes zu verzeichnen ist. Als weitere Verdeutlichung des
therapeutischen Effektes nimmt die Intensitat des BLI-Signals RCAS shRNA EGF-R-
infizierter M&use in Relation zu Kontroll-shRNA-infizierten Mausen (RCAS shRNA
Co) kontinuierlich ab: Sie sinkt im longitudinalen Verlauf signifikant auf 43,1 % am
30. Tag und schlieB3lich 37,3 % am 55. Tag n. I. im Vergleich zu RCAS shRNA Co-
infizierten Kontrolltieren ab (Student’s t-Test, p < 0,05 vs. Kontrolle).

Bei der retroviralen Infektion von TD-25¢FPMe VA Tymoren mit RCAS shRNA c-myc
zeichnet sich dagegen kein wachstumshemmender Effekt gegeniber Kontroll-
mausen ab. Valide Daten fir jeweils 3 Mause, welche mit RCAS shRNA c-myc bzw.
RCAS shRNA Co infiziert wurden, liegen bis zum 30. Tag nach Implantation vor
(siehe Abbildung 36): Zu diesem Zeitpunkt ist anhand der BLI-Analyse die relative
Luziferaseaktivitdt bei Infektion mit RCAS shRNA c-myc um das 19,9-fache
vervielfaltigt im Vergleich zu einem 12,2-fachen Anstieg bei den RCAS shRNA Co-

infizierten Kontrollmé&usen.

In vivo-Infektion von je 1x16 TD-

2FCFPMucTVA 7allen am 5. Tag nhac
—e— TD-2infiziert mit RCAS shRNA Co orthotoper Implantation mit RCA
204 o TD-2 infiziert mit RCAS ShRNA c-myc shRNA Co (Kontrolle) und RCA
shRNA c-myc. Graphische Darstellung

= des x-fachen Anstiegs der relativgn
3 _ 2] Luziferaseaktivitat im Verlauf nac
<2 retroviraler Infektion. Jeweils 3 Méau
2 wurden mit RCAS shRNA Co al
“;‘“: Kontrolle (durchgezogene Linie) bzw.

RCAS shRNA c-myc (gestrichelte Linig)
retroviral infiziert und mittels BLI
analysiert: Keine signifikante Reduktion
des Tumorwachstums durch Herab-
0 : 10 15 20 25 2 regulation des Onkogensc-myc im
Tage n.l. Vergleich zu shRNA Co als Kontrolle.
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Abbildung 36: In vivo-Infektion von TD-25CFPMCT™VATymoren mit RCAS shRNA
c-myc bzw. RCAS shRNA Co als Kontrolle

Der proliferationshemmende Effekt auf das Wachstum orthotop implantierter TD-
2ECFPMuc-TVA_Zellen im Nacktmausmodell konnte somit fiir die retrovirale Infektion mit
RCAS p53 sowie RCAS shRNA EGF-R gezeigt werden; bei Transfer der
Tumorsuppressorgene p16™*® und p19°%F war wie bei Herabregulation des
Onkogens c-myc kein therapeutisch-bedeutsamer Einfluss auf die Progression der
Tumoren in vivo festzustellen. Bei den Interventionsstudien lasst sich jedoch
verzeichnen, das sowohl durch die ektope Uberexpression des Tumorsuppressor-
gens p53 als auch durch die spezifische Genblockade von EGF-R durch RNA-
Interferenz ein statistisch signifikanter therapeutischer Effekt in vivo erzielt werden
kann. Im Vergleich zu Kontrollm&usen wird das weitere Wachstum der Tumoren im
Verlauf zwar nicht aufgehalten, aber signifikant vermindert. Die Wirkung einer
Reexpression von p53 ist dabei starker ausgepragt als der proliferationshemmende
Effekt bei retroviralem Transfer von RCAS shRNA EGF-R.
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5. Diskussion

Das Pankreaskarzinom ist eine hochmaligne Tumorerkrankung mit zumeist infauster
Prognose fur die erkrankten Patienten. Die Uberlebenszeiten bei palliativer Therapie
der Erkrankung sind trotz Erprobung zahlreicher neuer Substanzen in den
Behandlungsschemata nach wie vor kurz. Jedoch sind bereits geringe Erhéhungen
von Ansprech- und Uberlebensraten als ermutigende Schritte in der Verbesserung
der Prognose des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms anzusehen (Li et al., 2004;
Verslype et al., 2007; Saif, 2007; Ghaneh et al., 2007).

Ein wichtiges Hilfsmittel in der Erforschung und Evaluierung neuer therapeutischer
Modalitaten fur die Behandlung maligner Erkrankungen ist die Verwendung von
Tiermodellen (Frese und Tuveson, 2007). Um das Wachstumsverhalten von
Pankreaskarzinomzellen in vivo zu beobachten und zu analysieren, bietet sich die
Verwendung von immunodefizienten Nacktmausen an. In dieser Arbeit erfolgten
Interventionsstudien an einem murinen Transplantationsmodell des Pankreas-
karzinoms unter Verwendung der humanen Zelllinie MIA PaCa-2 (Yunis et al., 1977)
sowie der murinen Zelllinie TD-2 (Wagner et al., 1998; Wagner et al., 2001; Greten et
al., 2002; Schreiner et al., 2003). Beide Zelllinien waren in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe mit einem Expressionsplasmid fur die Reportergene EGFP und ,firefly”
Luziferase (fluc) stabil transfiziert worden, um eine nichtinvasive Detektion in
Nacktmausen mittels Biolumineszenzbildgebung bzw. ex vivo mittels Fluoreszenz-
Imaging zu gewahrleisten. Durch die zusatzliche Expression des TVA-Rezeptors
wurden MIA PaCa-2- und TD-2-Zellen zudem empfanglich fur die Infektion mit dem

Retrovirus RCAS und somit fur die ,Einschleusung“ genetischer Information.

51 RCAS-TVA-vermittelter retroviraler Gentransfer

Das RCAS-Virus mit dem Hullprotein A (envA) ermdglicht den Transfer von
genetischem Material in alle Zellen, welche den korrespondierenden TVA-Rezeptor
auf ihrer Oberflache exprimieren. Bei ektoper TVA-Expression werden auch Sauge-
tierzellen empfanglich fir die Interaktion und nachfolgende Aufnahme des viralen
Genoms (Young et al., 1993; Bates et al., 1993; Federspiel et al., 1994; Holland und
Varmus, 1998). Das Infektionsprinzip des RCAS-TVA-Systems mit retroviralem

Transfer genetischer Information wurde bereits in vielfaltiger Weise fur Forschungen
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an humanen Malignomen in vitro sowie in Tiermodellen eingesetzt. Im Mittelpunkt
stand dabei die Tumorinduktion durch gewebespezifischen retroviralen Transfer
onkogener Faktoren, mit der Entwicklung von Gliomen (Holland et al., 1998), Ovarial-
karzinomen (Orsulic et al., 2002), Pankreastumoren (Lewis et al., 2003), Leber-
malignomen (Lewis et al., 2005) und zuletzt auch Mammakarzinomen (Du et al.,
2006; Du und Li, 2007). Neben der ektopen Expression transferierter Gene in den
Zielzellen gestattet das RCAS-TVA-System auch den Einsatz des RNAI-Prinzips mit
sequenzspezifischer Blockade der Expression bestimmter Gene (Bromberg-White et
al., 2004); allerdings wurde der Hemmeffekt in vivo bisher nur an embryonalen Zellen
der Geflugelretina gezeigt (Harpavat und Cepko, 2006). Die diversen Vor- und
Nachteile bei der Verwendung des RCAS-TVA-Systems mit retroviralem Transfer
genetischer Information sind ausfuhrlich dokumentiert (Fisher et al., 1999; Orsulic,
2002). Einschrankungen betreffen u.a. die Grol3e des in den RCAS-Vektor klonierten
Inserts. Die Effizienz der Methode ist an Proliferation der Zielzellen gebunden.
Zudem erfolgt die chromosomale Integration der viralen genetischen Information
nach heutigem Wissenstand bzgl. der Lokalisation der Integration zufallig. Dies
konnte sowohl das Expressionsniveau viraler Gene als auch die Transkription von
Wirtsgenen beeinflussen. Auf der anderen Seite bietet das RCAS-TVA-System eine
schnelle und einfache Mdoglichkeit der Ubertragung genetischer Information durch
retrovirale Infektion. Die Verwendung entsprechender TVA-exprimierender Zelllinien
bzw. transgener Mausmodelle ermdglicht damit selektiv den zell- bzw. gewebe-
spezifischen Transfer mit Expression gewinschter Gene. Aufgrund des fehlenden
Vermehrungszyklus des RCAS-Virus in Saugetierzellen sind Immunreaktionen des
Wirtes bei in vivo-Experimenten unwahrscheinlich. Aul3erdem besteht die Option von
Re-Infektionen mit simultaner oder sequentieller Einschleusung von genetischer
Information in dieselben Zellen bzw. Gewebe (Orsulic et al., 2002).

Ein Ziel in der vorliegenden Arbeit war die Etablierung der retroviralen Infektion mit
dem RCAS-TVA-System an den verwendeten humanen sowie murinen Pankreas-
karzinomzellen. Der Transfer des Reportergens lacZ in MIA PaCa-25CFPMeTVA. pazy,
TD-2FCFPMUcTVA_ 7allen bestatigte die erfolgreiche Expression eines mittels RCAS-
Vektors in die Tumorzellen tibermittelten Gens. Neben der Uberexpression eines be-
stimmten Gens wurde auch die spezifische Herabregulation der Reportergene EGFP
und fluc erprobt. Der Einsatz des RNAI-Prinzips mit Transfer entsprechender
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shRNAs flhrte zu einem sichtbaren bzw. quantifizierbaren Knockdown der EGFP-
bzw. fluc-Expression in den humanen sowie auch murinen Tumorzellen.

Auch die darauf folgenden Untersuchungen zur Etablierung der Methode im
Tiermodell bestatigten, dass das RCAS-Virus erfolgreich zur retroviralen Infektion
von Tumorzellen in vivo eingesetzt werden kann. Nach Infektion mit RCAS lacZ
zeigten groBe Anteile von MIA PaCa-2FCFPMeTVAL bz, TD-2ECFPMUCTVA Tymoren
eine ektope Expression von lacZ und somit B-Galactosidaseaktivitdt. Der shRNA-
vermittelte, spezifische Knockdown der ,firefly“-Luziferaseexpression von MIA PaCa-
2ECFPMuc-TVA_Tumoren in vivo konnte anhand longitudinaler Biolumineszenzmessung
(BLI) nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit standen daher MIA PaCa-25CFPMueTVA. ng TD-2ECFPUeTVA Zallen zur
Verfliigung, die aufgrund der ektopen TVA-Expression einen retroviralen Gen- bzw.
shRNA-Transfer mit Hilfe des RCAS-TVA-Systems ermdglichen. Dabei zeigten die in
vitro-Experimente eine hoéhere Infektionsrate fiir humane MIA PaCa-25CFP/Muc-TVA,
gegentiber murinen TD-2ECFPMCTVA 7allen, Die groRere Effizienz der Methode bei
MIA PaCa-2 war sowohl fiur die ektope Genexpression als auch bei gezielter
Herabregulation eines Gens durch RNAi nachweisbar. Die Verminderung der
Luziferaseexpression in Nacktmausen durch shRNA fluc bestatigt, dass RCAS-TVA-

System und RNAI-Prinzip auch in Mausmodellen in vivo eingesetzt werden kdnnen.

5.2 Validitat der Methode des Biolumineszenz-Imagin g zur

longitudinalen Verlaufsbeobachtung von Tumoren in vivo

Die Methode des Biolumineszenz-Imaging (BLI) stellt ein einfaches und kosten-
gunstiges bildgebendes Verfahren zur Erfassung von Tumorlokalisation und
Tumorprogression in Tiermodellen dar (Klerk et al., 2007). Das Prinzip besteht in der
optischen Erfassung Luziferase-exprimierender Tumorzellen aufgrund enzymatischer
Umwandlung des i.p.-injizierten Substrats D-Luziferin zu Oxyluziferin und Licht.
Wegen der gunstigen photochemischen Eigenschaften des Subtyps firefly“-
Luziferase ist die Detektion des Biolumineszenzsignals in vivo auch aus tiefer
gelegenen Gewebeschichten mdglich (siehe Kapitel 1.4.2; Lyons, 2005; Weissleder
und Ntziachristos, 2003).

Die Einfuhrung des BLI hat die Analyse von Tumormodellen entscheidend erweitert

und verbessert. Die Tumorzellen kénnen durch den Einsatz hochempfindlicher CCD-
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Kameras bereits kurz nach Injektion in Versuchstieren detektiert werden, auch bei
Verwendung einer geringen Anzahl von 1000 - 10000 Zellen. Unter den ver-
schiedenen nichtinvasiven Imaging-Verfahren besitzt das BLI damit die hochste
Sensitivitat fur die Erfassung von Tumorzellen in vivo (Choy et al., 2003; Klerk et al.,
2007). Da die Detektion solider Zellansammlungen auch in tieferen Gewebe-
schichten gelingt, gestattet das BLI orthotope Implantationen der Tumorzellen.
Orthotope Modelle imitieren die spezifische klinische Entitéat der Tumoren akkurater
als s.c.- oder i.v.-Zellinjektionen in Bezug auf Tumorprogression, Metastasierung und
das Ansprechen auf therapeutische Maflinahmen (Killion et al., 1998; Hoffman,
1999). Der grofl3te Vorzug des BLI besteht in der Mdglichkeit einer nichtinvasiven,
longitudinalen Verlaufsbeobachtung des Wachstums Luziferase-exprimierender
Tumorzellen in vivo (Klerk et al.,, 2007). Die ATP- und O»-Abhangigkeit der
enzymatischen Reaktion hat zur Folge, dass nur vitales Tumorgewebe erfasst wird
und nekrotische Areale nicht zum Signal der Tumoren beitragen. Nachteilig ist u.a.
die geringe raumliche Auflosung der Bildregistrierung (Lyons, 2005; Edinger et al.,
2002). Ein wichtiges Kriterium in der Bewertung der BLI-Technik ist die Evaluierung
der Validitat der Methode: Um aus dem registrierten Biolumineszenzsignal zuver-
lassige Ruckschlisse auf Tumorgréf3e und Tumorprogression in vivo ziehen zu
konnen, muss die Intensitit des Signals die tatsachliche Tumorzellmasse
reprasentieren (Klerk et al., 2007). Die Uberpriifung der Validitat erfolgte bisher auf
unterschiedliche Art und Weise: Hierzu gehorten u.a. Korrelationen des BLI-Signals
mit der Anzahl injizierter Tumorzellen (El Hilali et al., 2002), mit dem messtechnisch,
kernspintomographisch bzw. histologisch ermittelten Tumorvolumen (Paroo et al.,
2004; Rehemtulla et al., 2000; Hadaschik et al., 2007) oder mit dem postmortal
bestimmten Gewicht der Tumoren (Vooijs et al., 2002). Dabei ergab sich bei allen
Fallen von umschriebenen, fokalen L&sionen eine gute Korrelation zwischen BLI-
Signalintensitat und Tumorvolumen bzw. -gewicht. Im Gegensatz zur grof3en Validitat
der Methode bei soliden Tumoren sinkt die Korrelation deutlich in Modellen mit
disseminierter Erkrankung oder Metastasierung (Klerk et al., 2007).

Eine wichtige Anwendung fir die Technik des BLI ist die longitudinale Verlaufs-
beobachtung des Tumorwachstums im Zuge von Therapie-Interventionsstudien.
Entscheidend ist dabei eine Analyse des BLI-Signals im Verlauf mit Normalisierung
der registrierten Werte auf den jeweiligen Referenzwert des Versuchstieres zu

Beginn der Intervention. Somit besitzt jedes Versuchstier fur den Verlauf der Studie
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seine eigene Kontrolle in Form seines eigenen Ausgangswertes. Auf diese Weise
werden Unterschiede im Tumorwachstum zwischen Kontroll- und Versuchsgruppen
bei longitudinaler BLI-Analyse erkennbar und die Mause trotz Differenzen in den
Ausgangsbedingungen vergleichbar. Von groRer Wichtigkeit in diesem Zusammen-
hang ist die Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen, v.a. in Bezug auf
Aufnahmetechnik, Entfernung des Versuchstieres zur Kamera sowie Menge des
injizierten Substrats D-Luziferin (Klerk et al., 2007).

Eine entscheidende Fragestellung in dieser Arbeit war die Bewertung der Validitat
des BLI fur die Wachstumskontrolle orthotop implantierter Pankreaskarzinomzellen
im Nacktmausmodell. Fur zuverldssige Aussagen Uber therapeutische Effekte in
Interventionsstudien muissen aus dem registrierten Biolumineszenzsignal Ruck-
schlisse auf die tatsédchliche Tumorausdehnung gezogen werden kdnnen (Klerk et
al., 2007). Daher wurde eine Korrelation zwischen der Signalintensitat in vivo und
dem daraufhin unmittelbar postmortal bestimmten Tumorgewicht angefertigt. Die
Untersuchung erfolgte dabei an MIA PaCa-25CFPMueTVAL ynd TD-2ECFP/uc-TVA
Tumoren verschiedener Gro3e und Ausdehnung. Beide Parameter sind exakt
analysierbar und fur die Beurteilung der Validitdit des BLI in longitudinalen
Interventionsstudien ausreichend. Es zeigte sich eine lineare Korrelation zwischen
der Starke des Biolumineszenzsignals in vivo und dem Tumorgewicht ex vivo fur alle
umschriebenen Tumoren ohne Aszitesbildung, mit einem hohen Korrelations-
koeffizienten von r’=0,9314. Wurden dagegen auch Versuchstiere mit Aszites-
ansammlung im fortgeschrittenen Tumorstadium in die Berechnung mit einbezogen,
verminderte sich der Korrelationskoeffizient erheblich. Das BLI gestattet demnach
valide Aussagen Uber TumorgrofRe und Progression der Tumorerkrankung im Verlauf
in vivo. Im Endstadium der Erkrankung bei Aszitesbildung kénnen dagegen keine
akkuraten Ruckschlisse auf die tatsachliche Grof3e der Tumoren gezogen werden.
Mit dem Biolumineszenz-lmaging stand demnach eine einfache und hochsensitive

2 EGFP/fluc-TVA_ und

Methode zur Detektion der Luziferase-exprimierenden MIA PaCa-
TD-2ECFPMUCTVA_ 7allen im Nacktmausmodell zur Verfligung. Aufgrund der giinstigen
photochemischen Eigenschaften des Typs ,firefly“-Luziferase bestand die Mdoglich-
keit der orthotopen Implantation der Tumorzellen, wodurch die klinische Entitat des
Pankreaskarzinoms besser imitiert werden kann als in s.c.- oder i.v.-Modellen. Die
Tumorzellen lieen sich bereits kurz nach Injektion in vivo erfolgreich lokalisieren und

konnten in ihrem weiteren Wachstumsverlauf nichtinvasiv longitudinal beurteilt
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werden. Aus der Starke des BLI-Signals waren zu jedem Zeitpunkt der Verlaufs-
beobachtung Rickschlisse auf die tatsachliche Ausdehnung der Tumoren in vivo
maoglich, da eine gute Korrelation zwischen Signalstarke in vivo und Tumorgewicht ex
vivo bestand. Somit eignet sich die Methode des BLI fir vergleichende
Untersuchungen in  longitudinalen Interventionsstudien mit  Evaluierung
therapeutischer Effekte auf die Progression orthotop implantierter Pankreas-
karzinomzellen (Mayr et al., 2008). Hierbei dient jede Versuchsmaus als ihre eigene
Kontrolle, da BLI-Messungen im Verlauf auf die jeweilige Ausgangsmessung als

Referenzwert bezogen werden.

5.3 Funktionelle Genanalyse in vivo

Die Interventionsstudien im Nacktmausmodell sollten zun&chst mit der humanen
Pankreaskarzinomzelllinie MIA PaCa-2 durchgefuhrt werden. Sie hatte sich in vitro
durch eine sehr hohe Effizienz der retroviralen Infektionsmethode mit dem RCAS-
TVA-System ausgezeichnet. Zugleich waren die proliferationshemmenden Effekte im
Zuge der BrdU-Analyse bei samtlichen verwendeten Tumorsuppressoren starker
ausgepragt als bei der murinen Zelllinie TD-2. FUr die in vivo-Experimente mussten
MIA PaCa-2 in einer sehr groRen Anzahl von 5x10° Zellen pro Versuchstier orthotop
implantiert werden. Aufgrund des diskontinuierlichen Tumorwachstums in den ersten
4-5 Wochen nach der orthotopen Implantation jedoch wurden Interventionsstudien
schlie3lich nur mit murinen TD-2-Tumoren vorgenommen.

Die Verwendung der murinen TD-2-Zelllinie fir Untersuchungen im Nacktmaus-
modell hatte entscheidende Vorteile gegenuber Versuchen mit MIA PaCa-2-
Tumoren. Sie konnten fir die orthotope Implantation in sehr geringen Mengen von
1x10* Zellen pro Maus eingesetzt werden und zeigten dennoch von Beginn an ein
kontinuierliches Tumorwachstum in vivo. Differenzen in den Ausgangsbedingungen
zwischen den einzelnen Versuchstieren waren geringer als bei MIA PaCa-2-
Tumoren. Wegen des frihen Interventionsbeginns mit retroviraler Infektion bereits
am 5. Tag nach Implantation wurde ein langer longitudinaler Beobachtungszeitraum
fur vergleichende Untersuchungen von anndhernd 2 Monaten erreicht. Aufgrund der
Implantation geringer Zellzahlen sowie frihzeitiger Infektion waren die Voraus-
setzungen fur die Beobachtung therapeutischer Effekte giinstiger als bei MIA PaCa-

2. Durch Gruppierung der einzelnen Mause vor Intervention anhand der Bio-
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lumineszenzintensitat wurden Unterschiede in den Ausgangsbedingungen minimiert
und die Analyse wachstumshemmender Einflisse in Relation zu Kontrollm&usen
erleichtert. Die Berechnung erfolgte durch semiquantitative Bestimmung des Bio-
lumineszenzsignals im Verlauf, welches auf den jeweiligen Ausgangswert des Tieres
zum Zeitpunkt der ersten Messung bezogen wurde. Anhand der Signalwerte konnten
Versuchs- und Kontrollmduse verglichen und damit hemmende Effekte auf die
Progression der Tumoren in vivo ermittelt werden.

Der retrovirale Transfer des Tumorsuppressorgens p53 zeigte eine starke Ver-
minderung der weiteren Tumorprogression in den Nacktmausen gegeniiber RCAS
lacZ-infizierten Kontrollmausen. Der Versuch einer ektopen Expression von p16'?
oder pl19°"F in TD-2-Zellen in vivo dagegen bewirkte keine Reduktion des
Tumorwachstums im Vergleich mit den Kontrolltieren.

Zugleich ergaben die Interventionsstudien an TD-2-Tumoren auch eine proliferations-
hemmende Potenz bei sequenzspezifischer Blockade des Wachstumsfaktor-
rezeptors EGF-R. Die retrovirale Infektion mit RCAS shRNA EGF-R verminderte die
Progression orthotop implantierter TD-2-Zellen im Vergleich mit Kontroll-shRNA-
infizierten Tumoren, wobei die Reduktion schwéacher ausgepragt war als bei ektoper
Expression von p53. Die Herabregulation des Onkogens c-myc durch das RNAI-

Prinzip konnte keine therapeutische Wachstumshemmung in vivo nachweisen.

5.3.1 Reexpression des Tumorsuppressorgens p53

Das ,Genomwaéchterprotein® p53 ist von zentraler Bedeutung in der Regulation des
Zellzyklus. Als Transkriptionsfaktor nimmt es Einfluss auf die Expression diverser
Faktoren und bremst den weiteren Fortgang des Zellzyklus am G1 / S-Checkpoint.
Das auf Chromosom 17 gelegene Tumorsuppressorgen ist das am haufigsten
mutierte Gen in malignen Erkrankungen des Menschen und in 50-75 % aller
Pankreaskarzinome mutiert oder inaktiviert (Toledo et al., 2006; Talar-Wojnarowska
et al., 2006; Efeyan und Serrano, 2007; Saif et al., 2007).

Die wichtige tumorsuppressive Rolle des p53-Gens bzgl. der Karzinogenese im
Pankreas wird auch durch entsprechende Tiermodelle verdeutlicht, in denen die
Versuchsmause eine Defizienz fur intaktes p53 aufweisen: Ein Verlust der p53-
Funktion in Mausen verstarkt die Progression von pramalignen Lasionen zum

invasiven Pankreaskarzinom erheblich (Bardeesy et al., 2006). Auch der sequenz-
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spezifische Knockdown von p53 durch RCAS-TVA-vermittelte RNA-Interferenz in tv-
a-transgenen Mausen beschleunigt die weitere maligne Entwicklung dramatisch
(Seidler et al.,, 2008). Zudem kann auch eine ektope Expression der mutierten
Variante Trp537"?" die weitere Karzinogenese von Vorlauferlasionen entscheidend
vorantreiben (Hingorani et al., 2005).

Die in dieser Arbeit eingesetzten murinen Pankreaskarzinomzellen TD-2, generiert
aus dem Priméartumor einer TGF-a/p53*-transgenen Maus, zeigen u.a. eine Deletion
des zweiten p53-Allels (Wagner et al., 1998; Wagner et al., 2001; Schreiner et al.,
2003). Durch RCAS-TVA-basierten retroviralen Transfer einer p53-Expressions-
kassette konnte die Proliferation infizierter Tumorzellen in vitro erfolgreich gehemmt
werden. Durch retroviralen Transfer von p53 in Interventionsstudien im
Nacktmausmodell wurde das Wachstum orthotop implantierter TD-2 signifikant
vermindert. Der therapeutische Effekt der ektopen Expression von p53 konnte durch
die longitudinale Verlaufsbeobachtung der Tumoren in vivo mittels Biolumineszenz-
bildgebung gezeigt werden: Bei nahezu identischen Ausgangsbedingungen von
Versuchs- und Kontrolltieren zu Interventionsbeginn betrug die Intensitat des
Biolumineszenzsignals RCAS p53-infizierter Mause am 55. Tag nach Implantation
lediglich 13,7 % der Aktivitdt RCAS lacZ-infizierter Kontrollméuse (Student’s t-Test,
“p < 0,001 vs. Kontrolle). Der Versuch einer Wiederherstellung der tumor-
suppressiven p53-Funktion konnte das Wachstum der TD-2-Tumoren in vivo zwar
nicht stoppen, jedoch die weitere Progression erheblich vermindern.

Ein wichtiger Faktor fur die protektive Rolle von p53 ist die Intaktheit des
Tumorsuppressors ARF, da es sowohl die p53-Antwort auf onkogene Stimulation
induzieren kann als auch das p53-Protein vor der raschen Degradation durch Hdm2
bewahrt (Sherr, 2001; Efeyan und Serrano, 2007). Durch isolierten retroviralen

Transfer von p19”%F

in orthotop implantierte TD-2-Zellen konnte im Nacktmausmodell
kein therapeutischer Effekt auf das Tumorwachstum in vivo beobachtet werden. Da
jedoch der Einsatz des RCAS-TVA-Systems auch simultane bzw. sequenzielle
Infektionen derselben Tumorzellen mit unterschiedlicher genetischer Information
ermdglicht, kdonnten auch kooperative oder erganzende Effekte von mehreren
Faktoren erforscht bzw. tUberprift werden (Orsulic et al., 2002). Hierfiir wirden sich
beispielsweise vergleichende Untersuchungen zwischen dem gleichzeitigen Transfer

ARF
9

der Tumorsuppressorgene p53 und pl in Gegenuberstellung mit isolierter p53-

Reexpression anbieten.
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5.3.2 Herabregulation der EGF-Rezeptor-Expression durch RNAI

Ein relativ neuer Angriffspunkt in der Therapie maligner Tumorerkrankungen ist der
epidermale Wachstumsfaktorrezeptor EGF-R. Er besteht aus einer extrazellularen
Bindungsstelle fir die Interaktion mit Liganden, einem transmembranaren Abschnitt
sowie einer intrazellularen Domane mit Tyrosin-Kinase-Funktion. Die Aktivierung von
EGF-R stimuliert Signalkaskaden mit proliferationsfordernder, angiogenetischer und
anti-apoptotischer Wirkung. Eine Uberexpression des Rezeptors findet sich in
zahlreichen soliden Malignomen des Menschen, wie Lungen-, Kolon- sowie
Mammakarzinomen, und kann auch bei Patienten mit Pankreaskarzinom héaufig
festgestellt werden. Bei vielen Tumoren ist die EGF-R-Uberexpression mit
aggressiveren Verlaufen der Erkrankung assoziiert (Korc et al., 1992; Mendelsohn
und Baselga, 2003; Lemoine et al., 1992; Saif et al., 2007; Tzeng et al., 2007).

Aus diesen Grinden wurde EGF-R zu einem vielversprechenden Angriffspunkt in der
Behandlung maligner Tumoren, wobei fur die Therapie spezifische Substanzen fir
die molekular gezielte Blockade des Rezeptors entwickelt wurden. Bei den bisher
eingesetzten Antagonisten von EGF-R handelt es sich zumeist um Antikdrper gegen
die extrazellulare Bindungsstelle bzw. Inhibitoren der intrazellularen Tyrosin-Kinase-
Doméane (Harari et al., 2007; Rocha-Lima et al., 2007).

Cetuximab (Erbitux®) ist der am besten untersuchte monoklonale anti-EGF-R
Antikdrper und der erste fur den klinischen Gebrauch zugelassene Vertreter dieser
Substanzklasse. Er wurde bedeutsam v.a. fir die Behandlung metastasierter Kolon-
karzinome sowie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs.
Aufgrund erfreulicher praklinischer Ergebnisse wurde Cetuximab bereits in zahl-
reichen Studien als Monotherapie oder in Kombination mit Standardchemo-
therapeutika fir Patienten mit metastasiertem Kolonkarzinom sowie als Mono-
therapie bzw. in Kombination mit Bestrahlung fur Plattenepithelkarzinome untersucht
(Harari et al., 2007; Rocha-Lima et al., 2007). Fur Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom konnte eine Phase-llI-Studie mit Einsatz von Cetuximab in
Kombination mit Gemcitabine ermutigende Resultate aus Voruntersuchungen leider
nicht bestatigen (Xiong et al., 2004; Saif, 2007).

Die beiden bekanntesten Mitglieder der Gruppe der Tyrosin-Kinase-Inhibitoren sind
Gefitinib (Iressa®) und Erlotinib (Tarceva®). Sie blockieren selektiv die

Phosphorylierung der intrazellular gelegenen Tyrosin-Kinase-Doméane von EGF-R
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und zeigen daher antiproliferative, antiangiogenetische und proapoptotische Wirkung
(Arteaga et al., 2003). Gefitinib wurde in zahlreichen Studien als Ergdnzung zur
Chemotherapie nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome verwendet, konnte jedoch nach
neuesten Untersuchungen keine signifikanten Fortschritte in der Behandlung der
Patienten bewirken (Giaccone et al., 2004; Herbst et al., 2004). Auch der Einsatz von
Erlotinib in der Behandlung von Patienten mit Lungenkrebs wurde in vielen Studien
untersucht. Dabei konnten flir Patienten mit therapierefraktarer Erkrankung
Verbesserungen der Uberlebenszeiten durch Monotherapie mit Erlotinib als ,second-
line“- bzw. ,third-line“-Therapie gezeigt werden (Shepherd et al.,, 2005). Die
Verwendung von Erlotinib fur Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
wurde in einer vor kurzem durchgefiihrten Phase-llI-Studie GUberpriuft. Dabei ergab
die zusatzliche Gabe von Erlotinib zu Gemcitabine gegeniber der standardgeméalien
alleinigen Gabe von Gemcitabine marginale, wenn auch signifikante Vorteile der
Kombination bzgl. der Uberlebenszeiten (Moore et al., 2007; Bareschino et al., 2007;
siehe Kapitel 1.1). Ein entscheidender Punkt wére dabei eine ldentifikation bzw.
Selektion derjenigen Patienten, welche von der gezielten anti-EGF-R-Therapie mit
hoher Wahrscheinlichkeit profitieren wirden (Rocha-Lima et al., 2007).

Die therapeutische Bedeutung einer Blockade von EGF-R wurde auch bereits in
Mausmodellen beurteilt. So konnten durch die Behandlung mit Tyrosin-Kinase-
Inhibitoren das Wachstum humaner Pankreaskarzinomzellen in Nacktm&usen
reduziert und damit die Uberlebenszeiten der Tiere verbessert werden (Yokoi et al.,
2005; Durkin et al.,, 2006). Der erfolgreiche Einsatz des RNAIi-Prinzips fur
Forschungen an nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit sequenzspezifischer
Hemmung von EGF-R zeigte einen neuen therapeutischen Ansatz fir die Blockade
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (Zhang et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden Interventionsstudien mit murinen TD-2-Zellen
vorgenommen, zu deren chromosomalen Aberrationen eine Amplifikation des EGF-
R-Lokus zahlt (Schreiner et al., 2003). Durch RCAS-TVA-basierten retroviralen
Gentransfer von shRNAs, die gegen EGF-R gerichtet sind, wurde ein sequenz-
spezifischer Knockdown des Rezeptors in vivo bewirkt. Dadurch konnte das
Wachstum orthotop implantierter TD-2-Zellen im Nacktmausmodell im Vergleich zur
retroviralen Infektion mit einer Kontroll-shRNA signifikant vermindert werden. Bei
nahezu identischen Ausgangsbedingungen zu Beginn der Untersuchung betrug die
BLI-Signalintensitat der mit RCAS shRNA EGF-R-infizierten Mause am 55. Tag nach
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Implantation 37,3 % der bei Kontrollmausen ermittelten Luziferaseaktivitat (Student’s
t-Test, p < 0,05 vs. Kontrolle). Folglich kann die Progression der Tumoren in vivo
zwar nicht aufgehalten, jedoch signifikant reduziert werden. Die proliferations-
hemmende Potenz der spezifischen Herabregulation von EGF-R war allerdings
deutlich schwécher ausgepragt als die therapeutische Verringerung des

Tumorwachstums durch Reexpression des Tumorsuppressorgens p53.

Die vorliegende Arbeit bestétigt die Effizienz der retroviralen Infektion von TVA-
exprimierenden MIA PaCa-25CFPMeTVA ynd TD-2FCFPMUeTVA Zellen mit dem RCAS-
TVA-System. Die Infektionsmethode gestattet den retroviralen Transfer genetischer
Information und eignet sich sowohl fir die ektope Genexpression als auch fir die
gezielte Herabregulation der Genexpression nach dem RNAI-Prinzip. Aufgrund der
stabilen Transfektion mit dem Reportergen ,firefly“-Luziferase kénnen MIA PaCa-
2ECFPMUCTVA. | nd TD-2ECFPMCTVA Zellen in vivo mittels BLI detektiert werden. Die
semiquantitative Analyse der BLI-Daten erlaubt akkurate Aussagen Uuber die
tatsachliche Tumorausdehnung in vivo. Aus diesem Grund kann die Methode des
BLI in Interventionsstudien zur Beurteilung therapeutischer Effekte bzgl. der
Lokalisation und Progression orthotop implantierter Pankreaskarzinomzellen
verwendet werden. Hierdurch konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
werden, dass sowohl die ektope Expression von p53 als auch der shRNA-vermittelte
Knockdown von EGF-R einen signifikanten therapeutischen Effekt gegeniber
Kontrollmausen erbringt. Die Progression von TD-25¢7PM™VATymoren in Nackt-
mausen kann folglich durch Uberexpression von Tumorsuppressoren sowie durch
Blockade wachstumsférdernder Faktoren reduziert werden. In der vorliegenden
Arbeit konnte dadurch ein neues, murines Pankreaskarzinommodell zur Erforschung
bzw. Bewertung therapeutischer Optionen generiert und validiert werden. Dieses in
vivo-Modell erlaubt die effiziente Evaluation therapeutischer Targets auf genetischer
Ebene; zugleich erbffnet es die Mdglichkeit eines sequenziellen oder simultanen
Gen- bzw. shRNA-Transfers, um kooperierende Gene bzgl. ihres Einflusses auf die

Progression der Tumoren in vivo untersuchen zu kénnen.
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6. Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eine hochmaligne Tumorerkrankung mit zumeist infauster
Prognose fur die Betroffenen. Aufgrund der ausgepréagten Tendenz zur Lokal- und
Fernmetastasierung sowie unspezifischer Frihsymptomatik erfolgt die Erstdiagnose
meist im Stadium der irresektablen oder metastasierten Erkrankung. Die Ergebnisse
der palliativen chemotherapeutischen Behandlung von Patienten mit fort-
geschrittenem Pankreaskarzinom sind trotz Erweiterung der Therapieoptionen bzgl.
der Uberlebenszeiten schlecht. Die Hoffnung ruht daher v.a. auf der Entwicklung und
Einfuhrung neuer medikamentdser Behandlungsmodalitaten.

Ein essentielles wissenschaftliches Element fir die Erprobung neuer therapeutischer
Optionen und Wirkstoffe in der Behandlung maligner Erkrankungen sind Tier-
modelle. Fir Forschungen an Entstehung, Wachstum und Metastasierung von
Pankreaskarzinomzellen bietet sich die Verwendung athymischer, immunodefizienter
Nacktmause an. Neben humanen Zelllinien wie z.B. MIA PaCa-2 steht mit TD-2 eine
murine Pankreaskarzinomzelllinie zur Verfigung, welche die genetischen
Alterationen der humanen Tumorgenese weitgehend rekapituliert und daher ein
hilfreiches in vitro- und in vivo-Modell fir das Adenokarzinom des Pankreas darstellt.
In dieser Arbeit wurde die Progression von MIA PaCa-2- sowie TD-2-Tumoren an
einem murinen Transplantationsmodell des Pankreaskarzinoms untersucht und
dabei nach Moglichkeiten der therapeutischen Einflussnahme auf das Tumor-
wachstum in vivo geforscht. Durch Vorarbeiten konnten beide Zelltypen mit einem
Expressionsvektor fur die Reportergene EGFP und firefly*-Luziferase (fluc) stabil
transfiziert werden, wodurch die Voraussetzung fur eine nichtinvasive Detektion der
Zellen mittels Biolumineszenz- (BLI) bzw. Fluoreszenzbildgebung (FLI) geschaffen
wurde. Auf3erdem konnte durch Expression des TVA-Rezeptors ein RCAS-TVA-
abhangiger retroviraler Gentransfer in die Zellen ermdglicht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Effizienz der Infektionsmethode mit
Einsatz des RCAS-TVA-Systems Uberpruft. Die in vitro-Experimente bestatigten den
Erfolg des retroviralen Transfers genetischer Information, wobei MIA PaCa-25¢7P/lue-
™A_Zellen eine hohere Infektionsrate aufwiesen als TD-25¢FPMUCTVA Zallen, Zudem
waren die Zellen auch in vivo zur Aufnahme und Integration genetischen Materials im

Stande, da die Transduktion und ektope Expression des Reportergens lacZ ebenso
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nachgewiesen werden konnte wie die Expressionshemmung des Enzyms firefly"-
Luziferase bei Transfer einer gegen fluc-gerichteten, spezifischen shRNA. Mit MIA
PaCa-25CFPMcTVA. ynd TD-2ECFPMCTVA 7ellen standen daher TVA-exprimierende
Tumorzellen zur Verfigung, welche in vitro und in vivo fur retrovirale Infektionen mit
Transfer von Gen- bzw. shRNA-Expressionskassetten geeignet sind.

Fur die Detektion und exakte Lokalisation von MIA PaCa-25¢7PMe VA nd TD-
2ECFPMUCTVA_ Zellen in Versuchstieren wurde die hochsensitive Methode des Bio-
lumineszenz-lmaging (BLI) mit Erfassung ,firefly“-Luziferase-exprimierender Zellen
eingesetzt. Um bei den geplanten Interventionsstudien aus dem registrierten
Biolumineszenzsignal valide Aussagen Uber die tatsachliche Ausdehnung der
Tumoren treffen zu kénnen, wurde der Korrelationsgrad zwischen BLI-Intensitat in
vivo und Tumorgewicht ex vivo ermittelt. Demnach waren aus der in vivo
semiquantitativ errechneten Luziferaseaktivitait der Tumoren zuverlassige Rick-
schlusse auf die TumorgrofRe moglich und daher vergleichende Analysen anhand
des BLI-Signals bei longitudinalen Verlaufsstudien valide. Bei zunehmender
Aszitesbildung der Mause im Endstadium der Tumorerkrankung war die Korrelation
zwischen BLI-Signal und Tumorgewicht dagegen weniger gut.

Abschliel3end wurde eine funktionelle Genanalyse der Tumorsuppressorgene p53,
p16'“2 und p19°~F sowie eine Evaluierung des shRNA-vermittelten Knockdown der
Onkogene EGF-R und c-myc mit Einsatz des RCAS-TVA-Systems durchgefuhrt.
Hierfir erfolgten fir diese Arbeit spezielle Proliferationsanalysen in vitro sowie
Interventionsstudien an orthotop implantierten Tumorzellen im Nacktmausmodell.
Das Wachstum der Tumoren in vivo wurde mittels longitudinalem Biolumineszenz-
Imaging analysiert und Unterschiede in der Progression der Tumoren durch Gegen-
Uberstellung von Versuchs- und Kontrollmausen ausgewertet. Die humanen MIA
PaCa-25CFPMTVA 7allen mussten in sehr groRer Anzahl injiziert werden und konnten
letztlich aufgrund des diskontinuierlichen Tumorwachstums zu Beginn in der
vorliegenden Arbeit nicht verwendet werden. Die murine Pankreaskarzinomzelllinie
TD-2ECFPAUcTVA arpies sich dagegen als geeignet fir Interventionsstudien im Nackt-
mausmodell. Die Zellen konnten in sehr geringer Anzahl orthotop implantiert werden,
zeigten ein kontinuierliches Wachstum und liel3en sich in vivo frihzeitig retroviral
infizieren. Differenzen in den Ausgangsbedingungen einzelner Mause waren somit
deutlich geringer und der longitudinale Zeitraum fur die Interventionsstudien langer

als bei Verwendung von MIA PaCa-25¢ P VA 7ellen. Die Auswertung der BLI-
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Daten zeigte die signifikante Verminderung des Wachstums von TD-2ECFP/ucTVA,
Tumoren in vivo durch retroviralen Transfer des Tumorsuppressorgens p53, wahrend
p16™* und p19°RF die Progression der Tumoren nicht beeinflussten. Auch die
sequenzspezifische Herabregulation der Expression von EGF-R durch Transfer von
shRNAs nach dem RNAI-Prinzip konnte das weitere Wachstum der Tumoren in vivo
verringern, wohingegen der RNAi-vermittelte Knockdown von c-myc keine Reduktion
der Tumorprogression bewirkte. Der therapeutische Effekt einer Reexpression von
p53 war starker ausgepragt als die wachstumshemmende Potenz der Blockade des
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors EGF-R.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das Wachstum
orthotop implantierter TD-25¢FPMCTVA_7gllen durch RCAS-TVA-basierten Transfer
von p53 bzw. spezifischen Knockdown von EGF-R im Vergleich zu kontroll-infizierten
Méausen signifikant vermindert wird. Die retrovirale Infektion TVA-exprimierender
Pankreaskarzinomzellen mit dem RCAS-TVA-System kann sowohl in vitro als auch
in vivo fur Interventionsstudien an einem murinen Transplantationsmodell des
Pankreaskarzinoms erfolgreich eingesetzt werden. Das RCAS-TVA-System erlaubt
einerseits die ektope Expression genetischer Information in Zielzellen, auf der
anderen Seite auch eine spezifische Herabregulation der Expression von Genen
nach dem Prinzip der RNA-Interferenz. In Kombination mit der hochsensitiven
Methode der Biolumineszenzbildgebung steht damit ein hilfreiches und akkurates
Tiermodell zur préklinischen Evaluation neuer Targets auf genetischer Ebene zur
Verfigung, um die Behandlung des hochmalignen Pankreaskarzinoms zu erweitern

und zu verbessern.
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A Ampere
AFN Kombination aus Atipamizol, Flumazenil und Naloxon
ALV Avian leukosis virus
APS Ammoniumpersulfat
Aqua dest. destilliertes Wasser
ATP Adenosintriphoshat
BLI Biolumineszenz-Imaging
BMI Body mass index
BRCA Breast cancer
BrdU 5’-bromo-2"-deoxyuridine
BSA Bovines Serumalbumin
bzgl. bezuglich
bzw. beziehungsweise
T Grad Celsius
ca. circa
CCD Charged coupled device
CDK Cycline dependent kinase
cDNA copy Desoxyribonukleinséure
CEF Chicken embryo fibroblast
CFU Colony forming units
CKI Cycline dependent kinase-inhibitor
Co Kontrolle
CO; Kohlendioxid
DMF N,N-Dimethylformamid
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
ds doppelstrangig
DPC Deleted in pancreatic cancer
EB Eluting buffer
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGFP / GFP ( Enhanced) Green fluorescent protein
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8. Abkurzungsverzeichnis

EGF-R Epidermal growth factor receptor

Elisa Enzyme linked immuno sorbent assay

env envelope ( Hullproteine)

FACS Fluorescence activated cell sorting

FAMMM Familiares atypisches multiples Melanom- und
Muttermal-Syndrom

FAP Familiare adenomatdse Polyposis

FBS Foetal Bovine Serum

FLI Fluorescence-Imaging

fluc Jirefly“-Luziferase

5-FU 5 -Fluorouracil

g/ mg/ug/ ng Gramm / Milligramm / Mikrogramm / Nanogramm

gag Gruppenspezifisches Antigen

GTP Guanosin 5’-Triphosphat

HCI Salzsaure

HNPCC Hereditares, nichtpolyptses Kolonkarzinom-Syndrom

IRES Internal ribosome entry site

Lp. /iv. intraperitoneal / intravaskular

KG Kdrpergewicht

[/ ml/ pl Liter / Milliliter / Mikroliter

LB Luria-Bertani

LDL-R Low density lipoprotein receptor

LTR Long terminal repeat

M/ mM/m molar / millimolar / Mol

cm/mm/puym/ nm

Zentimeter / Millimeter / Mikrometer / Nanometer

MCS

Multiple clonig site

MgCl; Magnesium-Chlorid

min Minute (-n)

MMF Kombination aus Medetomidin, Midazolam und Fentanyl
MRNA messenger Ribonukleinséure

n. I. nach Implantation

NacCl Natrium-Chlorid

NP-40 Nonylphenylpolyethylenglycol (nicht ionisches Detergens)
O, Sauerstoff

PanIN Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie
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PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

pH Negativ dekadischer Logarithmus der H*-Konzentration

PI3K Phosphoinositol-3-Kinase

PLB Passive lysis buffer

p.o. postoperativ

pol enzymatischer Polymerasekomplex

P/S Penicillin/Streptomycin

PTGS Post transcriptional gene silencing

PVDF Polyvinylidendifluorid

RCAS BP Replication competent ALV LTR with splice acceptor
Bryan Polymerase

RISC RNA-induced silencing complex

RLU Relative light units

RNA Ribonukleinsaure

RNAI RNA-Interferenz

rpm rounds per minute

RSV Rous Sarcoma Virus

rTA reverse tetracycline transcriptional transactivator

S.C. subkutan

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

sec Sekunde (-n)

ShRNA / siRNA short hairpin RNA / short interfering RNA

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TEMED Tetramethylethylendiamid

Tet Tetrazyklin

TGF transforming growth factor

TRIS Tris(hydroxy)aminomethan

u.a. unter anderem

Vv Volt

v.a. vor allem

VAA vollstandig antagonisierbare Injektionsanasthesie

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside

z.B. zum Beispiel

ZPF Zentrum far Praklinische Forschung
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